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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Eine schwere Anamie ist bei Kindern unter zwei Jahren die haufigste Komplika-
tion einer Infektion mit Plasmodium falciparum (P.f.). Der Uberwiegende Teil der zerstor-
ten Erythrozyten ist dabei nicht infiziert. Bisher liegen nur wenige Untersuchungen zum
Mechanismus der Elimination dieser nicht infizierten Erythrozyten vor. Membranveran-
derungen von Erythrozyten kénnen die Bindung von Immunglobulinen und Komple-
mentproteinen an die Erythrozytenmembran bedingen, was zu einem Abbau derart
markierter Zellen durch Phagozyten, wahrscheinlich in der Milz, fUhren kann. Zum
besseren Verstandnis dieser Ablaufe wurde die vorliegende Studie mit Kindern, die an
einer schweren Malariaanamie litten, in einem Endemiegebiet (Kumasi, Ghana)
durchgefuhrt. Bei den Untersuchungen standen Membranveranderungen von nicht infi-
zierten Erythrozyten im Vordergrund. In dieser Studie wurde daruber hinaus das
Vorkommen von Hamozoin in peripheren Leukozyten untersucht, da das Hamo-
globinabbauprodukt Hdmozoin im Zusammenhang mit der Malariaanamie stehen kann.
In unabhangigen Experimenten wurde untersucht, ob naive Erythrozyten durch
Exposition gegenuber dem Malariatoxin verandert werden und ob spezifische Anti-
korper an derart markierte Zellen binden.

Der Fokus der Studie Uber Oberflachenveranderungen der Erythrozyten lag auf
der Prufung einer Bindung von Immunglobulin G (IgG) und Immunglobulin M (IgM) bzw.
von Komplementprotein C3d an Erythrozyten der Patienten. Die Anwendung der
sensiblen Technik der Durchflusszytometrie erlaubte eine Differenzierung zwischen
nicht infizierten und infizierten Erythrozyten, wobei insbesondere nicht infizierte
Erythrozyten betrachtet wurden. Keine Unterschiede zwischen Anamiepatienten und
Nichtanamiepatienten fanden sich fur eine Bindung von IgG. Im Gegensatz dazu waren
in der Gruppe der Kinder mit einer schweren Anamie signifikant mehr IgM-bindende,
nicht infizierte Erythrozyten erkennbar als in der Gruppe der Patienten ohne schwere
Anamie. Des Weiteren zeigte sich, dass die Gruppe der Anamiepatienten ebenfalls eine
signifikant erhdhte C3d-Bindung aufwies. Allerdings lag der Anteil jener Zellen, welche
positiv fir eine IgM- bzw. eine C3d-Bindung waren, in den meisten Fallen unter einem
Prozent. Grund dafur kdnnte sein, dass die Kinder bei der Aufnahme ins Krankenhaus

bereits eine schwere Anamie entwickelt hatten. Eythrozyten mit gebundenen
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Antikorpern oder Komplementproteinen kdnnten zu diesem Zeitpunkt bereits aus der
Zirkulation entfernt worden sein.

Aufgrund der depolarisierenden optischen Eigenschaften kdnnen Hamozoin
haltige Leukozyten im peripheren Blut mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen wer-
den, wobei die unterschiedlichen Populationen der weilen Blutkérperchen voneinander
unterschieden werden kdonnen. Es zeigte sich, dass bei Patienten mit einer schweren
Malariaanamie deutlich mehr Hamozoin haltige Monozyten und neutrophile
Granulozyten nachweisbar waren als bei Patienten ohne eine schwere Malariaanamie
oder bei gesunden Europaern. Erstmalig konnte in dieser Studie das Auftreten einer
Hamozoin positiven Population nachgewiesen werden, die eine geringe Expression von
FcyRIll (CD16) aufwies. Diese Zellen lieRen sich aufgrund der deutlich geringeren
Granularitat und Groéle jedoch nicht zu den Granulozyten, sondern eher den
Lymphozyten oder evtl. den Monozyten zuordnen. Ahnlich wie die Monozyten und
Neutrophilen weist auch diese Population mit geringer Expression von FcyRIIl (CD16)
vermehrt Hamozoin haltige Zellen in der Gruppe der Anamiepatienten auf. Mit den
vorliegenden Daten konnte diese Population jedoch nicht eindeutig identifiziert werden.

In einer zusatzlichen Studie wurde eine mogliche Interaktion des Malariatoxins
Glykosylphosphatidylinositol (P.f.-GPI) mit der Erythrozytenmembran untersucht. Das
unter naturlichen Bedingungen im Blut freigesetzte P.f.-GPI wurde hierbei als Synthese-
produkt mit naiven Erythrozyten inkubiert. Die Ergebnisse zeigen, dass das P.f.-GPI in
die Erythrozytenmembran inserieren kann und von Antikdrpern im Serum akut
erkrankter Patienten erkannt wird. Diese Erkennung, die in den Wochen nach
Therapiebeginn schnell abnimmt, wird bei Erwachsenen von IgM-Antikdrpern dominiert.
Bei Kindern herrscht eine Erkennung durch IgG vor. Eine Reaktion des freigesetzten
P.f.-GPI mit der Membran nicht infizierter Erythrozyten und deren Opsonisierung mit
Immunglobulinen und Komplementproteinen kann an der Entstehung einer

Malariaanamie beteiligt sein.



Summary

2 Summary

Severe anaemia is the most frequent complication of an infection with
Plasmodium falciparum (P.f.) in children under the age of two years. The predominant
part of destructed erythrocytes is non-infected. Little research has been done to explore
the underlying mechanism of the elimination of these non-infected erythrocytes.
Membrane changes of erythrocytes may result in binding of immunoglobulins and
complement proteins to the surface of erythrocytes, leading to destruction of these
tagged erythrocytes by phagocytes, probably in the spleen. For a better understanding
of these processes the clinical trial presented in this thesis was conducted with children
suffering from severe malaria anaemia in an endemic area (Kumasi, Ghana). Special
attention of the experiments for membrane changes was on non-infected erythrocytes.
Furthermore the presence of haemozoin-carrying leukocytes was examined in the
presented study since the degradation product of haemoglobin — haemozoin - might be
associated with malaria anaemia. In independent experiments it was investigated if
naive erythrocytes are affected through exposition to the malaria toxin and if specific
antibodies bind to those altered cells.

The study about surface changes of erythrocytes focussed on testing for binding
of immunoglobulin G (IgG), immunoglobulin M (IgM) or the complement protein C3d on
patients’ erythrocytes. By applying the sensitive technique of flow cytometry it was
possible to differentiate between non-infected and infected erythrocytes, and special
emphasis was laid on non-infected erythrocytes. No differences could be found between
patients with and without severe anaemia for the binding of IgG. In contrast to these
findings, the group of children with severe anaemia showed significantly more IgM-
binding erythrocytes than children without severe anaemia. In addition, the group of
anaemic patients exhibited increased binding of the complement protein C3d. However,
the percentage of cells that were positive for an IgM or C3d binding was in most cases
below one percent. A possible reason for this could be that at the time of admission to
the hospital the children had already developed a severe anaemia. Erythrocytes with
bound immunoglobulins or complement proteins might have been eliminated from the

circulation by that time.
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Haemozoin-carrying leukocytes in the blood can be detected via flow cytometry
due to the depolarising properties of haemozoin crystals. Different leukocyte
populations can be distinguished in addition. Patients with severe anaemia presented
more haemozoin-carrying monocytes and granulocytes than children without severe
anaemia and European controls. For the first time this study revealed a haemozoin
positive population with low FcyRIII (CD16) expression. These cells could not be related
to granulocytes due to a low granularity and size, but rather to the lymphocyte or
possibly to the monocyte population. Children with severe anaemia showed increased
quantities of haemozoin-carrying cells with low FcyRIII (CD16) expression similar to the
monocytes and granulocytes. However, with the obtained data this population could not
be distinctively identified.

In a supplementary study a possible interaction of the malaria toxin glycosyl-
phosphatidylinositol (P.f.-GPIl) with the erythrocyte membrane was investigated.
Naturally, P.f.-GPI is released into the blood. In these experiments synthetic P.f.-GPI
was incubated with naive erythrocytes. The results clearly indicated an insertion of P.f.-
GPI into the erythrocyte membrane, since only these treated cells were recognised by
antibodies in sera from patients with acute malaria. In a follow-up patient this
recognition declined rapidly in the weeks after the start of antimalarial therapy and was
dominated by IgM-antibodies in adults. In contrast, children displayed a strong IgG-
recognition. These obtained data indicate that a reactivity of in vivo released P.f.-GPI
with the membrane of non-infected erythrocytes and their opsonisation with
immunoglobulins and complement proteins can be involved in the development of

malaria-associated anaemia.
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3 Einleitung

Eine schwere Anamie ist bei Kleinkindern die haufigste Komplikation einer
Malaria tropica. Dabei scheint ein Grolf3teil der eliminierten Erythrozyten (engl. red blood
cell, RBC) nicht infiziert zu sein. Die zugrunde liegenden Mechanismen sind komplex

und nicht vollstandig verstanden.

3.1 Malaria als intrazellulare Parasitose

Malaria ist eine der bedeutendsten tropischen Infektionskrankheiten, die durch
Protozoen der Gattung Plasmodium verursacht wird. Die Ansteckung erfolgt durch den
Stich einer infizierten weiblichen Mucke der Gattung Anopheles. Es sind bis vor kurzem
vier humanpathogene Plasmodium-Arten beschrieben worden, die unterschiedliche
Formen der Malaria hervorrufen:

- Plasmodium falciparum (Malaria tropica)

- Plasmodium ovale

- Plasmodium vivax (beide Malaria tertiana) und

- Plasmodium malariae (Malaria quartana).

Neuen Erkenntnissen zufolge ist Plasmodium knowlesi, dessen naturlicher Wirt
eine Affenart, die Makaken, ist, ebenfalls in der Lage, im Menschen eine Malaria-
infektion auszul6sen (47, 48, 210).

Fast alle Todesfalle durch Malaria resultieren aus einer Infektion mit Plasmodium
falciparum (P. falciparum, P.f.) (163). Nach Schatzungen der Weltgesundheitsorganisa-
tion (engl. World Health Organization, WHO) waren 2006 ca. 3,3 Milliarden Menschen
in 109 Landern der Gefahr einer Ansteckung ausgesetzt (164) (Abbildung 1). Tatsach-
lich erkrankten im Jahr 2006 etwa 247 Millionen Menschen an einer Infektion mit P. fal-
ciparum. Von diesen verliefen rund 881.000 (ca. 0,36%) todlich. 91% der Falle traten in
Afrika auf, und 85% der tddlich verlaufenden Falle betrafen Kinder unter funf Jahren
(164) (Abbildung 2). Die meisten Infektionen nehmen einen milden Verlauf mit Sympto-
men wie Fieber, Ubelkeit und Kopfschmerzen sowie weiteren Grippe-ahnlichen Symp-
tomen. Ein Teil der Patienten entwickelt jedoch schwerwiegende Komplikationen.

In den Teilen der Welt, in denen die Malaria tropica endemisch ist, leiden vor al-
lem Kinder im Alter von wenigen Monaten bis funf Jahren unter einer schweren Malaria.
Es unterliegen aber auch schwangere Frauen, insbesondere Erstgebarende, dem er-

hohten Risiko einer schweren Malaria. Bei alteren Kindern und Erwachsenen kommt
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aufgrund der Entwicklung einer Teilimmunitat ein schwerer Verlauf der Krankheit selte-
ner vor (163). Bei Kleinkindern sind die Komplikationen, die einen schweren Krankheits-

verlauf auszeichnen, vor allem die zerebrale Malaria sowie die Malariaanamie.
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Abbildung 1: Globale Verteilung der P. falciparum-Endemieklassen. hellgrin: hypoendemische

Gebiete; mittelgriin: mesoendemische Gebiete; dunkelgriin: hyper- und holoendemische Gebiete; gelb:

unklassifizierte Gebiete (entspricht ca. 6% der bedrohten Bevdlkerung) (Quelle: Snow et al., 2005 (213))
Falle lebensbedrohlicher Komplikationen durch P. falciparum kommen deutlich

haufiger in afrikanischen Landern vor als in vergleichbaren Regionen in Indien (190)
und Vanatu (146).
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Abbildung 2: Globale Verteilung der Todesfédlle durch Malaria pro 1000 Einwohner. (Quelle: WHO
malaria report 2008 (164))
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Die Grinde hierfur sind nicht eindeutig geklart. Allerdings scheint in Afrika ein
schlechterer Zugang zu schneller Behandlung ebenso eine Rolle zu spielen wie Bil-

dungs-, Sozial- und Organisationsfaktoren wie Transport und Gesundheitsdienste (9).

3.2 Systematik der Plasmodien

Plasmodien werden dem Stamm der Alveolata und dem Unterstamm der
Apicomplexa zugeordnet. Die Apicomplexa zeichnen sich durch einen Generations-
wechsel von ungeschlechtlicher Schizogonie, geschlechtlicher Gamogonie und
ungeschlechtlicher Sporogonie aus. Die invasiven Stadien verfligen uUber einen
Apikalkomplex mit einzigartigen Organellen, die das Eindringen der Parasiten in die
Wirtszellen ermdglichen. Innerhalb der Apicomplexa werden die Plasmodien der Klasse
der Haematozoea zugeordnet, welche einen obligaten Wirtswechsel zwischen Blut
saugenden Arthropoden und Wirbeltieren aufweisen (obligate Parasiten). In der Klasse
der Haematozoea gehodren sie zur Ordnung der Haemosporida, welcher nur eine

bekannte Familie, die Plasmodiidae, angehort (140).

3.3 Lebenszyklus von Plasmodien

Die Einzeller der Gattung Plasmodium sind Parasiten, welche einen komplexen
Lebenszyklus durchlaufen, der eine asexuelle und eine sexuelle Vermehrung umfasst,

und der vom Wirtswechsel zwischen Mensch und Mucke gepragt ist.

Abbildung 3: Lebenszy-
klus von Plasmodien im
Menschen. 1 Inokulation
von Sporozoiten ins huma-
ne Subkutangewebe beim
Stich einer Anopheles-Miic-
ke 2 Migration der Sporozoi-
ten zur Leber, Vermehrung
und Entwicklung zu Merozo-
iten, Bildung von Meroso-
men durch Ausstllpungen
(grin) 3 Freisetzung der
Merozoiten und Befall von
Erythrozyten, intraerythrozy-
tarer Kreislauf von Merozoi-
ten Uber Trophozoiten zu
Schizonten, Freigabe von
Merozoiten ins Blut 4 Auf-
nahme weiblicher und
mannlicher Gametozyten in
das Darmlumen einer Ano-
pheles-Micke (Quelle:
Sturm und Heussler, 2007
(220)) (Details siehe Text)
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Durch den Stich einer infizierten weiblichen Stechmucke der Gattung Anopheles
werden Sporozoiten aus der Speicheldrise in das menschliche Subkutangewebe
inokuliert (Abbildung 3). Von dort treten die Sporozoiten in die Blutgefalde Uber und
erreichen Uber den Blutkreislauf die Leber des Wirts (10). Dort migrieren sie durch
Kupffer'sche Sternzellen (Makrophagen) und mehrere Hepatozyten, bevor sie einen
Hepatozyten als Wirtszelle befallen (71, 160). Im Hepatozyten differenziert und
multipliziert sich der Sporozoit innerhalb weniger Tage Uber einen Gewebeschizonten
(exoerythrozytare Schizogonie) zu Tausenden von Merozoiten (220). Die Merozoiten
induzieren den Untergang der Wirtszelle und bilden mit Hilfe von deren Membran mit
Parasiten geflllte Vesikel, sogenannte Merosomen. Diese gelangen durch das Epithel
in die Blutgefalde und entlassen dort die Merozoiten ins Blut (219).

Freigesetzte Merozoiten invadieren innerhalb kurzer Zeit rote Blutkdrperchen
(engl. red blood cell, RBC), in denen sie sich weiter asexuell durch Schizogonie in
einem 48- bzw. 72- (P. malariae) Stunden-Rhythmus vermehren. Dieser Rhythmus der
Freisetzung von Merozoiten induziert starke inflammatorische Immunreaktionen und ist
verantwortlich fur die charakteristischen, periodisch auftretenden Symptome der Malaria
(,Wechselfieber®). Das Wechselfieber ist allerdings nicht charakteristisch fur eine
Malaria tropica, sondern fur die Malaria tertiana und quartana.

Einige Merozoiten entwickeln sich in den RBC zu sexuellen Stadien, den Game-
tozyten. Die weiblichen und mannlichen Gametozyten gelangen bei einer Blutmahlzeit
einer Mucke in deren Darm und entwickeln sich dort zu den weiblichen Makro-
gametozyten bzw. den mannlichen Mikrogametozyten. Diese Gametozyten verwandeln
sich in der Micke innerhalb von Minuten zu Gameten. Diese Differenzierung wird bei
den Mikrogametozyten als Exflagellation bezeichnet. Mikrogameten befruchten die
Makrogameten (sexuelle Vermehrung). Es entstehen bewegliche Ookineten, auch
Zygoten genannt. Diese Ookineten wandern durch das Epithelgewebe des Mucken-
magens und verbleiben zwischen Epithelzellen und Basalmembran, wo die Ookineten
sich weiter zu Oozysten entwickeln. Hier l1auft auch die Phase der Sporogonie ab, wobei
bis zu mehreren Tausend Sporozoiten gebildet werden. Sporozoiten werden aus der
Oozysten freigesetzt und ,gleiten” (72) zur Speicheldriise der Miicke. Mit der Uber-
tragung der Sporozoiten auf den Menschen bei der nachsten Blutmahlzeit der Micke
schlie3t sich der Kreislauf (140, 151).

Da die geschlechtliche Fortpflanzung in der Micke stattfindet, ist diese der

Endwirt und der Mensch der Zwischenwirt.
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3.4 Aufbau der Erythrozytenmembran

Rote Blutkdrperchen enthalten weder einen Zellkern, noch funktionelle
Organellen. Die einzige strukturelle Komponente ist die Zellmembran, die fir Transport
sowie verschiedene antigene und mechanische Charakteristika verantwortlich ist.
Erythrozyten haben eine bikonkave Diskusform und sind stark deformierbar. Dies geht
ebenfalls auf die Organisation der Zellmembran zurlck.

Die RBC-Membran besteht aus einer Lipiddoppelschicht, in welche Proteine,
Cholesterin und Phospholipide eingebettet sind. Das Phospholipid Phosphatidylserin ist
vorwiegend in der inneren RBC-Membran lokalisiert (244). Die Erythrozytenmembran
bindet auf der zytoplasmatischen Seite Uber Transmembranproteine an ein elastisches

zweidimensionales Netz von Skelettproteinen.

Ankyrin complex 4.1R complex
RN RhaG Duffy
CD47 Rh [|Kell
Band 3 Band 3 Band 3 XK
GPA |GPA Glut1 ] ‘ JGPC
LW ——
Protein 4.2 _
o-spectrin Dematin —pb5
l Adducin '
Ankyrin r g R|
[3-spectrin Tropomyosin
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Abbildung 4: Aufbau der Erythrozytenmembran. A: Elektronenmikroskopische Aufnahme des
Spektrinnetzes; B: Schematische Darstellung von A. In beiden Abbildungen sind die Bindungsstellen fiir
Ankyrin, Aktin und Protein 4.1R, genauso wie vernetzte Spektrintetramere (Sp4), -hexamere (Sp6) sowie
doppelte Spektrinfilamente (2Sp4), dargestellt. C: Transmembranmolekiile, wie Bande 3, Glykophorin A
oder C, binden Uber Ankyrin oder Protein 4.1R an das Spektringitter. Fiir Details siehe Text (Quelle A und
B: Liu et al. 1987 (136); C: Mohandas und Gallagher 2008 (159))



Einleitung

Das zytoplasmatische Netzwerk der Skelettproteine besteht zum grof3en Teil aus
Spektrin, Aktin und Protein 4.1R, auch Bande 4.1 genannt (159). Das filamentdse
Spektrin bildet Dimere aus und formt ein hexagonales Gitter (136) (Abbildung 4A,
schematisch: Abbildung 4B). Aktin und Protein 4.1R sind an den Knotenpunkten
gebunden, an denen sich die Spektrinfilamente treffen, wahrend Ankyrin zwischen
zweier solcher Punkte an das Spektrin bindet.

Wichtig fur die strukturelle Integritat des Zytoskeletts sind zwei makromolekulare
Komplexe von Membranproteinen, von denen der eine Ankyrin-, der andere Protein
4 1R-verankert ist (Abbildung 4C). Die intrazellularen Domanen der Proteine Bande 3,
CD47, dem Rhesus assoziierten Glykoprotein (RhAG) und Glykophorin A (GPA)
verbinden das Zytoskelett via Ankyrin mit der Lipiddoppelschicht. Glykophorin C, der
Rhesusfaktor (Rh), das Duffy-Blutgruppenantigen sowie Bande 3 binden hingegen an
Protein 4.1R (159).

Bande 3, Glykophorin A und C sowie das Duffy-Blutgruppenantigen spielen bei
der Invasion der Merozoiten eine Rolle, denn an diese Moleklle binden bestimmte

Parasitenproteine.

3.5 Entwicklung der Blutstadien von Plasmodium falciparum

P. falciparum vermehrt sich innerhalb der Erythrozyten. Die infizierten RBC
verandern sich dadurch und exprimieren verschiedene Plasmodium-Proteine auf ihrer
Oberflache.

3.5.1 Invasion von Erythrozyten

Die invasiven Stadien (Ookinet, Sporozoit und Merozoit) der Apicomplexa weisen
einige besondere Organellen auf. So verfigen die Merozoiten Uber einen Apikal-
komplex mit Polringen, Rhoptrien, Mikronemen und dichten Granula. Dieser Komplex
spielt eine essentielle Rolle bei der Invasion der Wirtszellen (151).

Der Merozoit verfugt Uber eine Vielzahl an Oberflachenproteinen, jedoch
dominieren Merozoitenoberflachenprotein (engl. merozoite surface protein, MSP)-1 und
MSP-2, die einen Anteil von etwa zwei Dritteln ausmachen (27, 76, 189). Die meisten
dieser Proteine sind Uber ein Glykosylphosphatidylinositol-(GPI)-Molekdl in der
Membran verankert. Bekannte Plasmodium-Proteine, die an der Invasion beteiligt sind,
sind MSP-1, MSP-6, MSP-7, MSP-9, apikales Membranantigen 1 (AMA-1), Erythro-
zyten bindendes Antigen (EBA)-140, EBA-175 oder EBA-181 (80, 110, 122, 145, 226).
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Die Invasion der RBC durch die Merozoiten ist der Beginn der erythrozytaren
Phase des Lebenszyklus. Zunachst erfolgt eine reversible Bindung mit niedriger Affinitat
zwischen Wirtszelle und Merozoit. MSP-1 bindet an Bande 3 (80, 110, 135), eines der
dominantesten Proteine auf der RBC-Oberflache (143), und unterliegt proteolytischer
Spaltung (122). Die Spaltprodukte bilden Komplexe mit anderen MSPs, so z.B. mit
MSP-6 und MSP-7 (112, 122) oder mit MSP-9 (110).

Proteine der Mikronemen und der Rhoptrien werden wahrend der Invasion fruh
freigesetzt und spielen fir die Reorientierung des Parasiten mit dem apikalen Ende an
die RBC-Oberflache, flr das Ausbilden einer irreversiblen Bindung (engl. junction), fur
die Einstllpung der Membran und fur die Formierung der parasitophoren Vakuole (73,
186) eine Rolle. Mit Hilfe von Transmembranproteinen und einem Aktin-Myosin-Motor
(58, 185) arbeitet sich der Merozoit mit dem apikalen Ende voran in den Erythrozyten
(engl. moving junction). Wahrend der Invasion werden Oberflachenproteine auf dem
Merozoiten von spezifischen Proteasen, wie Subtilasen und Sheddasen, abgespalten
(28, 122, 171). Der gesamte Invasionsvorgang dauert ca. 30 Sekunden (171). Ein Teil
der freigesetzten Merozoiten kann seine Zielzellen jedoch nicht erfolgreich infizieren

und wird von Phagozyten (Monozyten, neutrophile Granulozyten) aufgenommen.

3.5.2 Die intraerythrozytaren Stadien

Im Erythrozyten entwickelt sich der Merozoit innerhalb von 30 Minuten weiter
zum frihen Trophozoiten, dem Ringstadium. Dieser wachst zu einem spaten Tropho-
zoiten heran. Nach ca. 38 Stunden (22) geht die Entwicklung in die Phase eines
Schizonten Uber, der zwischen 16 und 32 Merozoiten ausbildet. Nach Ruptur der
Wirtszelle und der Freisetzung der Merozoiten in den Blutkreislauf beginnt der Kreislauf
durch die Invasion neuer RBC von vorne. Ein kleiner Anteil der Merozoiten entwickelt
sich zu Gametozyten. Im Blutausstrich sind nur Ringstadien und, sofern vorhanden,
Gametozyten zu sehen (140). RBC, die mit spaten Trophozoiten oder Schizonten
infiziert sind, exprimieren vermehrt Proteine, die wichtig fur eine Zytoadharenz in den
Kapillaren sind. Dieser als Sequstrierung bezeichnete Vorgang ist daflr verantworlich,

dass diese Stadien im Ausstrich nicht mehr zu sehen sind.

3.5.3 Verdnderungen infizierter Erythrozyten

Nach der Invasion der Erythrozyten beginnt der Parasit, die Wirtszelle zu

verandern. Morphologisch verliert der Erythrozyt wahrend der Entwicklung des Para-
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siten seine typische Diskusform, wird spharisch und bildet kleine Kndpfchen (engl.
knobs) auf der Oberflache aus. Diese veranderte Proteinexpression erlaubt dem Para-
siten, Molekule in die und aus der Zelle zu transportieren, die zytoplasmatischen
Proteine (z.B. Hamoglobin), in der Nahrungsvakuole aufzuschlie3en und verandert die
RBC-Oberflache mit der Folge einer verstarkten Zytoadharenz. Das variante Ober-
flachenmolekldl PFEMP1 (engl. P. falciparum erythrocyte membrane protein 1) wird auf
der Erythrozytenoberflache exprimiert und ist an der Zytoadharenz (24) sowie der
Rosettenbildung beteiligt. Die Vorteile der Zytoadharenz liegen fur den Parasiten darin,
dass dieser der Elimination entgeht und schneller einen nicht infizierten Erythrozyten
invadieren kann. In der finalen Phase der Schizogonie folgt die nukleare Teilung nebst

Merozoitenbildung und -freisetzung.

3.5.4 Verdnderungen nicht infizierter Erythrozyten

Neben den infizierten Erythrozyten verandern auch nicht infizierte RBC ihre
Oberflache. Es gibt Hinweise, dass nicht infizierte rote Blutkérperchen, genau wie
infizierte RBC, ebenfalls Kndpfchen auf der Oberflache, bizarre Konturen und eine raue
Erscheinung zeigen. Solche Zellen ahneln Erythrozyten, die bei hamatologischen
Krankheiten mit Anamie gesehen werden (66). P. falciparum ist in der Lage,
Erythrozyten schneller altern zu lassen, was sich an erhdhten Werten far
Lipidperoxidation und Phospholipidsattigung sowie an vermindertem Phosphatidylserin
zeigt (173).

Bei der Freisetzung der Merozoiten in die Blutbahn werden Hunderte von Parasi-
tenproteinen in die Zirkulation freigegeben (147). Es besteht dabei die Mdglichkeit, dass
einige davon an der Erythrozytenoberflache haften bleiben. Auch ist ein Teil der
Invasionen nicht erfolgreich. Die Oberflachenproteine RSP-2 (engl. ring surface protein-
2) (57), RAP (engl. rhoptry associated protein)-1 und RAP-2 (217) konnten ebenso auf
nicht infizierten wie auf infizierten Zellen nachgewiesen werden. Dies deutet auf eine
abgebrochene Invasion hin. Des weiteren konnte auf nicht infizierten roten Blutkorper-
chen das Protein RESA (engl. Ring-infected surface antigen) nachgewiesen werden,
wobei angenommen wird, dass der Parasit vorher in der Milz aus dem RBC entfernt

worden ist (engl. pitting, vgl. Abbildung 6) (167).
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3.6 Immunantwort bei der Malaria tropica

Die Inkubationszeit bei der Malaria tropica betragt ca. 7 bis 30 Tage. Zunachst
treten hier Allgemeinerscheinungen wie Kopf- und Gliederschmerzen, Ubelkeit,
Erbrechen, Abgeschlagenheit und Fieber auf. Das Fieber steigt plétzlich, und der
Fieberverlauf ist unregelmafig. So kann allein aufgrund des Fehlens von Fieber eine
Malaria nicht ausgeschlossen werden. Unbehandelt kdnnen bei der Malaria schwere
Komplikationen auftreten.

Zeichen einer schweren Malaria sind ein eingeschranktes Bewusstsein, Erschop-
fung (engl. prostration), Atemnot, multiple Konvulsionen, Kreislaufkollaps, Lungenddem,
abnormale Blutungen, Gelbsucht, Hypoglykdamie (< 2,2 mmol/L), Hamoglobinurie,
Hyperparasitamie, erhdhte Blutlaktatwerte (> 5 mmol/L) sowie schwere Anamie (Hamo-
globinwert < 5 g/dL) (163). Eine schwere Anamie ist eine Komplikation, die vorrangig
bei Kindern unter zwei Jahren auftritt (62).

Durch regelmaRige Infektionen entwickelt der Mensch eine Immunantwort gegen
den Erreger. Eine sterile Immunitat, die eine Infektion verhindert, wird jedoch nicht
erreicht, lediglich eine Teilimmunitat. Diese ist durch die Fahigkeit, die Krankheit und die
Parasitamie zu kontrollieren, gekennzeichnet. Auch Neugeborene sind in den ersten
Lebensmonaten vor einer Malaria geschuitzt. Dieser Schutz wird maternalen 1gG-Anti-
korpern zugeschrieben (206). Ein hoher Gehalt an fétalem Hamoglobin (180) und an
inhibitorischen Wachstumsfaktoren wie Laktoferrin oder sekretorischem Immunglobulin
A, die in Muttermilch und dem Serum von Mutter und Kind vorkommen (111), sind
ebenfalls mit einem Schutz vor Malaria assoziiert. Der Schutz ist bei Neugeborenen
hoch, schwindet jedoch in den ersten Lebensmonaten. Bereits nach ca. finf Monaten
sind bei einem Groldteil der Kinder die maternalen Antikdrper vollig verschwunden
(192). Mit etwa drei bis vier Monaten werden Kinder anfallig fur eine schwere Infektion
mit P. falciparum. Das noch unreife Immunsystem des Kleinkinds beginnt, eine eigene
protektive Immunantwort gegen die Erreger aufzubauen. Nach nur ein bis zwei Infek-
tionen bildet sich ein Schutz vor schweren, nicht zerebralen Krankheitsverlaufen (90).
Im Alter zwischen zwei und funf Jahren reduziert sich die Haufigkeit klinischer
Infektionen und das Mortalitatsrisiko sinkt drastisch. Das Alter, bei dem diese Protektion
beginnt, liegt etwas niedriger bei hoher Transmission, selten jedoch unter zwei Jahren.
Mit Beginn der Pubertat sind schwere Verlaufe selten, milde klinische Episoden sind

hingegen verbreitet (56).
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Die natlrlich erworbene Immunitat kann folgendermalen charakterisiert werden:

(i) sie ist abhangig von einer ununterbrochenen, lebenslangen Exposition,

(i) sie geht bei Unterbrechung der Exposition verloren,

(iif)  sie ist speziesabhangig,

(iv)  sieist abhangig vom Entwicklungsstadium des Parasiten, und

(v)  sie wird in einem Mal® gewonnen, das abhangig vom Grad der Exposition
ist (56).

3.6.1 Angeborene und erworbene Immunitiat gegen P. falciparum
Blutstadien

Eine Malaria tropica unterscheidet sich von anderen Infektionskrankheiten
dadurch, dass sie monatelang persistieren kann und Menschen fir Reinfektionen
empfanglich sind, obwohl der Wirt eine Semiimmunitat entwickelt. Die Infektion
stimuliert eine T-Zell-unabhangige Immunitat mit geringem T-Zell-Gedachtnis (233). P.
falciparum scheint darlUber hinaus durch eine Reihe von Mechanismen das
Immunsystem zu umgehen und zu unterdricken (184).

Die weniger spezifische, angeborene Immunabwehr wird beim ersten Kontakt mit
P. falciparum aktiviert. Makrophagen sowie Neutrophile und nattrliche Killerzellen (NK-
Zellen) werden durch proinflammatorische Zytokine wie TNF-a (Tumornekrosefaktor o)
und IFN-y (Interferon-gamma) zur Phagozytose angeregt und lysosomale Enzyme, toxi-
sche Sauerstoffradikale und Stickstoffmonoxid (NO) von Makrophagen freigesetzt (17).

FUr die Entwicklung der klinischen Immunitat ist die humorale Immunantwort von
entscheidender Bedeutung. Erhdhte Antikorperspiegel sind ein Kennzeichen von
Malariainfektionen (45, 195). Immunglobuline werden dabei gegen eine Vielzahl
plasmodialer Antigene gebildet, z.B. gegen Proteine von Sporozoiten (CSP (engl.
circumsporozoite protein) (174)), Merozoiten (AMA-1 (59, 226)) oder Proteine auf
infizierten RBC (PfEMP1 (35, 141)).

Die Malariaerreger zeigen eine betrachtliche antigene Diversitat und Variation —
zwischen den Spezies, den Stammen und den Entwicklungsstadien. Sie verandern sich
im Lauf der Infektion, so dass Immunitat gegenuber einer Spezies, einem Stamm oder
Stadium wenig Schutz vor anderen bietet (233). Des Weiteren entgeht P. falciparum
dem Immunsystem durch Sequestrierung fernab von Organen wie Leber oder Milz, die

reichlich Phagozyten enthalten, oder indem der Parasit sich in Zellen ,versteckt®.
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Bei der Freisetzung der Merozoiten in die Blutbahn werden Hunderte von Parasi-
tenprodukten freigesetzt (101, 147), deren Funktion oft unbekannt ist und die mit dem
Immunsystem interferieren kdnnen. Mindestens zwei dieser Produkte interagieren mit
den Toll-like Rezeptoren (TLR) von Zellen des angeborenen Immunsystems (z.B.
Monozyten). TLRs stehen im Zusammenhang mit der Erzeugung und Aufrechterhaltung
eines B-Zell-Gedachtnisses (26). Freigesetztes P.f.-GPI wird von TLR2 und zu einem
kleinen Teil auch von TLR4 erkannt (166). Ergebnisse einer Studie haben gezeigt, dass
das Abbauprodukt Hdmozoin von TLR9 erkannt werden kann (44). Diese Erkennnung
scheint jedoch von der Ummantelung des Hamozoins mit Malaria-DNA abhangig zu
sein (178). Ein moglicher Mechanismus, durch den das immunologische Gedachtnis
unterdrtckt wird, wurde in einem Mausmodell beobachtet: parasitenspezifische B-Zellen
zeigten eine Apoptosereaktion, als die Maus mit Malariaparasiten infiziert wurde (242).

Sowohl Typ-1 als auch Typ-2 Zytokine spielen ebenfalls eine Rolle in der
Immunantwort gegen P. falciparum. Manche Zytokine sind an der Pathogenese betei-
ligt, auf der anderen Seite profitiert der Wirt aber auch durch sie. Diese Doppelrolle wird
gerade fur TNF-a ersichtlich. Einerseits wurde eine starke Korrelation zwischen TNF-a-
Plasmaspiegeln und zerebraler Malaria (130) bzw. der Schwere der Krankheit (82)
gefunden. Ebenso gilt TNF-a in Kombination mit weiteren Zytokinen als entscheidender
Beschleuniger von Malariafieber (129). Plasmodien-Produkte wie P.f.-GPI (129, 201)
oder Hamozoin (183) induzieren eine TNF-a-Produktion in peripheren Monozyten.
Andererseits zeigt TNF-a anti-parasitare Effekte durch die Induktion von

Stickstoffmonoxid (15) oder Phagozytose und Zytotoxizitat (92, 106, 123).

3.6.2 Natiirliche Resistenzen

Eine naturliche Resistenz besteht aufgrund einer physiologischen Inkompatibilitat
zwischen dem Parasiten und der Wirtsumgebung, die eine Invasion, Etablierung oder
das Uberleben des Parasiten ohne die Intervention von immunbasierten schiitzenden
Antworten verhindert (233). Sie hat haufig genetische Ursachen. So sind z.B. Menschen
ohne das Duffy-Blutgruppenantigen vor einer Infektion durch Plasmodium vivax
geschutzt, da fir den Parasiten dieses Oberflachenmolekul der Erythrozyten fur die
Invasion essentiell ist (155, 156).

Eine naturliche Resistenz kann auch funktionieren, nachdem Merozoiten die
Zelle invadiert haben. Individuen, die heterozygot flr das Sichelzellhamoglobin (HbS)

sind, sind vor einem schweren Verlauf (schwere Anamie, Hyperparasitamie, zerebrale
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Malaria) (7, 149) und zum Teil auch vor einem milden Verlauf (238, 239) der Krankheit
geschutzt, da die Vermehrung der Parasiten in den RBC gehemmt wird.

Weitere genetische Pradispositionen, die vor einer Malaria schutzen kénnen,
sind a-Thalassamie (236), p-Thalassamie (20), Glucose-6-Phosphatdehydrogenase-
mangel (37), Ovalozytose (Schutz vor zerebraler Malaria) (8), Hamoglobin C (157) und

E (237) sowie verschiedene HLA (humanes Leukozytenantigen)-Varianten (100).

3.7 Die Milz und Malaria

Die Milz ist das wichtigste Immunorgan bei der Malaria. Hier werden gealterte

und infizierte RBC von Phagozyten aus dem Blutkreislauf entfernt.

3.7.1 Aufbau und Funktion der Milz

Die Milz ist ein zentrales lymphatisches Organ. Sie ist von einer Kapsel aus
lockerem Bindegewebe umgeben. Trabekel gehen aus der Kapsel hervor und septieren
das Organ. Das funktionelle Milzparenchym wird in eine weilde und eine rote Pulpa
sowie Retikulinfasern und Retikulumzellen, die das charakteristische Grundgewebe
bilden, unterteilt (vgl. Abbildung 5).

A.&V.
lienalis

Trabekelarterie
und -vene

Abbildung 5: Schematischer Aufbau der Milz. (Quelle: PD Dr. Christiane Pfarrer, Frauenklinik, Justus-
Liebig-Universitat Giessen)
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Die weilke Pulpa besteht aus periarteriellen lymphatischen Scheiden, Lymph-
follikeln und der Marginalzone, die den Ubergang zwischen weilRer und roter Pulpa
umfasst. Die rote Pulpa ist blutreiches, grol3lumiges Gewebe, das von retikularem
Bindegewebe umgeben ist, und in dessen Poren Makrophagen lokalisiert sind.

Die weilde Pulpa hat immunologische Funktionen. Dazu gehéren Erzeugung und
Reifung von B- und T-Lymphozyten, Antikérperbildung und Opsonisierung von Bakte-
rien. Die rote Pulpa Ubernimmt retikuloendotheliale Funktionen. Gealterte Erythrozyten
werden aufgrund ihrer verminderten Deformierbarkeit oder gebundener Autoantikdrper
(115, 116), ebenso wie Bakterien und andere Fremdkorper, aus dem Blut gefiltert.
Daruber hinaus kann die Milz erythrozytare Einschlusskorper entfernen (39). Sie dient

zudem als Speicherorgan fur Leukozyten, Erythrozyten und Thrombozyten.

3.7.2 Die Rolle der Milz bei der Malaria

Die Milz ist das wichtigste Immunorgan zur Bekampfung der Malaria tropica. Eine
Splenomegalie wird bei Kindern aus Malariaendemiegebieten regelmafig diagnostiziert,
sie geht aber mit dem Abklingen der Infektion zurick (83). Die Milz ist in der Lage, para-
sitierte rote Blutkdrperchen aus der Zirkulation zu entfernen. Weiterhin ist die ,clearance
rate” (engl., Zeit bis zur vollstandigen Entfernung dieser Zellen aus der Zirkulation) von
mit IgG-opsonisierten RBC bei Malaria erhdht (133). Diese Elimination parasitierter
RBC aus dem Blut kann Fc-Rezeptor-vermittelte Immunmechanismen zur Ursache
haben (102). Es spielen aber auch eine erhdhte retikuloendotheliale Aktivitat (182) und
eine verminderte Deformierbarkeit der RBC (138) eine Rolle. Die Milz verfligt dartber
hinaus Uber einen besonderen Mechanismus, um Parasiten zu eliminieren (siehe
Abbildung 6). Sie extrahiert Parasiten aus Erythrozyten, ohne diese zu lysieren (engl.
pitting) (12, 41, 167, 200).

Abbildung 6: Elektronenmikroskopische Aufnahme
der Milz eines Malariapatienten beim ,,pitting“. Zu
sehen ist ein infizierter Erythrozyt, der kleine
Knopfchen (engl. knobs, K) auf der Oberflache zeigt.
. 1 : e ; Der Teil des Erythrozyten, der den Parasiten (P)
= Y T O e enthalt, zeigt eine Einschnirung des Zytoplasmas

(Pfeil). Quelle: Urban et al., 2005 (227)
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Die verschiedenen immunologischen Ablaufe in der Milz hangen zusammmen.
Nach Phagozytose der Parasiten durch retikulare Makrophagen der roten Pulpa migrie-
ren diese in die weil’e Pulpa. Dort prasentieren sie die parasitaren Antigene den Lym-
phozyten, gegen die in der weilen Pulpa Antikorper fur die Fc-vermittelte Phagozytose
von den Lymphozyten gebildet werden.

Die Makrophagen des retikuloendothelialen Systems (RES) reagieren als Ant-
wort auf eine akute Malaria mit Proliferation und Hyperaktivitat. Dies hat zur Folge, dass
nicht infizierte RBC (nRBC) ebenso wie infizierte RBC (iRBC) phagozytiert und so aus
der Zirkulation entfernt werden (152).

Die zentrale Bedeutung der Milz bei der Malaria wird deutlich bei Patienten, an
denen eine Splenektomie vorgenommen wurde. Hier sind bei einer Infektion mit P.
falciparum Stadien, die normalerweise nicht im Blutausstrich sichtbar sind (spate
Trophozoiten, Schizonten, unreife Gametozyten), im peripheren Blut nachweisbar (21).

Zusammengefasst kann man sagen, dass die Milz einerseits eine mechanische
Funktion hat, durch die fremde und pathologische Blutbestandteile herausgefiltert

werden. Andererseits hat die Milz eine immunologische Funktion.

3.8 Malaria und Anamie

Malaria kann Anamie unterschiedlichen Ausmales hervorrufen, angefangen bei
einer leichten Erniedrigung des Hamoglobinwerts in asymptomatischen Patienten (127),
bis hin zu einer lebensbedrohlichen schweren Anamie aufgrund einer akuten oder
anhaltenden Infektion (2). Eine schwere Anamie ist definiert als Hamoglobinwert unter 5
g/dL oder Hamatokrit von unter 15% (163). Bis zu der Halfte aller Todesfalle durch
Malaria werden einer schweren Malariaanamie zugeschrieben (121). Haufig bleibt die
Anamie noch Wochen nach Elimination der Parasiten bestehen (241).

Die molekularen Mechanismen, die der Malaria assoziierten Anamie zugrunde
liegen, sind komplex, multifaktoriell und bislang nicht vollstandig erforscht. Es ist
wahrscheinlich, dass unterschiedliche pathogene Mechanismen in die verschiedenen
Formen der Anamie involviert sind (152).

Der Grad der Eliminierung nicht infizierter und infizierter RBC hangt von verschie-
denen Faktoren wie Immunstatus, Alter, erblichen Faktoren, Dauer der Infektion und
lokalem Malariaendemiegrad ab (62). Eine schwere Anamie entwickelt sich im Laufe
einer Infektion haufig sehr schnell. Je schwerer die Krankheit verlauft, desto starker fallt
auch der Hamatokrit (163).
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Abbildung 7: Vermutete Mechanismen der Zerstérung von Erythrozyten bei einer Malaria. (1)
Ruptur infizierter Erythrozyten (RBC) durch intrazellulare Vermehrung von Merozoiten. (2) Die Bindung
von Parasitenprodukten an nicht infizierte und infizierte RBC flhrt zur Phagozytose durch aktivierte
Makrophagen. Zusatzlich werden in der Milz Parasiten aus Erythrozyten ohne Lyse extrahiert (engl
pitting). Deposition von Immunglobulinen oder Komplement auf der RBC-Oberflache von sowohl nicht
infizierten als auch infizierten RBC fiuhrt zur Autoimmunhamolyse. (3) Durch Parasitenantigen stimulierte
T-Helfer-Zellen (Th1) produzieren Tumornekrosefaktor (TNF). Es gibt einen negativen Rickkopplungs-
mechanismus: durch TNF wird die Bildung von Interleukin 10 (IL-10) durch Th2-Zellen stimuliert. 1L-10
reguliert die Phagozytoseantwort herunter: IL-10 inhibiert die Synthese vieler inflammatorischer Zytokine,
es stimuliert die humorale Immunitat und agiert synergistisch mit Erythropoietin (EPO) in der Fdrderung
der Erythropoiese. Resultate dieses Zytokinungleichgewichtes sind Knochenmarkssuppression,
Dyserythropoiese, Erythrophagozytose und ein Mangel des IL-10 Synergismus mit EPO. (Quelle:
Menendez et al., 2000 (152))
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Generell liegt der Anamie ein Ungleichgewicht zwischen einer Gbermafigen Eli-
mination von RBC und einer verminderten Erythroytenproduktion zugrunde. Zusatzlich
zur Zerstérung infizierter RBC wird ein UbermaR an nicht infizierten Erythrozyten elimi-
niert. Die Patienten leiden weiterhin oft an einer Knochenmarksdysfunktion, die die
gesteigerte Destruktion nicht infizierter RBC nicht kompensieren kann (2, 128).
Hamolyse spielt eine groRere Rolle bei nicht immunen Kindern mit einer akuten
Infektion, wohingegen Dyserythropoiese bei Patienten mit rezidivierenden oder
regelmafligen Infektionen auftritt (152). Einige der Mechanismen, die bei der

Entstehung einer Malariaanamie eine Rolle spielen, sind in der Abbildung 7 dargestellt.

3.8.1 Ursachen einer gesteigerten RBC-Zerstérung

Infizierte Erythrozyten gehen nach dem 48-Stunden-Entwicklungszyklus der
Parasiten unter Freisetzung der Merozoiten unter, jedoch unterliegt nur ein Teil der
Zellen intravasaler Hamolyse. Ein Grofdteil an RBC wird extravasal eliminiert. Wahr-
scheinlich geschieht dies durch Phagozytose (63). Die endgultige Zerstérung der RBC
findet vermutlich in der Milz statt. Allerdings ist der Fall des Hamoglobinwerts haufig
groRer als sich durch die Zerstorung infizierter RBC allein erklaren lasst (54, 107). Es
wird geschatzt, dass ca. 9 von 10 zerstorten Erythrozyten nicht mit P. falciparum infiziert
sind (107, 188).

Bis heute ist wenig bekannt Uber die Mechanismen, welche insbesondere die
Entfernung der nicht infizierten Erythrozyten zur Folge haben. Da nicht infizierte RBC im
Mikroskop keine morphologischen Veranderungen zeigen, wird vermutet, dass die Pha-
gozytose durch Membranveranderungen vermittelt ist. Dabei kann z.B. die Alterung der
RBC beschleunigt sein (207), wodurch Phosphatidylserin auf der RBC-Oberflache pra-
sentiert wird (119). Die Elimination von RBC bei Kindern mit schwerer Malariaanamie
kann daruber hinaus noch verschiedene andere Ursachen haben (Tabelle 1), z.B. ein
Ungleichgewicht von Zytokinen (erhéhte Konzentrationen von TNF-a und erniedrigte
Interleukin (IL)-10-Spiegel) (175) oder oxidativer Stress durch Ausschuttung proinflam-
matorischer Zytokine (85-87). Auch ist die Deformierbarkeit der RBC bei einer schweren
Malaria stark reduziert (169). Die verminderte Deformierbarkeit korreliert dabei mit dem
Grad der Anamie (54, 55). RBC mit erniedrigter Deformierbarkeit unterliegen einer er-
hdhten Wahrscheinlichkeit, von der Milz aus der Blutzirkulation entfernt zu werden (54).
Gealterte RBC weisen ebenfalls eine verminderte Deformierbarkeit auf (32), so dass die

Vermutung nahe liegt, dass RBC bei einer schweren Malaria schneller altern (207).
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Eine Form der Anamie (auch Schwarzwasserfieber genannt) wird durch eine
Hapten induzierte, intravaskulare Hamolyse hervorgerufen und aullert sich durch Ha-
moglobinamie und (Met-)Hamoglobinurie. Die genaue Pathogenese ist unklar (79). Es
wird angenommen, dass das Malariatherapeutikum Chinin als Hapten fungiert und zu-
sammen mit einem unbekannten RBC-Protein als Antigen wirkt (152). Schwarzwasser-
fieber wurde zunachst bei Auswanderern diagnostiziert, welche an Malaria erkrankt wa-
ren und Chinin unregelmafig als Prophylaxe eingenommen hatten. Heute wird es durch
erneuten Gebrauch von Chinin wieder haufiger beobachtet (79) und kann durch mo-
derne Antimalariatherapeutika, wie Halofantrin oder Mefloquin, verstarkt werden (228).

Die immunvermittelte Hamolyse durch Opsonisierung ist ein weiterer vermuteter
Mechanismus bei der Malaria assoziierten Anamie (163). Immunglobuline und Komple-
mentfaktoren auf RBC wirken synergistisch in der Phagozytoseaktivierung. Es gibt Hin-
weise darauf, dass bei der Malariaanamie an die Erythrozytenoberflache gebundene
Immunglobuline (67, 194, 232) bzw. Komplementfaktoren (69, 81, 241) beteiligt sind
(siehe auch Abbildung 7).

Tabelle 1: Mechanismen, die zur Eliminierung nicht parasitierter RBC fiihren kénnen. (nach: Ekvall
2003 (62))

Méogliche Mechanismen der Elimination nicht infizierter RBC

lgG-Bindung
- Autoantikdrper gegen aggregierte Bande 3
- IgG spezifisch fur Parasitenantigene

- Immunkomplexbindung

Komplementbindung

- Mangel an regulatorischen Komplementproteinen

Zytokinungleichgewicht (erhdhte TNF-a-, erniedrigte IL-10-Konzentrationen)

Verminderte Deformierbarkeit der RBC

Externalisation von Phosphatidylserin

Schaden durch freie Radikale

Unspezifische MilzvergroRerung

Die Erythrozyten von Patienten mit einer schweren, Malaria assoziierten Anamie
zeigen Veranderungen der regulatorischen Komplementmolekile zusammen mit einem
erhohten Vorkommen von IgG auf der Oberflache. Dadurch kann es via Komplement-

aktivierung zu Phagozytose und Lyse der RBC kommen (231, 232).
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Ein weiteres Phanomen, das haufig bei einer Infektion mit P. falciparum
beobachtet wird und das zur Anamie beitragen kann, ist die Rosettenbildung (engl.
rosetting). Unter Rosettenbildung versteht man die Fahigkeit von infizierten RBC, nicht
infizierte RBC an sich zu binden (77, 179, 214). Es gibt eine Korrelation zwischen dem
Auftreten von Rosettenbildung und Malariaanamie: Bei Kindern mit Anamie kommt die
Rosettenbildung signifikant haufiger vor als in nicht anamischen Kindern (198). Das
Wissen Uber die molekularen Mechanismen, die zur Rosettenbildung fuhren, ist be-
grenzt, jedoch braucht der Parasit menschliches Serum oder Plasma dazu. Ein Ligand
auf dem infizierten Erythrozyten ist PFEMP1 (214). Mdgliche Wirtszellrezeptoren sind
Komplementrezeptor 1 (engl. complement receptor 1, CR1) (161) und Blutgruppen-
antigene, insbesondere Blutgruppenantigen A (23). Dagegen schutzt die Blutgruppe 0
vor einer schweren Malaria durch reduzierte Rosettenbildung (196). Es scheint sicher,
dass Immunglobulin M (IgM) als Brickenmolekul agiert (198). Durch die Rosetten-

bildung kann der Parasit dem Immunsystem des Wirts entgehen (197).

3.8.2 Ursachen fiir eine verringerte RBC-Produktion

Die Ursachen fur eine geminderte RBC-Produktion sind ebenfalls vielfaltig. So ist
die Neubildung von Retikulozyten bei einer akuten Malariainfektion verzogert, was auf
eine vorubergehende Unterdriickung der normalen Antwort auf das Hormon Erythro-
poietin (EPO) hindeutet (128, 181). Dieser Effekt wird wahrscheinlich durch einen auto-
logen Serumfaktor vermittelt, der das Wachstum von Vorlauferzellen der Erythrozyten
unterdruckt (108).

Bei einer chronischen Infektion mit P. falciparum ist das Knochenmark hyper-
aktiv, jedoch ist die Erythropoiese ineffektiv. Das Malariaprodukt Hdmozoin verringert
die Transkription des Stammzellenwachstumsfaktors (SCGF, engl. stem cell growth
factor), und die SCGF-Spiegel korrelieren positiv mit Hamoglobinspiegeln und Retikulo-
zytenproduktion. Bei Kindern mit reduzierter Erythropoiese und mit erhéhten Spiegeln
an Hamozoin, das von Monozyten phagozytiert wird, waren die SCGF-Spiegel
erniedrigt (117).

Die Rolle des Erythropoietins wird im Zusammenhang mit der Malariaanamie
kontrovers diskutiert. Einerseits gibt es Hinweise darauf, dass bei afrikanischen Kindern
mit Malaria das Hormon vermehrt ausgeschuttet wird (36, 170). Andererseits ist die
EPO-Konzentration in Erwachsenen nicht so stark erhoht wie bei anderen Formen der

Anamie ohne eine Infektion, so dass ein relativer Mangel vorliegt (65). Die Grunde fur
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die Dyserythropoiese in Gegenwart von EPO sind nicht abschlielRend geklart. Eine Rol-
le spielen dabei die Sekretion von Zytokinen, die von aktivierten T-Lymphozyten wah-
rend der Infektion freigesetzt werden (43, 148, 158), die Freisetzung von Sauerstoff-
radikalen und Stickstoffmonoxid (14, 85, 126), Makrophagendysfunktion (204) oder ein

direkter Effekt der Parasiten bzw. von Parasitenprodukten auf das Knochenmark (235).

3.8.3 Zusétzliche Faktoren, die eine Andmie beeinflussen

Verschiedene Faktoren fordern die Entstehung einer Anamie. Auf Seiten des
Parasiten ist das einerseits der Endemiegrad, andererseits spielen Resistenzen gegen
Malariamedikamente eine Rolle. In Gegenden mit einer geringen und jahreszeitabhan-
gigen Transmissionsrate ist die Gefahr einer zerebralen Malaria hoch, wahrend in Ge-
genden mit einer anhaltend hohen Transmissionsrate Falle von schwerer Anamie hau-
figer vorkommen. Trotz bekannter Medikamentenresistenzen wurden Fieberschube
haufig mit Chloroquin behandelt, was zu einem Therapieversagen und einer verstarkten
Anamie fuhrte. Denn solange die Parasiten nicht vollstandig eradiziert sind, folgt nicht
die erwartete Retikulozytose (64, 225).

Auf Seiten des Wirtes tragen Alter, genetische Faktoren, Eisen- und
Spurenelementmangel sowie Begleitinfektionen eine Rolle. Junges Alter per se kann
zur Anamie beitragen. So kommen Falle von Anamie grade bei Kindern von unter zwei
Jahren vor. Auch in Gegenden mit geringer Transmissionsrate ist diese Komplikation
bei jungen Kindern haufiger als bei alteren (188). Eine Infektion mit P. falciparum setzt
die Funktion des Immunsystems herab. Koinfektionen mit anderen Erregern sind haufig.
Eine Bakteriamie mit nicht typhdsen Salmonellen, Staphylococcus aureus oder
Streptococcus pneumoniae wird oft gesehen (162). Weiterhin verstarken Hakenwurm-

und Schistosomeninfektionen eine Malaria assoziierte Anamie (34, 216).

3.8.4 Rolle des Malariatoxins (P.f.-GPI)

Das parasitare GPI (P.f.-GPIl) wird auch als Malariatoxin bezeichnet. Viele
Studien sprechen daflr, dass P.f.-GPI| eine entscheidende Rolle bei der
inflammatorischen Antwort spielt, die mit der zyklischen Freisetzung von Merozoiten
und periodischen Fieberphasen assoziiert ist. P.f.-GPI| bindet an Toll-like-Rezeptoren
und induziert die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a, IL-1, IL-6
und IL-12 in peripheren Makrophagen (124, 201, 229, 243).

GPls sind eine Klasse von Molektllen, welche unterschiedliche Proteine mit der
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Zellmembran kovalent verbinden. Der Unterschied zwischen P.f.-GPl und GPI von
Saugetieren besteht unter anderem im Vorkommen eines vierten Mannosemolekuls und
der Art von Fettsduren am Phosphatidylinositolende (50). Beispiele fur GPIl-verankerte
Plasmodium-Proteine sind verschiedene MSPs, RAMA (engl. rhoptry-associated
membrane antigen) und Pf34. Auch Proteine von Protozoen anderer Gattungen, wie
Trypanosoma, Leishmania oder Toxoplasma, verfugen uber GPIl-Anker.

Der interzellulare Transfer von GPI-verankerten Proteinen ist wiederholt be-
schrieben worden (120, 131, 187, 191, 212). Diese Beobachtung stimmt mit der Hypo-
these Uberein, dass der GPI-Anker von P. falciparum-Molekulen (P.f.-GPl) in die Mem-
bran von RBC inserieren kann. In der Konsequenz kdonnten derart markierte Zellen der

humoralen und zellularen Immunabwehr des Wirtes zuganglich sein und lysiert werden.

3.8.5 Rolle des Malariapigments (Hamozoin)

Der Parasit ernahrt sich vom intrazellularen Hamoglobin, das als Aminosaure-
quelle und zur Aufrechterhaltung des osmotischen Drucks in der Zelle dient (134).
Dabei wird das Hamoglobin zu Ham abgebaut. Verschiede Proteine, die daran beteiligt
sind, wurden identifiziert (70). P. falciparum kann das toxische Ham nicht weiter degra-
dieren. Stattdessen wird es zu Hamozoin biomineralisiert (60, 61, 99). Hamozoin-
kristalle bestehen aus Polymeren von Hamgruppen, die Uber Eisen-Carboxylatbindun-
gen miteinander verbunden sind (Abbildung 8A und Abbildung 8B) (211). Hdmozoin
wird auch als Malariapigment bezeichnet, da es mikroskopisch gut an seiner
braunlichen Farbe erkennbar ist. Ausserdem hat Hamozoin die Eigenschaft, Licht zu
depolarisieren (Abbildung 8C). So kann es auch mit speziellen Filtern flr depolarisiertes
Licht im Durchflusszytometer nachgewiesen werden.

Am Ende des intraerythrozytaren Kreislaufs wird das Hdmozoin zusammen mit
den Merozoiten in die Blutzirkulation freigegeben. Monozyten und neutrophile
Granulozyten phagozytieren das freie Hamozoin. Dies ist im Durchflusszytometer daran
zu erkennen, dass die betroffenen weillen Blutkdrperchen positiv fir eine
Depolarisation sind (93, 203). Mehrere Studien sprechen fur einen Zusammenhang
zwischen Pigment tragenden Leukozyten (PCL) und der Schwere der Krankheit (11,

144, 154) bzw. zwischen PCL und einer Dyserythropoiese und Anamie (19, 38, 78).
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Abbildung 8: Struktur von Hamozoin. A) Zu sehen ist ein Hdmdimer, das durch Eisen-Carboxylatbin-
dungen der Monomere verbunden ist. B) Dargestellt Hdmozoin, als Hampolymer. Ein Dimer ist durch eine
gelbe Linie hervorgehoben. Die Schichtstruktur ist erkennbar. (Quelle: Pagola et al. 2000 (177)) C) Hier
ist ein Hamozoin haltiger Monozyt dargestellt. Das Hamozoin, das im groRen Bild als schwarzer
Einschlu® erkennbar ist, leuchtet im in dem kleineren Bild rechts oben Dunkelfeldmikroskop. (Quelle:
Physikalisch-Technische Bundesanstalt)
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3.9 Zielsetzung

Bei der Malaria tropica mit der Komplikation einer schweren Anamie werden

neben den durch P. falciparum infizierten Erythrozyten in groRem Ausmal auch nicht

infizierte Erythrozyten eliminiert. Es wird angenommen, dass die Membran der nicht

infizierten RBC auch verandert ist, so dass diese Zellen immunologisch erkannt und aus

der Zirkulation entfernt werden. Diese Veranderungen kénnen durch Bindung verschie-

dener Wirtsmolekule (z.B. Immunglobulin G oder M) oder Plasmodium-Molekule (z.B.

Glykosylphosphatidylinositol (P.f.-GPI)) an der Oberflache mit bedingt sein.

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden:

. ob Erythrozyten von Malariapatienten aus einem holoendemischen Gebiet ver-

mehrt Immunglobuline (IgG oder IgM) oder den Komplementfaktor C3d auf der

Membran gebunden haben,;

. inwieweit sich die Haufigkeit des Vorkommens einer Bindung dieser Molekule

oder deren Quantitat bei Patienten mit unterschiedlichen Formen und Schwere-
graden der Malaria tropica unterscheiden;
ob die Prasenz bzw. Zuganglichkeit wichtiger Membranrezeptoren der

Erythrozyten (z.B. Glykophorin A) bei den Malariapatienten beeinflusst ist.

Bei einer Trypanosomiasis ist ein Transfer von GPI-Molekilen von Trypanosomen auf

Erythrozyten beschrieben worden. In dieser Arbeit sollte untersucht werden:

V.

ob P.f.-GPI in die Membran gesunder Spenderzellen inserieren kann und darin
durch Antikdrper von Malariapatienten erkannt wird;
von welchen Faktoren die Bindung und Erkennung von P.f.-GPI abhangt und

durch welchen Antikdrperisotyp diese Erkennung vermittelt wird.

Das Hamoglobinabbauprodukt Hamozoin wird von peripheren Leukozyten phagozytiert

und steht mdglicherweise in Beziehung zur Malaria assoziierten Anamie. Hier sollte:

VI.

VII.

die Studienkohorte auf das Vorhandensein und die Haufigkeit Pigment tragender
Monozyten und Neutrophilen untersucht werden und
nach Unterschieden in der Verteilung von Pigment tragenden Leukozyten bei

verschiedenen Formen und Schwere der Malaria tropica gesucht werden.
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4 Material und Methoden

Ein Teil der Experimente wurde am Bernhard-Nocht-Institut (BNI) fur Tropen-
medizin in Hamburg, ein weiterer Teil am Kumasi Centre for Collaborative Research in
Tropical Medicine (KCCR) in Kumasi, Ghana, durchgeflhrt.

4.1 Patienten

4.1.1 Andmiestudie

Zur Detektion von Oberflachenveranderungen auf roten Blutkoérperchen (RBC,
engl. red blood cells) und zum Nachweis Hamozoin tragender peripherer Leukozyten
wurde eine Anamiestudie an Patienten aus einem Malariaendemiegebiet in Ghana
durchgefuhrt. In der Abbildung 9 ist die Abfolge der Untersuchungen, die mit dem
Patientenblut durchgeflihrt worden, dargestellt. Das Plasma wurde abzentrifugiert und

bei —80 °C eingefroren.

FluBdiagramm Malariaanamiestudie 2006 - 2008

ca. 2,5 mL EDTA Blut - |::> Routinehdmatologie KATH

Extrablut (ca. 500 pL)
fir Andmiestudie

Detektion von

Malariapigment
in Leukozyten 25 uL J'

ca. 100-200 uL RBC . §§

Detektion von l ca. 200 puL Plasma Ej
Oberflachenverdanderungen

A

r'y

Detektion von Plasmaantikorpern gegen

Membrangebundenes IgG, IgM, C3d » Normale Erythrozytenmembran

(.direkter Coombstest”) (.indirekter Coombstest")

> Bande 3

—*» Membrangebundene Plasmodium-Antigene
i . ————* Malariatoxin (P.f.-GPI
Veranderte Expression von alariatoxin ( )
- Membranproteinen (z.B. Glykophorine,
» Bande 3, Zelladhasionsmolekiile) Plasmodium-Antigene auf

- Phosphatidylserin Kontrollerythrozyten

Abbildung 9: Schematische Reihenfolge der Blutuntersuchungen.
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4.1.1.1 Studiengebiet

Das Studiengebiet liegt in einem hyperendemischen Malariagebiet in der Ashan-
tiregion in Ghana. In der Region gibt es eine Hauptregenzeit von April bis August und
eine kleinere Regenzeit von Oktober bis November. Die Malariapatienten prasentierten
sich am lokalen Lehrkrankenhaus der zweitgrof3ten Stadt Ghanas, dem Komfo Anokye
Teaching Hospital (KATH) in Kumasi. Sie wurden dort klinisch und hamatologisch
untersucht, nach unten genannten Kriterien ausgewahlt und jeweils 500 pl
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Blut wurden ins Kumasi Centre for Collaborative
Research in Tropical Medicine (KCCR) uberfuhrt.

Die Studie wurde zum Grolteil wahrend der Regenzeit durchgefihrt. Der erste
Teil fand in der Zeit von September bis Dezember 2006 statt, der zweite Teil von
August 2007 bis Februar 2008.

Alle Untersuchungen zu Hamozoin und Oberflachenveranderungen auf

Erythrozyten wurden auf dem CyFlow® SL blau in Kumasi durchgefiihrt.

4.1.1.2 Studienkohorte

Alle Patienten waren mit Plasmodium falciparum infiziert. Die Patienten der Stu-
die wurden in folgende vier Gruppen zu je 30 Kindern eingeteilt:

l. Patienten mit schwerer Malaria assoziierter Anamie ohne weitere
Komplikationen (Hamoglobin <5 g/dL); n = 14

Il. Patienten mit schwerer Malaria assoziierter Anamie (Hamoglobin < 5 g/dL)
mit zusatzlichen Komplikationen (siehe Tabelle 2); n = 33

[I. Patienten mit einer schweren Malaria (siehe Tabelle 2), jedoch ohne eine
schwere Anamie (Hamoglobin = 6 g/dL); n = 49

V. Asymptomatische Patienten, Hamoglobin > 8 g/dL; n = 26

Das Alter der Kinder der Gruppen | und Il lag zwischen sechs Monaten und flnf
Jahren. Die Patienten der Gruppen Il und IV waren zwischen ein und zehn Jahre alt.

Die Zahl in den Klammern gibt die tatsachlich gesammelte Anzahl der Proben in
den einzelnen Gruppen an. Daruber hinaus gab es eine Kontrollgruppe mit 11
gesunden erwachsenen Europaern, welche noch nie mit Plasmodium falciparum

infiziert waren.
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Die Proben wurden von einem Masterstudenten flr Labortechnologie (,laboratory

technology®) an der KNUST (Kwame Nkrumah University of Science and Technology

(Universitat in Kumasi, Ghana)) nach oben genannten hamatologischen Kriterien

ausgewahlt, noch am selben Tag ins KCCR gebracht und untersucht.

Tabelle 2: Komplikationen im Rahmen einer Plasmodium falciparum-Infektion bei Kindern mit der

Haufigkeit des Auftretens.

Klinische Manifestationen einer schweren Malaria tropica bei Kindern | Haufigkeit’
Schwere Anamie (Hamoglobin < 5g/dl bzw. Hamatokrit < 15%) +++
Unfahigkeit zu sitzen bzw. bei kleineren Kindern die Unfahigkeit zu trinken

(engl. prostration) o
Eingeschranktes Bewusstsein bis hin zum Koma +++
Atemnotsyndrom (engl. respiratory distress) mit azidotischer Atmung +++
Mehrfache Konvulsionen +++
Kreislaufkollaps +
Ikterus +

Lungenddem (radiologisch)

(+)

Ungewdhnliche Blutungen

(+)

Hamoglobinurie (dunkelroter bis schwarzer Urin)

(+)

Weitere Manifestationen:
o Hypoglykamie (Vollblutkonzentration <2,2 mmol/L)
o Azidose (Hydrogencarbonatkonzentration <15 mmol/L oder
Basenexzess >-10 mmol/L)
o Hyperlaktatamie (Plasmalaktat >5 mmol/L)
o Hyperparasitamie (> 4% bei nicht immunen Kindern,
= 20% in Gebieten mit stabilem Endemiegrad)

o Nierenschadigung (Urinproduktion < 12 mL/Kg/24 Stunden)

%auf einer Skala von + bis +++, (+) unregelmaBiges Vorkommen (verandert nach : NN, Severe falciparum

malaria (163))

4.1.2 Seren und Erythrozyten

Fur alle Serumproben liegt die Zustimmung des zustandigen Ethikkommitees

vor.
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4.1.2.1 Seren fir P.f.-GPI-Test

4.1.2.1.1 Seren von Kindern mit schwerer, komplizierter Malaria

Im Rahmen einer Genassoziationsstudie wurde Kindern im Alter von sechs und
96 Monaten, die mit einer schweren Malaria im KATH in Kumasi, Ghana, aufgenommen
wurden, 1 mL Blut fur die Routineblutuntersuchungen abgenommen. In der Zeit von Juli
bis September 2004 wurden unserem Arbeitskreis fur eine Andmiepilotstudie je ca. 300

WL der Blutproben Uberlassen.

4.1.2.1.2 Seren von weiteren Patienten mit Malaria

Verwendet wurden drei Seren von Erwachsenen im Alter von 18 bis 58 Jahren
aus einem Malariagebiet um Tamale im Norden Ghanas, die an einer schweren Malaria
erkrankt waren, und welche uns von Dr. Stephan Erhardt aus der Abteilung der

klinischen Forschung des BNI zur Verfligung gestellt wurden.

4.1.2.1.3 Mischung aus Immunseren

Es wurden zwei Serumgemische jeweils von Erwachsenen aus einem Malaria-
endemiegebiet, dem Afigya Sekyere District, in der Ashanti-Region in Ghana,
verwendet:

Mischung A: Gemisch aus zwei Seren,

Mischung B: Gemisch aus acht Seren.

4.1.2.1.4 Patient mit akuter schwerer Malaria

Im Januar 2006 wurde ein Patient mit schwerer Malaria in die Bernhard-Nocht-
Klinik in Hamburg aufgenommen. Er prasentierte sich dort mit folgender Symptomatik:
komplizierte Malaria tropica mit einer Parasitamie von ca. 30%, Anamie (Hamoglobin-
wert (Hb) 7,4 g/dL), Thrombozytopenie, transientes akutes Nierenversagen, Koagulo-
pathie, Bewusstseinstrubung.

Die Therapie erfolgte durch Gabe von Clindamycin und Chinin.

Bei seiner Entlassung eine Woche spater war der Patient parasitenfrei. Der
Patient erholte sich vollstandig und kam wiederholt zu Kontrolluntersuchungen in die
Bernhard-Nocht-Klinik. An verschiedenen Tagen ist dem Patienten Blut abgenommen
worden, welches in unseren Tests angewendet wurde: am Tag 1 (Tag, an welchem wir

die erste Blutprobe bekommen haben), Tag 6, Tag 15 und am Tag 23. Am Tag 1 und
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am Tag 6 wurde Serum, an den Tagen 15 und 23 wurde aus dem EDTA-Blut Plasma

gewonnen, das Sediment wurde verworfen. Die Plasma- und Serumproben wurden bei

-26°C gelagert.

4.1.2.1.5 Weitere Seren

Des Weiteren wurden zwei Seren von Patienten, die aufgrund einer akuten

Malaria in der Bernhard-Nocht-Klinik in Hamburg behandelt wurden, verwendet.

4.1.2.1.6 Kontrollseren

Verschiedene Mitarbeiter des BNI, die noch nie an einer Malaria erkrankt sind,

haben Serum bzw. Plasma gespendet. Die Proben wurden bei -26°C gelagert.

4.1.2.2 Testerythrozyten

ImuScreen1+2 + 3
4.2 Material

4.2.1 Instrumente und Geridte

Bezeichnung
CyFlow® SL blau DurchfluBzytometer
Eppendorf-Pipette (weil?), 0,5 - 10 pL
Eppendorf-Pipette (gelb), 10 — 100 uL
Eppendorf-Pipette (gelb), 20 — 200 uL
Eppendorf-Pipette (blau), 200 — 1000 uL
FACScan® DurchfluRzytometer

GenePix® Personal 4100A Mikroarrayscanner

Thermoblock: ,Thermomixer comfort*

4.2.2 Software

Cell Quest® Pro
FloMax®

GenePix® Pro 6

MTC med. Produkte GmbH, Bensheim

Hersteller

Partec, Minster

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg
Axon Instruments, Union City,
USA

Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg
Partec, Munster

Molecular Devices, Sunnyvale,
USA
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JMP®

4.2.3 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung
Aldehydobijekttrager
Einmalpipetten (1, 5, 10, 25 mL)
BD Falcon™ 5 ml Rundbodenrdhrchen,
Polystyrol, fir FACScan®
Eppendorf-Reaktionsgefalle (1,5; 2 mL)
FlexWell-64 Schichten
Handschuhe Safe SKIN PFE, Latex und Nitril
Kryoréhrchen (1,8 mL)
Objekttrager (76x26 mm)

Parafilm

Pasteurpipetten

Pipettenspitzen (10, 200, 1000 pL Volumen)
Rundbodenréhrchen fiir CyFlow® SL blau

4.2.4 Verwendete Antikorper

SAS Institute Incorporation, Cary,
USA

Hersteller

Genetix, Hampshire, UK
Sarstedt, Numbrecht

BD Biosciences Discovery
Labware, Bedford, USA
Eppendorf, Hamburg

Grace Bio-Labs, Bend, USA
Kimberley-Clark, Roswell, USA
Sarstedt, Numbrecht
Engelbrecht Medizin- und Labor-
technik GmbH, Edermunde
Brand, Wertheim

Brand, Wertheim

Greiner Bio-one, Frickenhausen
Sarstedt, Numbrecht

4.2.4.1 Verwendete polyklonale Antikorper

Antikoérper

Kaninchenimmunglobuline gegen humanes IgG
Kaninchenimmunglobuline gegen humanes IgM

Kaninchenimmunglobuline gegen humanes C3d

Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-konjugierte

Hersteller
DakoCytomation, Hamburg
DakoCytomation
DakoCytomation

DakoCytomation

Schweine-Immunglobuline (Ig) gegen Kaninchen-Ig

FITC-konjugiertes Ziegen-lgG gegen Maus-Ig

Dianova, Hamburg
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4.2.4.2 Verwendete monoklonale Antikorper

Antikoérper
FITC-konjugierter Maus-anti-humanes CD14
Antikorper (Ak) (IgG2a «)
R-Phycoerythrin (R-PE)-konjugierter Maus-anti-
humanes CD16 Ak (IgG1, )
FITC-konjugierter Maus-anti-humanes
Glykophorin A (CD235a) Ak (IgG1, )

Hersteller

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson

DakoCytomation

Maus IgG+ gegen humanes Glykophorin C, Klon E5 Sigma, Deisenhofen

4.2.5 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien waren von analytischem Reinheitsgrad (pro

analysi). Die Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den Firmen

Sigma (Sigma-Aldrich, Deisenhofen), Merck (Darmstadt, Deutschland) oder Roth (Carl

Roth GmbH, Karlsruhe) bezogen. Spezielle Chemikalien sind im Folgenden aufgelistet.

Bezeichnung
N,N-Diisopropylethylamin
N,N-Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid (DMSOQO)

Dulbeccos Phosphat-gepufferte Salzlésung

(D-PBS) (Pulver)

Ethidiumbromid (EtBr)
6-Maleimidohexansaure-N-hydrosuccinimidester
p-Mercaptoethanol

Natriumazid

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS) 10-fach
Rinderserumalbumin (BSA)

Triton X-100

Tween-20

Hersteller

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Gibco, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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4.2.6 Kits und Reagenzien

Bezeichnung Hersteller

CyLyse® (Reagenz A und B) Partec, Minster

4.2.7 Lésungen

PBS
50 mL Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS) 10-fach

450 mL demineralisiertes Wasser

D-PBS
Inhalt eines Beutels in 800 mL demineralisiertem Wasser losen, auf 1000 mL mit demi-

neralisiertem Wasser auffillen.

Hiillfliissigkeit ftir CyFlow® SL blau

5mL Stammldsung von Triton X-100
5mL Stammldsung von Natriumazid
490 mL demineralisiertes Wasser

1% Stammlésung von Triton X-100
467 pL Triton X-100

50 mL demineralisiertes Wasser

1% Stammlésunqg von Natriumazid

500 mg Natriumazid

50 mL demineralisiertes Wasser
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4.2.8 P. falciparum (P.f.)-Glykosylphosphatidylinositol

4.2.8.1 P.f.-Glykosylphosphatidylinositol (GPI) fiir Erythrozytentest
Das verwendete P.f.-GPI (Abbildung 10) wurde vom Arbeitskreis von Peter H.

Seeberger im Labor fur Organische Chemie an der Eidgendssischen Technischen
Hochschule in Zirich, Schweiz, chemisch synthetisiert und uns zur Verfugung gestellt.

Das lipidierte P.f.-GPI wurde in DMSO gel6st, es entstand eine 1 mM Ldsung.

Pf.-GPI mit Pf.-GPIl ohne
Lipidanker Lipidanker

oH
oH

Hﬂﬁ% 7. ¥
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Chemical Formula: CogHyraMa0yPo ﬁ\DH CagHgaM-0ssPa Habi+ o oM
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Abbildung 10: Struktur des P.f.-GPI. P.f.-GPI mit und ohne Lipidanker.
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4.2.8.2 P.f.-Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Derivate im Mikroarray

Die in Abbildung 11 vorgestellten Kohlenhydrate wurden ebenfalls vom
Arbeitskreis von Peter H. Seeberger im Labor fur Organische Chemie an der
Eidgendssischen Technischen Hochschule in Zurich, Schweiz, chemisch synthetisiert

und dort fir den Mikroarraytest verwendet.
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Abbildung 11: P.f.-GPI und seine unvolistindigen Vorstufen. Die einzelnen Kohlenhydrate (KH)
binden Uber die Thiolgruppe kovalent an den vorbehandelten Aldehydobjekttragern. (KH1): Kernstruktur
des GPI mit einem Glukosamin (GIcN), Inositol, Phosphat und einer Lipidkette mit einer Thiolgruppe;
(KH2): wie KH1, aber mit einem Mannoserest (Man) uber eine 1,4’-Bindung am GIcN; (KH3): wie KH2 mit
einem zusatzlichem Man am vorhandenen Mannoserest; (KH4): wie KH3, aber mit einem dritten Man in
1,4-Stellung; (KH5): wie KH4, aber mit einem Phosphodimethylaminrest in 6-Stellung am dritten Man;
(KH6): wie KH4, aber mit einem zusatzlichen Man Uber eine 1,2-Bindung; (KH7): wie KH5 mit einem
zusatzlichen Man uber ein 1,2-Bindung am vierten Man; (KH8): dhnlich KH7, allerdings ohne Lipidrest am
Inositol, dafir ist ein Lipidschwanz mit einer Thiolgruppe am Phosphat Uber eine Hydrazingruppe
gebunden, dadurch veranderte Bindung am Objekttrager.
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4.3 Methoden

4.3.1 Durchflusszytometrie

Fir die Durchflussanalyse sind das am Bernhard-Nocht-Institut (BNI) in Hamburg
stehende FACScan® und das im KCCR in Kumasi, Ghana, befindliche CyFlow® SL blau

verwendet worden.

4.3.1.1 Prinzip

Die Durchflusszytometrie (FACS, engl.: fluorescence-activated cell sorting) ist
eine optische Methode, um einzelne Partikel und Zellen in einer Suspension aufgrund
von Lichtstreuungs- und Fluoreszenzeigenschaften zu charakterisieren und zu sortie-
ren. Dazu kdonnen die Partikel oder Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen auf der Oberfla-
che oder im Zellinneren markiert sein.

Im Gerat werden die Zellen in einem Flussigkeitsstrom durch eine Kapillare
gefuhrt und vereinzelt. Danach treffen sie auf einen Laserstrahl. Dabei streuen sie
einerseits das einfallende Licht in unterschiedliche Richtungen, andererseits emittieren
sie - je nach Farbung - Licht hdherer Wellenlangen (Fluoreszenz). Das gestreute und
emittierte Licht passiert die optische Bank des Gerates und wird dort gefiltert. Jeder
Parameter wird von einem Photomultiplier detektiert und in ein digitales Signal

umgewandelt.

4.3.1.1.1 Stromungsmechanisches System

Das Flussigkeitssystem besteht aus zwei Komponenten, der Hullflissigkeit und
der Probensuspension, welche beide durch einen vom Kompressor erzeugten Luftdruck
in das Herzstlick des Gerats, die Durchflusszelle, geleitet werden.

Die Hullflussigkeit wird mit einer konstanten Geschwindigkeit zur Durchfluss-
kuvette geleitet. Die Probensuspension wird dem Hullstrom Uber eine Kapillare zentral
zugefluhrt, und vor dem Eintritt in die Klvette verengt sich der Strom aus Hullflissigkeit
und Probensuspension konisch ebenfalls auf eine Kapillare. Durch die so erfolgte
Beschleunigung der Zellen werden vorhandene Aggregate aufgeldst. Die Flussigkeiten
flieBen in laminarer Stdmung mit maximal einer Zelle im Zentrum durch die
Durchflusskuvette (hydrodynamische Fokussierung; Abbildung 12). Im weiteren Fluss

durch die Klvette treffen die Zellen auf den Laserstrahl.

37



Material und Methoden
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Abbildung 12: Aufbau eines Durchflusszytometers (A) und hydrodynamische Fokussierung (B).
Stark vereinfachte, schematische Darstellung des Flissigkeitssystems eines Durchflusszytometers (nicht
malstabsgetreu). A) Der Kompressor erzeugt einen Luftdruck, welcher die Hullflissigkeit und die
Probenflissigkeit durch das Gerat flieRen lasst. B) Vor dem Eintritt in die Durchflusszelle zieht der
Hullstrom die Zellen mit sich und fokussiert sie im Zentrum des Stroms.

4.3.1.1.2 Optik

In beiden verwendeten Geraten (FACScan®, CyFlow® SL blau) betragt die
Anregungswellenlange des Laserlichtes 488 nm, welches in FACScan® durch einen
Argon-lonen-Laser und im CyFlow® SL blau durch einen Festphasenlaser generiert

wird. Das Licht wird durch die Zellen in alle Richtungen gestreut.

4.3.1.1.2.1Streulichtparameter

Das Vorwartsstreulicht (FSC, engl. forward scatter) ist das Streulicht, welches in
Richtung des einfallenden Laserstrahls durch die Zellen gestreut wird, und ist ein Mal}
fur die GroRe der gemessenen Partikel (Abbildung 13). Als Seitwartsstreulicht (engl.
side scatter, SSC) bezeichnet man das Licht, welches in einem rechten Winkel gestreut

wird und proportional zur zellularen Granularitat ist (Abbildung 13).
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Seitwartsstreulicht

Abbildung 13: Seit- und Vorwartsstreulicht. Als
Vorwartsstreulicht (engl. forward scatter, FSC)
s bezeichnet man das Licht, welches von der Zelle in
Richtung des einfallendes Lichtes in kleinem Winkel
gestreut wird. Das Seitwéartsstreulicht (engl. side
scatter, SSC) ist jenes Licht, welches von
Zellpartikeln im rechten Winkel gestreut wird.

Licht-
quelle

»

Vorwartsstreulicht

4.3.1.1.2.2Detektion von Fluoreszenzen

Fluorochrome konnen bei bestimmten Wellenlangen angeregt werden. Dabei
absorbieren sie Lichtenergie in einem flr den Farbstoff charakteristischen Wellenlan-
genbereich (Absorptionsspektrum). Die zugeflhrte Energie sorgt dafur, dass Elektronen
auf ein hoheres Energieniveau angehoben werden. Fallen diese Elektronen auf ihr ur-
sprungliches Energieniveau zuruck, wird Licht mit einer geringeren Energie und einer
hoéheren Wellenlange als das Anregungslicht abgestrahlt. Das abgegebene Licht bildet

das fur das Fluorochrom charakteristische Emissionsspektrum.

FL1
SSC
FL2 8
Ej \ BP 530/30
BP 488/10
Brewster-
BP 585/42 \ Strahlenteiler
FL3
. \ \
\\DS 560 SP FSC
BP 650/30 DS 640 LP Ej
Linse T
BP 488/10
Argon-lonen-
Laser %1 _ | Durchfluss-
klvette 7 Spiegel
BP: Bandpassfilter SP: Shortpassfilter
LP: Longpassfilter DS: Dichroitischer Spiegel BP 488/10: Transmission bei 488 £ 10 nm
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Abbildung 14 (vorherige Seite): Vereinfachtes Schema des Strahlengangs im FACScan®. Der
Argon-lonen-Laser erzeugt einen Lichtstrahl bei 488 nm und trifft auf die Zellen, welche durch die Durch-
flussklvette laufen. Das Vorwartsstreulicht (FSC) wird in Richtung des einfallenden Lichtes gestreut, um-
gelenkt, passiert einen Filter und wird detektiert. Das Ubrige Licht trifft auf einen dichroitischen Spiegel
(DS), welcher Licht (iber 560 nm reflektiert und alles Ubrige durchlasst (engl. Shortpassfilter, SP). So
treffen das Seitwartsstreulicht (SSC) und Fluoreszenzlicht mit einer Wellenlange von rund 530 nm (FL1)
auf einen Brewsterstrahlenteiler. Die beiden nach der Teilung entstandenen Strahlen passieren einen
Bandpassfilter (BP) mit 488 + 10 nm bzw. 530 £ 30 nm und treffen anschlielend auf den Detektor. Licht
mit einer Wellenlange von Uber 560 nm wurde am ersten DS gespiegelt und trifft auf einen weiteren DS,
welcher Licht mit Wellenldngen Uber 640 nm passieren ldsst und unter 640 nm spiegelt (engl.
Longpassfilter, LP). Das gespiegelte Licht trifft auf einen BP von 585 + 42 nm und wird dann vom
Detektor FL2 detektiert. Das transmittierte Fluoreszenzlicht (FL3) passiert einen Bandpassfilter von 650 +
30 nm und wird detektiert.

Aufgrund unterschiedlicher Absorptions- und Emissionsspektren kdnnen simultan
verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt werden, wobei hier die spektrale

Uberlappung der Emissionsschemata zu beachten ist.

A
- FITC R-PE
:_'(E
‘@ v —
S f\ /Tfmmﬁ_h Transmission
€ [ [\ durch Filter
e s
L ’ I| / \
| |
N AL
o [ *. |
b /. n | Graue Bereiche:
E ' Spektraliber-

M ___/X\ \ lappung

Wellenlange i

Abbildung 15: Spektrale Uberlappung am Beispiel von FITC und R-PE. Fluoreszenzfarbstoffe wie
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) oder R-Phycoerythrin (R-PE) lassen sich bei 488 nm anregen, aber
emittieren bei unterschiedlichen Wellenlangen. So zeigt FITC einen Peak bei 520 nm, waéhrend R-PE
diesen bei 575 nm hat, jedoch Uberlappen sich die Emissionsspektren zum Teil.

Es kommt zur spektralen Uberlappung, wenn ein Fluorochrom zum Teil bei einer
Wellenléange Licht abgibt, bei welcher auch ein anderes Fluorochrom Licht emittiert
(Abbildung 15). Durch Auswahl geeigneter Fluorochromkombinationen und Filter
kénnen die Signale aufgrund der Spektraliberlappung minimiert, jedoch selten ganz
vermieden werden.

Als Kompensation bezeichnet man den rechnerischen Vorgang, bei dem der
verbleibende erhdhte Anteil eines Signals durch die spektrale Uberlappung eines
anderen Fluorochroms vom Gesamtsignal dieser Wellenlange subtrahiert wird. Diese

muss fur jede Farbstoffkombination neu eingestellt werden.
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Das emittierte Licht, welches im 90°-Winkel zum Anregungslichtstrahl in das
Gerat fallt, passiert eine Reihe von Filtern und Spiegeln, bis es auf den Detektor trifft.
Die verwendeten Filter lassen Licht nur mit bestimmten Wellenlangen durch. Jeder
Detektor misst nur Lichtsignale aus einem bestimmten Wellenlangenbereich.
Bandpassfilter lassen Licht in einem engen Wellenlangenbereich passieren, wahrend
Longpassfilter Licht bis zu einer bestimmten Wellenlange spiegeln und erst ab dieser
Wellenlange durchlassen. Im Gegensatz dazu lassen Shortpassfilter Licht nur unterhalb
einer bestimmten Wellenlange durch und reflektieren Licht mit groReren Wellenlangen.
Die detektierte Fluoreszenzintensitat ist hierbei direkt proportional zur Anzahl der zu
untersuchenden Molekule auf oder in der Zelle. Alle gemessenen optischen Signale
werden in elektrische Signale umgewandelt und kdénnen je nach Bedarf selektiv
verstarkt werden. Es ist jedoch erforderlich, dass die Einstellungen bei den

Experimenten identisch sind.

4.3.1.1.2.3Depolarisation des Lichtes

Laserlicht ist im CyFlow® SL blau horizontal polarisiert. Substanzen wie Hamozo-
in sind in der Lage, Licht zu depolarisieren. Das um 90° zur Schwingungsebene des po-
larisierten Lichtes gedrehte (depolarisierte) Licht wird durch einen Filter gelenkt und das
Signal wird mit einem Photomultiplier detektiert. Das depolarisierte vertikale Seitwarts-
streulicht wird im Folgenden mit SSC-v, das horizontale Seitwartsstreulicht mit SSC-h
abgekirzt (Abbildung 16). Das SSC-h aus dem CyFlow® SL blau entspricht dem SSC
aus dem FACScan®. Das Vorwartsstreulicht und die Seitwartsstreulichter haben in den

benutzen Geraten eine Wellenlange von 488 nm.
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Abbildung 16: Vereinfachtes Schema des Strahlengangs in CyFIow® SL blau. Das Gerat ist
standardmafig fur zwei Streulichtparameter und drei Fluoreszenzen entwickelt worden. Die gezeigten
Spiegel und Filter sind so nicht standardmafig eingebaut, sondern in Absprache mit der Firma Partec fir
unsere Zwecke zum Teil speziell angefertigt, um depolarisiertes Licht detektieren zu kdnnen. So wurde
das Gerat vor Ort von mir umgebaut, um die gezeigten Strahlengange zu erzielen. Der Laser erzeugt
einen horizontal polarisierten Lichtstrahl mit einer Wellenlange von 488 nm und trifft auf die Zellen,
welche durch die Durchflusskivette laufen. Das Vorwartsstreulicht (FSC) wird in Richtung des
einfallenden Lichtes gestreut, umgelenkt, passiert einen Filter und wird detektiert. Alle anderen, im
rechten Winkel gestreuten Parameter treffen auf einen dichroitischen Spiegel (DS). Dieser I&sst Licht mit
Wellenlangen uber 500 nm passieren, alles andere wird reflektiert. Das gespiegelte Licht
(Seitwartsstreulicht, SSC) trifft auf einen Strahlenteiler und wird in zwei Strahlen aufgeteilt. Der eine
Strahl trifft auf einen Bandpassfilter (BP) mit 488 + 10 nm, der nur horizontal polarisiertes Licht
durchlasst. Dieses Signal wird detektiert (SSC-h) und entspricht dem Ublichen Seitwartsstreulicht. Der
andere Strahl trifft auf einen BP mit 488 + 10 nm, der nur vertikal polarisiertes (,depolarisiertes”) Licht
durchlasst, und trifft auf den Detektor (SSC-v). Das durch den DS transmittierte Licht trifft auf einen
weiteren DS, welcher Licht mit einer grofleren Wellenlédnge als 560 nm passieren lasst, Licht mit Wel-
lenldngen unter 560 nm wird gespiegelt. Das transmittierte Licht trifft auf einen BP mit 590 + 10 nm, und
wird als Fluoreszenz 2 (FL2) detektiert. Das gespiegelte Licht wird durch einen weiteren Spiegel umge-
lenkt und passiert einen BP fir eine Wellenldnge von 520 + 10 nm und wird als FL1 detektiert.
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Das FACScan® kann die Streulichtparameter FSC und SSC detektieren und ist
mit Bandpassfiltern flr folgende Wellenlangen ausgestattet: 530 nm (Fluoreszenz 1
(FL1)), 585 nm (FL2) und 650 nm (FL3) (siehe Abbildung 14). Das CyFlow® SL blau
detektiert FSC, SSC-h und SSC-v und verfugt Bandpassfilter fur 520 (FL1) und 590 nm
(FL2) (siehe Abbildung 16). Die verwendeten Farbstoffe (Tabelle 3) kdnnen mit beiden

Geraten detektiert werden.

Tabelle 3: Tabelle der verwendeten Fluorochrome.

Verwendeter Anreaunaswellenlinae Emissionswellenlange
Fluoreszenzfarbstoff gung 9 (Peak)
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) 488 nm ca. 520 nm
R-Phycoerythrin (R-PE) 488 nm ca. 575 nm
Ethidiumbromid (EtBr) 488 nm ca. 582 nm

4.3.1.1.3 Darstellung und Auswertung

Die am haufigsten verwendeten Darstellungsweisen sind das Histogramm (fur
einen Parameter) und das Streudiagramm (zwei Parameter) (Abbildung 17). Alle
Parameter werden in relativen Einheiten angegeben. Fur die Fluoreszenzen wird haufig
erganzend entweder die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) zur Betrachtung der
Verschiebung einer ganzen Zellpopulation als Malstab zugrunde gelegt. Alternativ
kann der Anteil der verschobenen Zellen im Vergleich zur Kontrollprobe werden.

Zur Auswertung kann man uber die einzelnen Parameter im Histogramm oder im
Streudiagramm Regionen definieren, die nur Zellen mit einer bestimmten
Fluoreszenzintensitat oder einem bestimmten Mal} an gestreutem Licht umfassen, und
diese Regionen auf andere Histogramme oder Streudiagramme anwenden.

Die Auswertung der FACScan®-Daten erfolgte mit der Cell Quest® Pro-Software;

die Daten des CyFlow® SL blau wurden mit der FloMax®-Software ausgewertet.
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Abbildung 17: Beispiele fur ein typisches Histogramm (A) und Streudiagramm (B). A: Das
Histogramm stellt die Haufigkeit der gemessenen Signale in den einzelnen Kanélen dar. Zu sehen ist hier
ein Beispiel von humanen Leukozyten, die mit einem R-PE-markierten Antikdrper gegen CD16 gefarbt
wurden. Auf der Abszisse ist die Intensitat des Fluoreszenz 2- (FL2) Signals abgebildet; auf der Ordinate
ist die Anzahl der Zellen in dem jeweiligen Kanal zu sehen. Ein Kanal erfasst alle Zellen mit einer
bestimmten, eng gefassten Fluoreszenzintensitat. Die angefarbten Zellen werden mit der Region RN2
erfasst. B: Im Streudiagramm werden jeweils zwei Parameter einer Zelle abgebildet, wo sie ein typisches
Muster bilden. Dargestellt ist in diesem Beispiel die Leukozytenverteilung in humanem Vollblut aufgrund
ihrer Streulichteigenschaften (Vorwartsstreulicht (FSC) vs. vertikales Seitwartsstreulicht (SSC-h)). Es sind
verschiedene Leukozytenpopulationen voneinander unterscheidbar. Ganz links unten sind Artefakte und
Zelltrimmer erkennbar (R1), die Population rechts daneben bilden die Lymphozyten (unterhalb der
Region 3). Darliber und etwas nach rechts verschoben ist in der Region R3 die Monozytenpopulation
erkennbar, und oben in der Region R4 liegen die neutrophilen Granulozyten.

4.3.1.2 Nachweis von Hamozoin tragenden peripheren Leukozyten

Das zu untersuchende Blut stammt von den Kindern mit Malaria aus der Anamie-
studie. 50 yL Vollblut wurden in ein Réhrchen gegeben, mit 10 yL Anti-CD14-FITC Ak
und 10 pL Anti-CD16-R-PE Ak gemischt und 15 Minuten bei Raumtemperatur (RT) im
Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurden 50 yL des Reagenzes A des CyLyse®-Kits zur
Fixierung der Leukozyten hinzugegeben, gemischt und 10 Minuten bei RT im Dunkeln
inkubiert. Zuletzt wurden 1,25 mL des Reagenzes B des CylLyse®-Kits zur Lyse der
RBC hinzugegeben, gut gemischt und mindestens 20 Minuten inkubiert. Die Probe
wurde im Anschluss, spatestens jedoch nach 24 Stunden, auf dem CyFlow® SL blau
eingelesen.

Getestet wurde auf Pigment tragende Monozyten (PCM) und neutrophile
Granulozyten (PCN). Im Streudiagramm Vorwartsstreulicht (FSC) gegen Seitwarts-
streulicht (SSC-h) befinden sich mit einer geringen Granularitat unten rechts die
Lymphozyten. Links davon sind Zelltrummer und Artefakte erkennbar, welche durch die

Region R1 definiert werden (Abbildung 18). Oberhalb der Lymphozyten sind mit einer
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etwas hoheren Granularitat die Monozyten erkennbar, welche die Region R3 definieren.
Die neutrophilen Granulozyten haben eine deutlich hdhere Granularitat und liegen Gber
den Monozyten. Mit der Region R4 werden die Neutrophilen definiert. AuRerhalb des
Neutrophilenblots liegen die Eosinophilen mit einer noch héheren Granularitat, die

durch die grof3e Zahl von Granula und Kristallprotein bedingt ist.
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Abbildung 18: Beispiel einer Patientenprobe zum Nachweis von Hdmozoin tragenden Leukozyten.
Im Streudiagramm FSC gegen SSC-h (Fenster oben rechts) sind die verschiedenen Leukozytenpopula-
tionen zu erkennen: unten rechts die Lymphozyten, daruber in der Region R3 die Monozyten. Die obere
Population besteht aus neutrophilen Granulozyten. Ganz unten links liegen in diesem Fenster
Zelltrimmer und Artefakte, welche durch die Region R1 ausgeschlossen werden. Durch die Region R1
sind auch in allen anderen Fenstern Zelltrimmer und Artefakte ausgeschlossen, so dass dort nur die
Leukozyten ausgewertet werden. Im Fenster oben links ist die Fluoreszenz 1 (FITC) dargestellt. In der
Region RN1 sind Monozyten zu erkennen, die mit einem FITC-gekoppelten Antikérper gegen CD14
markiert wurden. Das Fenster oben in der Mitte zeigt die Signale fiir depolarisiertes Licht. Im Histogramm
unten links sind in der Region RN2 sind neutrophile Granulozyten zu erkennen, die mit einem R-PE-
gekoppelten Antikdrper gegen CD16 markiert wurden. Das Fenster unten in der Mitte zeigt das
Streudiagramm SSC-h gegen SSC-v. Die grof’e Population unten umfasst alle Leukozyten den
Eosinophilen, die weiter rechts oben liegen. Die Region R2 liegt Gber diesen Populationen und zeigt die
depolarisierenden Signale. Im Fenster unten rechts ist das Streudiagramm mit den Achsen FL1 und FL2
gezeigt. Oben sind die Neutrophilen aufgrund Ihrer R-PE-Markierung von CD16 erkennbar, unten rechts
die Monozyten aufgrund der Farbung mittels Anti-CD14-FITC Ak.

Die Region R1 wurde auf die Ubrigen Fenster angewendet, so dass die
Zelltrimmer und Artefakte von der weiteren Auswertung ausgeschlossen sind. Im

Streudiagramm SSC-h gegen SSC-v sind die Leukozyten weit unten erkennbar, ein
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wenig nach rechts und oben verschoben liegen die eosinophilen Granulozyten.
Oberhalb der Leukozyten ist die Region R2 definiert, welche alle depolarisierenden
Zellen erfasst. Durch Anwendung der Region R3 bzw. der Region R4 ist im
Streudiagramm SSC-h gegen SSC-v unterscheidbar, ob diese Signale von PCM oder
PCN stammen.

Die PCM wurden folgendermal3en charakterisiert: die Region R3 (Monozytenpo-
pulation), welche die Monozyten im Fenster FSC gegen SSC umfasst, wurde auf das
Streudiagramm SSC-h gegen SSC-v gelegt. Alle Ereignisse, die dann in der Region R2
liegen, wurden als positiv fur Hdmozoin betrachtet (PCM).

PCN wurden ganz ahnlich erfasst: Fur diese Analyse wurde die Region R4 (Neu-
trophilenpopulation) aus dem Streudiagramm FSC gegen SSC-h auf das Streudia-
gramm SSC-h vs. SSC-v angewendet. Ereignisse, die nun in der Region R2 liegen,
werden als positiv fur eine Depolarisation und damit fur das Vorkommen von Hamozoin
erachtet (PCN).

Pro Test wurden jeweils 10.000 Zellen gemessen und dabei analysiert, wie viele
Monozyten und Neutrophile sowie wie viele PCM und PCN vorkommen. Es gibt zwei
unterschiedliche Arten der Auswertung: Entweder man betrachtet die absoluten Zahlen
der PCM und PCN, oder den Anteil der PCM und PCN an der Gesamtzahl der
Monozyten bzw. Neutrophilen.

Die statistische Analyse wurde mit der JMP®-Software durchgefiihrt.

Zunachst wurde nach Unterschieden (Kruskal-Wallis- bzw. Wilcoxon Rangsum-
mentest) zwischen Kindern mit und ohne schwere Anamie im Vergleich zu europai-
schen Kontrollen gesucht. Dazu wurden die Gruppen | und Il zur Hauptgruppe der
Patienten mit schwerer Anamie (A+) zusammengefasst. Ebenso wurden die Gruppen lli
und IV zur Hauptgruppe der Patienten ohne eine schwere Anamie (A-) zusammen-
gefasst. Es gibt 15 Proben von Patienten mit schwerer Anamie, die nicht eindeutig den
Gruppen | oder Il zugeordnet werden konnen. Diese wurden hier in die Gruppe der
Kinder mit schwerer Anamie einbezogen.

Bei signifikanten Unterschieden wurde die Gruppe der Patienten ohne schwere
Anamie bei der weiteren Analyse in die klinischen Gruppen Il und IV unterteilt, wahrend
die Gruppe der anamischen Patienten unverandert blieb.

Waren signifikante Unterschiede zu finden, so wurde bei der weiteren Analyse

die Hauptgruppe A+ in die klinischen Gruppen | und Il unterteilt. Die 15 Patienten, die
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nicht eindeutig den Gruppen | oder Il zugeordnet werden konnten, sind hier nicht

miteinbezogen worden.

4.3.1.3 Nachweis von IgG, IgM und C3d auf der RBC-Membran

Nach Entnahme des Blutes fur den Hamozointest wurden die Probenrohrchen
zentrifugiert. Das Plasma wurde in ein Kryoréhrchen gefullt und bei -80°C eingefroren.
10 pL des Zellpellets wurden zu 990 uL Dulbeccos Phosphat-gepufferter Salzlésung
(engl. Dulbecco’s phosphate buffered saline, D-PBS) gegeben und gut gemischt.
Daraus entstand eine 1%-ige (v/v) RBC-Suspension. Je zwei Réhrchen wurden mit 50
ML der 1%-igen RBC-Suspension, 50 uL D-PBS und 100 uL einer 1:125-Verdlinnung
(Endverdinnung 1:250) des primaren Antikdrpers Kaninchen-anti-Human 1gG,
Kaninchen-anti-Human IgM oder Kaninchen-anti-Human C3d (Dianova, Hamburg) in D-
PBS vermischt und 30 Minuten bei RT im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurde
zweimal gewaschen (1 mL D-PBS, 670 x g, 5 min), der Uberstand verworfen und das
Roéhrchen auf den Kopf gestellt, damit alle Fllssigkeit auslaufen konnte. Das gebildete
Pellet wurde durch kraftiges Ziehen tUber den Probenstander resuspendiert.

FUr die nachste Inkubation (30 min, RT in Dunkelheit) wurden 100 yL einer 1:10-
Verdinnung des FITC-gekoppelten Schwein-anti-Kaninchen Ak (Endverdinnung 1:20)
zugegeben und mit den Zellen gemischt. Bei den ersten 73 Proben enthielten die 100
ML der 1:10-Verdunnung des FITC-gekoppelten Schwein-anti-Kaninchen Ak 25 pL EtBr
(entspricht 25 pg/mL) zur Farbung der Plasmodien. Ab der 74. Probe wurden zur
besseren Trennung und Kompensation der Fluoreszenzen zu jedem Rdohrchen 100 uL
einer 1:10 Verdunnung des FITC-Ak-Verdinnung zugegeben, aber nur zu jeder zweiten
Probe der Farbstoff EtBr. Nach zwei Waschschritten (1 mL D-PBS, 670 x g, 5 min)
wurde das Zellpellet resuspendiert und mit 500 yL D-PBS gemischt. Die auf diese
Weise vorbereiteten Zellen wurden innerhalb der nachsten sechs Stunden mit dem
CyFlow® SL blau eingelesen.

Pro Patientenprobe wurden ca. 40.000 Zellen gemessen und 10.000 Zellen
wurden ausgewertet. Fur die Auswertung wurden im Streudiagramm FL2 vs. SSC-h
zwei Regionen definiert (Abbildung 19). Die Region R1 entspricht den nicht
parasitierten (nicht mit Ethidiumbromid gefarbten) roten Blutkérperchen; die Region R2
beinhaltet die parasitierten (mit EtBr angefarbten und damit fir die FL2 positiven)
Erythrozyten. Fur die Auswertung aller RBC wurde keine Region definiert. Fur die

Auswertung nicht parasitierter Erythrozyten wurde die Region R1 auf die Ubrigen
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Histogramme und Streudiagramme gelegt, so dass hier nur die nicht infizierten RBC
abgebildet und analysiert wurden. Dementsprechend wurde fur die Auswertung infizier-
ter RBC mit der Region R2 verfahren.

Im Histogrammfenster der FL1 wurde eine Region RN1 definiert, welche die
gesamte Population umfasst und an welcher die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) er-
fasst worden ist. Bei der Auswertung wurde einerseits die MFI analysiert, welche auf
eine Verschiebung der gesamten Population hindeutet. Andererseits wurde die Anzahl
der Zellen ermittelt, die in der Fluoreszenz 1 Uber einem bestimmten Schwellenwert
liegt und als positiv fur ein Antigen (IgG, IgM oder C3d) betrachtet wird. Der
Schwellenwert wurde anhand einer mit EtBr gefarbten Kontrollprobe festgelegt, bei
welcher der sekundare Antikdrper gefehlt hat.

Durch Legen eines Kreuzes werden im Streudiagramm FL1 vs. FL2 die vier
Quadranten Q1 (links oben) bis Q4 (rechts unten) definiert. Bei der ungefarbten
Kontrollprobe liegen nahezu alle Zellen im linken unteren Quadranten (Q3). Im
Quadranten Q1 liegen die infizierten RBC (positiv fur FL2 durch Farbung mit EtBr). Im
Quadranten Q2 ligen dagegen die infizierten RBC, welche ebenfalls positiv fur FL1
(FITC-AKk) sind. Der Quadrant Q4 umfasst nicht infizierte Zellen, welche positiv fur eine
Farbung durch FITC sind.

48



Material und Methoden

300

240 4

150 ~

counts

120 A

G0

300

FSC -

100

400

RN1

300

counts

200

T
10
FL1 -

100

1000

counts

250

200 A

i
=
1

100 4

] T

100
SSCh -

1 10

1000

T
10
FL2 -

01 1

1000

1000
R2
100§
)
[72]
u
10
o
1 10 W00 1000
FL2 -
1000
Q1 Q2
100 4
SRR
(W
-1 -
Q3 Q4
0.1 T T T
oA 1 10 100 1000
FL1 -

Abbildung 19: Darstellung einer ungefiarbten Kontrollprobe der Versuche zu Oberflichenverande-
rungen auf RBC mit der FloMax®-Software.
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Abbildung 20: Darstellung einer Probe der Versuche zu Oberflichenveranderungen auf RBC mit
der FloMax®-Software.
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Abbildung 19 und Abbildung 20 (vorherige Seite): Auf diesen Abbildungen ist jeweils als Histogramm
im linken oberen Fenster das Vorwartsstreulicht und im mittleren oberen Fenster das Seitwartsstreulicht
dargestellt. Unten links ist die Fluoreszenz (FL) 1 (entspricht der Bindung von FITC-markierten
Antikérpern (Ak) an einen Membranrezeptor oder an ein membrangebundenes Protein) abgebildet. Hier
ist die Region RN1 definiert, welche alle Zellen umfasst, und an der die mittlere Fluoreszenzintensitat
(MF1) der Probe fur die FL1 erfasst wird. Im mittleren unteren Bild erkennt man die FL2. Ein erhdhtes
Signal in der FL2 entspricht der Farbung mit Ethidiumbromid (EtBr), und stellt parasitierte rote
Blutkérperchen (RBC) dar. Das Fenster rechts oben zeigt das Streudiagramm der FL2 gegen das
Seitwartsstreulicht (SSC-h), in welchem man die parasitierten RBC (R2) gut von den nicht parasitierten
RBC (R1) unterscheiden kann. Der Unterschied zwischen den beiden Proben ist hier gut erkennbar: In
der Abbildung 19 ist kein EtBr verwendet worden, und so liegen wenige Zellen in der Region R2.
Dagegen sind in der Abbildung 20 die mit EtBr angefarbten RBC in der Region R2 gut sichtbar. Im
Diagramm der FL1 vs. FL2 (Fenster unten rechts) teilt ein Kreuz die Population, es kann zwischen
parasitierten und nicht parasitierten Erythrozyten sowie Zellen mit und ohne gebundene Antikdrper
unterschieden werden. Hier liegen im linken oberen Quadranten Q1 die parasitierten Zellen, rechts oben
(Q2) liegen parasitierte Zellen, welche ebenfalls positiv fir eine Antikdrperbindung durch einen FITC-
gekoppelten Ak sind. In der Abbildung 20 sind positive Zellen im Quadranten Q2 sichtbar. Im Quadranten
rechts unten (Q4) sind jene RBC erkennbar, die nicht parasitiert sind, aber positiv fur eine
Antikdrperbindung durch einen FITC-gekoppelten Ak sind. Im Quadranten links unten (Q3) liegen
ungefarbte Zellen.

Zur Bestimmung der Anzahl der fur einen Antikérper oder fir ein Komplement-
molekul positiven Zellen wurde von der Probe der Wert der ungefarbten Kontrollprobe
subtrahiert. Bei negativen Werten wurden diese gleich Null gesetzt. Zur Bestimmung
der MFI einer Probe wurde der Wert der Probe durch den Wert der ungefarbten
Kontrollprobe dividiert. Bei Werten von unter eins wurde der Wert gleich eins gesetzt.

Es wurde analysiert, ob es signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Pa-
tientengruppen (Wilcoxon-Rangsummentest bei zwei Gruppen bzw. Kruskal-Wallis-Test
bei mehr als zwei Gruppen), jeweils fur die Quadranten Q2 und Q4 und deren Summe,
gibt. Auf Unterschiede in der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) wurde ebenfalls

gepruft.

4.3.1.4 Test auf Glykophorin A auf Erythrozyten

Fur diesen Test wurden auch die roten Blutkdrperchen der Anamiestudie
verwendet. 10 pyL der 1%-igen RBC-Suspension wurden zu 90 uL einer 1:500
Verdinnung des FITC-konjugierten Antikérpers gegen Glykophorin A in D-PBS
gegeben und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliessend wurde zweimal
mit 1 ml D-PBS bei RT 5 Minuten bei 670 x g gewaschen. Nach Zugabe von 500 pL D-
PBS wurde die Probe im CyFlow® SL blau mit den selbst generierten und optimierten

Einstellungen fur rote Blutkdrperchen eingelesen.
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4.3.1.5 Test auf Glykophorin C auf Erythrozyten
FUr diese indirekte Farbung von Glykophorin C auf RBC wurden 10 uL der 1%-

igen RBC-Suspension aus der Anamiestudie zu 90 uL einer 1:2.500 Verdlinnung des
monoklonalen Ak gegen humanes Glykophorin C in D-PBS hinzugefugt und 30 Minuten
bei RT inkubiert. Im Anschluss wurde zweimal gewaschen (1 mL D-PBS, 670 x g, 5
min) und 100 uL des sekundaren FITC-konjugierten Ziege-anti-Maus-Ak einer 1:25
Verdinnung in D-PBS zu dem im Réhrchen verbleibenden Volumen hinzugegeben. Es
wurde 30 Minuten im Dunkeln bei RT inkubiert und anschliefend zweimal gewaschen
(1 mL D-PBS, 670 x g, 5 min). Nach Zugabe von 500 yL D-PBS wurde die Probe im
CyFlow® SL blau mit den selben Einstellungen wie fiir die Glykophorin A-Proben

eingelesen.

4.3.1.6 Probenbereitung flir P.f.-GPI-Test

Wenn nicht anders angegeben, wurden diese Proben folgendermalien
vorbereitet: Die ImuScreen 3 Zellen (Blutgruppe 0 Rhesus negativ (Rh’), nicht infizierte
rote Blutkdrperchen, nRBC) wurden zweimal in 500 yL PBS bei Raumtemperatur (RT)
(670 x g, 5 min) gewaschen. 10 ul gepackte Zellen wurden auf 990 yL PBS gegeben
und kurz mit dem Vortexer gemischt, um eine 1%-ige Suspension zu erhalten.
50 pyL nRBC-Suspension, 49 yL PBS und 1pL P.f.-GPIl wurden auf dem Ther-
momixer (150 x g) eine Stunde bei 37°C inkubiert. In einigen Experimenten:
(i) wurden aquimolare Mengen an lipidiertem und nicht lipidiertem P.f.-GPI
(Abbildung 10) verwendet;

(ii) 0,5; 1 oder 2 nmol (Endkonzentration 5 — 20 yM) P.f.-GPI wurden pro
Probe verwendet;

(i) wurden nRBCs in folgenden Konzentrationen appliziert: 1% (107/100 uL);
3% (3x107/100 pL); 10% (10%100 pL);

(iv)  variierte die Serumkonzentration zwischen 1:2 und 1:900;

(v)  wurde Triton X-100 in Endkonzentrationen zwischen 0,00044 und 0,004 %
(v/v) zugegeben,;

(vi)  wurde die Inkubationstemperatur auf 4°C gesenkt;

(vii)  wurde 1 pL P.f.-GPI mit 1 pL Serum des Patienten mit akuter schwerer
Malaria und 8 ul PBS prainkubiert, bevor die Mischung anstelle des reinen

P.f.-GPls zu den nRBC gegeben wurde.
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Nach der Inkubation wurden die behandelten nRBCs zweimal mit jeweils 1 mL
PBS gewaschen (670 x g, 5 min), der Uberstand wurde verworfen und das Pellet im
verbleibenden PBS resuspendiert. Abhangig vom Test wurde nun zwischen 0,11 und
100 pL Serum hinzugefugt, was zu Serumverdunnungen zwischen 1:2 und 1:900 fuhrte,
und flr 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Im Anschluf3 wurden die nRBCs zweimal mit 1
mL PBS gewaschen (670 x g, 5 min), der Uberstand wurde verworfen und das Pellet im
verbleibenden PBS resuspendiert. Ein 100 uL Aliquot der Kaninchen-anti-human IgG
und/oder Kaninchen-anti-human IgM Antikdrperverdinnung (1:125) wurde hinzugege-
ben (Endverdinnung 1:250), gemischt und das Gemisch 30 Minuten bei 37°C inkubiert.
Die nRBCs wurden zweimal mit 1 mL PBS gewaschen (670 x g, 5 min), der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet im verbleibenden PBS resuspendiert. 100 uL einer 1:10
Verdunnung des Schwein-anti-Kaninchen Ak wurde hinzugegeben (Endverdinnung
1:20). Der Inkubation bei 37°C fur 30 Minuten folgten zwei Waschschritte, und die
Zellen wurden umgehend mit einem Durchflusszytometer (FACScan®) analysiert. Die
Einstellungen wurden in einer Vorstudie optimiert und blieben Uber den gesamten
Studienzeitraum gleich. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Cell Quest® Pro
Software. Alle Experimente wurden mindestens zweimal in unabhangigen Versuchen
durchgefuhrt.

Die Daten wurden als Histogramme und als Streudiagramme dargestellt. In dem
Fluoreszenzkanal 1 (FL1, 530 nm) wurde Uber die Fluoreszenzintensitat eine Region
definiert. Alle Zellen, deren Fluoreszenzintensitat groRer als die der Negativkontrolle
war, wurden als positiv fur Antikdrperbindung, respektive als signifikante Bindung von
Antikdrpern in Abhangigkeit von dem Vorhandensein von P.f.-GPI, betrachtet. Im
Folgenden bezeichnet die Erkennung von P.f.-GPl die Prozentzahl der positiv

fluoreszierenden Zellen.

4.3.2 Mikroarray mit P.f.-GPI

Zur Bestatigung der Ergebnisse der Erkennung von P.f.-GPl an nRBC mit
Patientenserum wurde ein Mikroarraytest von Dr. Faustin Kamena aus der Laborgruppe
von Prof. Peter H. Seeberger in Zirich entwickelt und durchgefuhrt (vgl. Kamena et al.
(109)).

Dazu wurden Aldehydobjekttrager in PBS mit 1% Rinderserumalbumin (engl.

bovine serum albumin, BSA; g/v) getaucht und Uber Nacht bei RT inkubiert.
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AnschlieBend wurden die Objekttrager zweimal mit destilliertem Wasser und zweimal
mit 95%-igem Ethanol abgespult und unter einem trockenen Argonstrom getrocknet.
Die trockenen Objekttrager wurden in wasserfreiem Dimethylformamid, welches jeweils
100 nM 6-Maleimidohexansaure-N-hydrosuccinimidester und N, N-Diisopropylethylamin
enthielt, getaucht, fur 24 Stunden bei RT inkubiert, viermal mit 95%-igem Ethanol
gewaschen und in einem Vakuumexsikkator bis zum Gebrauch gelagert.

Viermal je 3 nL einer 10 pM-L6sung der acht synthetischen P.f.-GPI-Glykane
(Abbildung 11) in PBS wurden auf die Oberflache des vorbereiteten Aldehydobjekt-
tragers aufgebracht und bildeten die Mikroarray-Spots fur einen Genetix-Array-Scanner.
Im Anschluss wurden die Objekttrager in einer humiden Kammer 24 Stunden inkubiert,
bevor sie mit 1 mM p-Mercaptoethanol fur zwei Stunden bei RT behandelt wurden.

Die gespotteten Mikroarray-Objekttrager wurden mit FlexWell-64 Schichten be-
deckt. Anschliel’end wurden die Locher mit 5% Milchpulver enthaltendem PBS flr 60
Minuten bei RT blockiert und dreimal mit PBS, welches 0,05% Tween-20 enthielt,
gewaschen. Die Locher wurden danach mit dem Serum des Patienten mit akuter
schwerer Malaria oder weiteren Seren von Patienten mit unterschiedlichem Verlauf der
Malaria (jeweils unverdunnt) in PBS, welches 0,05% Tween-20 und 0,5% Milchpulver
enthielt, zwei Stunden bei RT inkubiert. Nach dem Waschen wurden die Objekttrager
mit fluoreszierenden anti-human IgG- bzw. IgM- Antikérpern (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) jeweils in einer 1:1000-Verdunnung fir 60 Minuten bei RT inkubiert und
nachfolgend gewaschen. Die getrockneten Objekttrager wurden mit einem GenePix®
Personal 4100A Mikroarrayscanner eingelesen. Die Auswertung erfolgte mit der

GenePix® Pro 6-Software.

4.3.3 Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen wurden mit der JMP® Software, Version 5.0.1,
durchgefuhrt. Die Daten sind unabhangig voneinander und nicht normalverteilt. Auf
Unterschiede zwischen den Gruppen wurde daher mittels der parameterfreien
Verfahren des Kruskal-Wallis-Tests (bei mehr als zwei Gruppen) bzw. des Wilcoxon-
Rangsummentests (bei zwei Gruppen) getestet. Die Nullhypothese besagt, dass
zwischen zwei Gruppen kein Unterschied besteht. Zweiseitige p-Werte von <0,05
wurden als statistisch signifikant angesehen. AnschlieBend wurde die

Bonferronikorrektur angewandt.
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5 Ergebnisse

In einer klinischen Studie zur Malariaanamie in Kumasi, Ghana, wurden die
Blutproben von 122 Patienten einerseits auf das Vorkommen von Hamozoin in
peripheren Leukozyten, andererseits auf Veranderungen der Erythrozytenmembran
untersucht.

Allen durchgefuhrten Analysen ist hierbei gemeinsam, dass die Gruppen | (14
Kinder mit schwerer Malariaanamie, aber ohne weitere Komplikationen) und I (33
Patienten mit komplizierter Malariaanamie) zunachst zur Hauptgruppe Anamie (A+)
zusammengefasst worden sind. Die Gruppen lll (49 Patienten mit komplizierter Malaria
ohne schwere Anamie) und IV (26 asymptomatische Kinder mit einer P. falciparum-
Parasitamie) sind zur Hauptgruppe Malaria ohne Anamie (A-) zusammengefasst
worden. Es gibt ausserdem Proben von 15 Patienten mit schwerer Anamie, die zwar
nicht eindeutig den Gruppen | oder Il zugeordnet werden kdnnen, die hier jedoch in die
Anamiegruppe (A+) eingeordnet worden sind. Bei allen durchgeflihrten Analysen gab
es zusatzlich zu den vorbenannten Gruppen noch eine Gruppe mit elf gesunden

Erwachsenen, die europaische Kontrollgruppe (Ktrl).

5.1 Hamatologische Daten der Studienkohorte

Zentrale Blutparameter der Patienten sind in der Tabelle 4 fur die vier klinischen
Gruppen zusammengefasst. Angegeben sind hier jeweils der Median sowie die 10. und
90. Perzentile. Es fallen die niedrigen Hamoglobinwerte der Gruppen der Anamie-
patienten (Gruppen | und II) auf. Dies war ein Einschlusskriterium fur diese Gruppen,
jedoch hat auch die Gruppe der Patienten mit einer schweren Malaria aber ohne
schwere Anamie (Gruppe Ill) signifikant erniedrigte Werte. Ebenso liegen in den
Anamiegruppen | und Il die Werte fur die Erythrozytenzahl sehr stark unter dem
Normbereich. Auffallig sind weiterhin die niedrigen Thrombozytenwerte der Gruppen I
und Il sowie die relativ hohen Leukozytenwerte der beiden Anamiegruppen | und II.

In der Tabelle 5 sind signifikante Unterschiede einiger Blutparameter zwischen

den verschiedenen Patientengruppen der Anamiestudie dargestelit.
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Tabelle 4: Multiple Blutbildparameter der Studienkohorte. Angegeben sind jeweils der Median sowie die 10. und 90. Perzentile; n = Anzahl Patienten pro

Gruppe

Gruppe |l (n=14)

Gruppe Il (n=33)

Gruppe lll (n =49)

Gruppe IV (n = 26)

Blut- Norm_ Schwere Anamie, ohne Schwere Anamie, Schwere Malaria ohne | Parasitamie, aber ohne
parameter bereich  |weitere Komplikationen | weitere Komplikationen schwere Anamie klinische Malaria
(fiir Kinder von
1 bis 16 Jahren) | Median 10'/90'. Median 10'/90', Median 10'/90'. Median 10'/90'.
Perzentile Perzentile Perzentile Perzentile
Parasitimie® k.A. 3,5 2/4 4 2/4 3,5 1/4 4 1/4
Héamoglobin 2,6/ 2,64/ 6,4/ 8,17/
11,5-14,5 4 ’ 4,3 ’ 7,9 i 10,4 i
(g/dl) 4,9 4,8 10,7 12,62
Héamatokrit 8,64/ 8,9/ 19,2/ 24,72/
32-45 12,5 ’ 13,1 ’ 24 ’ 31,45 ’
(in %) 14,68 15,4 31,9 36,93
Erythrozyten 1,06/ 0,98/ 2,59/ 3,28/
-5,1 1,64 1,7 44 4,2
(*10%/ul) 3,95, & 2,03 /75 2,05 3 4,24 29 5,12
Thrombozyten 45,6/ 26,2/ 24/ 35,5/
140-440 124 ) 79 i 65,5 134,5 ’
(*10%/ul) 206,6 192,6 363,5 328
Gesamtleuko-
zyten 4-18 14,7 5,66/ 11,6 4,38/ 9,15 6,08/ 7,15 5,09/
(*10%/ul) 24,62 30,22 15,7 11,55
Neutrophile 2,94/ 214/ 2,3/ 1,52/
1_ ) ) ) 4 )
(*10%/ul) 8,5 %5 12,04 58 15,26 5,65 9,6 05 7,44
Lymphozyten 2,24/ 1,74/ 1,48/ 0,87/
1-14,5 7,2 4,8 3,05 1,75
(*10%/ul) 14,74 14,1 5,97 4,81
Laktat 1,28/ 4,6/ 1,42/ 0,85/
0,63-2,44 3,05 ’ 7,54 ’ 4,33 ’ 2,24 ’
(mmol/l) 6,46 14,16 9,37 54

®auf einer Skala von 1 bis 4; 1 = < 50 Malariaparasiten (MP) pro 200 Leukozyten (WBC); 2 = 50 — 100 MP/200 WBC; 3 = 101-200 MP/200 WBC; 4 = >200

MP/200 WBC
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Tabelle 5: Signifikante Unterschiede der Blutparameter zwischen klinischen Gruppen. Signifikan-
zen nach Auswertung mittels Wilcoxon-Rangsummentest mit einem p-Wert <0,0005 sind fett unterlegt.

Gruppe | | Gruppe | | Gruppe |l | Gruppe Il | Gruppe Il | Gruppe lli
Blut- Vs. Vs. Vs. Vs. Vs. Vs.
parameter | Gruppe Il | Gruppe Il | Gruppe IV | Gruppe Il | Gruppe IV | Gruppe IV
(p-Wert) (p-Wert) (p-Wert) (p-Wert) (p-Wert) (p-Wert)
Hamoglobin 0,3846 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Erythrozyten 0,306 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Thrombozyten, 0,031 0,0112 0,9425 0,2309 0,0268 0,0065
Leukozyten 0,5555 0,01 0,0004 0,0516 0,002 0,0021
Lymphozyten| 0,2957 0,0003 <0,0001 0,0169 0,0002 0,0121
Laktat <0,0001 0,0392 0,2688 0,0003 <0,0001 0,0007
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5.2 Nachweis von Hamozoin in peripheren Leukozyten

Hamozoin stellt ein fur Malariainfektionen charakteristisches Hamoglobinabbau-
produkt dar, welches von peripheren Phagozyten - wie Monozyten oder neutrophilen
Granulozyten - aufgenommen werden kann. Da das unlésliche Hamozoin im Licht-
mikroskop braunlich erscheint, spricht man auch von Malariapigment (vgl. Abbildung
21). Aufgrund der depolarisierenden Eigenschaften der Hamozoinkristalle lassen sich
Zellen, die Hamozoin enthalten, in einem Durchflusszytometer mit Filtern fir

depolarisiertes Licht nachweisen (Abbildung 22).

A By cHD /‘*‘
/ sl B

Abbildung 21: Mikroskopischer Nachweis im Blutausstrich von Hamozoin in Leukozyten nach
Giemsafarbung. A) Abgebildet ist ein Hdmozoin haltiger Monozyt. B) Hier sind zwei Hdmozoin haltige
neutrophile Granulozyten zu sehen. C) Die ldentitat dieser Zelle ist unklar, eventuell handelt es sich
hierbei um einen Monozytenvorlaufer mit geringer FcyRIll- (CD16) Expression. Mehrere braunliche
Einschlusse sind an der rechten oberen Seite erkennbar.

Es wurde zunachst mit dem Kruskal-Wallis- bzw. Wilcoxon Rangsummentest
nach Unterschieden im Vorkommen von Pigment tragenden Leukozyten (PCL)
zwischen Kindern mit und ohne schwere Anamie (A-) im Vergleich zur europaischen
Kontrollgruppe gesucht. Bei signifikanten Unterschieden wurde bei der weiteren
Analyse die Hauptgruppe Malaria ohne Anamie in die klinischen Gruppen Ill und IV
unterteilt, da diese Hauptgruppe aus zwei inhomogenen Untergruppen besteht. Die
Gruppe der anamischen Patienten (A+) ist bei dieser Teiluntersuchung so bestehen
geblieben. Waren bei dieser Analyse signifikante Unterschiede festzustellen, wurden
die Patienten der Anamiegruppe bei der weiteren Analyse in die klinischen Gruppen |
und Il unterteilt. Die 15 Patienten, die nicht eindeutig den Gruppen | oder |l zugeordnet
werden kdnnen, werden hier nicht mehr mit einbezogen.

Fur den Nachweis von Hamozoin wurde einerseits gepruft, ob signifikante

Unterschiede in der absoluten Anzahl an Pigment tragenden Monozyten (PCM) und
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Neutrophilen (PCN) bestehen, andererseits ob Unterschiede im prozentualen Anteil der
PCM bzw. PCN an der jeweiligen Gesamtpopulation zwischen den Patientengruppen zu

erkennen sind.
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Abbildung 22: Beispiel einer Patientenprobe zum Nachweis von Hamozoin tragenden Leukozyten
im Durchflusszytometer. Im Streudiagramm FSC gegen SSC-h (Fenster oben rechts) sind die ver-
schiedenen Leukozytenpopulationen zu erkennen: unten rechts liegen die Lymphozyten, darliber in der
Region R3 die Monozyten. Die obere Population besteht aus neutrophilen Granulozyten. Ganz unten
links liegen in diesem Fenster Zelltrimmer und Artefakte, welche durch die Region R1 ausgeschlossen
werden. Durch die Region R1 sind auch in allen anderen Fenstern Zelltrimmer und Artefakte
ausgeschlossen, so dass dort nur die Leukozyten ausgewertet werden. Im Fenster oben links ist die
Fluoreszenz 1 (FITC) dargestellt. In der Region RN1 sind Monozyten zu erkennen, die mit einem FITC-
gekoppelten Antikdrper gegen CD14 markiert wurden. Das Fenster oben in der Mitte zeigt die Signale fur
depolarisiertes Licht. Im Histogramm unten links sind in der Region RN2 sind neutrophile Granulozyten
zu erkennen, die mit einem R-PE-gekoppelten Antikbrper gegen CD16 markiert wurden. Die Region RN3
umfasst Zellen mit einer geringeren CD16-Expression. Das Fenster unten in der Mitte zeigt das
Streudiagramm SSC-h gegen SSC-v. Die Region R2 zeigt die depolarisierenden Zellen. Im Fenster unten
rechts ist das Streudiagramm mit den Achsen FL1 und FL2 gezeigt. Oben sind die Neutrophilen aufgrund
Ihrer R-PE-Markierung von CD16 erkennbar (R6), unten rechts die Monozyten aufgrund der Farbung
mittels Anti-CD14-FITC Ak. Mit der Region R5 werden die Zellen erfasst, die schwach positiv fir CD16
sind.

Im Streudiagramm des Vorwartsstreulichts (FSC) gegen das Seitwartsstreulicht
(SSC-h) liegen in der Region R3 die Monozyten und in der Region R4 die Neutrophilen
(Abbildung 22). Schaut man sich im Fenster des Seitwartsstreulichts (SSC-h) gegen
das depolarisierte Seitwartsstreulicht (SSC-v) nur die Monozyten bzw die Neutrophilen
an, so erhalt man durch die Region R2 die Anzahl der Pigment tragenden Monozyten
(PCM) bzw. der Pigment tragenden Neutrophilen (PCN).
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5.2.1 Unterschiede in der Anzahl der Hdmozoin tragenden
Leukozytenpopulationen

Bei dieser Analyse wurde gepruft, ob sich die Anzahl der Hadmozoin haltigen
Zellen in den einzelnen Gruppen unterscheidet. Zum einen wurden Monozyten, zum

anderen neutrophile Granulozyten untersucht.

5.2.1.1 Hamozoin tragende Monozyten

Die Anzahl der Hamozoin tragenden Monozyten (PCM) reicht bei den Patienten
von 0 bis 366 pro 10.000 Zellen. Vergleicht man die Anzahl der PCM in den einzelnen
Gruppen, so erkennt man signifikante Unterschiede zwischen der Anamiegruppe (A+),
der Gruppe der Kinder mit Malaria ohne schwere Anamie (A-) und der europaischen
Kontrollgruppe (Ktrl), wobei die Gruppe der Patienten mit schwerer Anamie den
héheren Anteil an Pigment tragenden Monozyten aufweist (Abbildung 23A). Allerdings
ist der Unterschied zwischen den beiden Patientengruppen schwach signifikant
(p=0,0447). Gegenuber der Kontrollgruppe unterscheiden sich beide Patientengruppen
jedoch deutlich (p<0,0001). Berucksichtigt man die Bonferronikorrektur, so bleiben nur
p-Werte < 0,001 signifikant. Einen Trend zeigen p-Werte tber 0,001 auf.

Teilt man die Gruppe A- wieder in die Gruppen Il (Kinder mit einer schweren
Malaria, aber ohne schwere Anamie) und IV (asymptomatische Patienten) auf, so wird
erkennbar, dass die Hauptgruppe der Anamiepatienten (A+) eine signifikant hohere
Anzahl an PCM aufweist als die Gruppe IV. Dabei unterscheidet sich die Gruppe A+
jedoch nicht signifikant von der Gruppe III (Abbildung 23B).

In der weiteren Analyse wird die Hauptgruppe A+ in die klinischen Gruppen |
(Anamiepatienten ohne weitere Komplikationen) und |l (Anamiepatienten mit
zusatzlichen Komplikationen) aufgeteilt. Vergleicht man jetzt die Gruppen | bis IV und
die Kontrollgruppe miteinander, so finden sich schwach signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen Il und IV (p=0,0184), wobei die Gruppe IV deutlich weniger
PCM aufweist als die Gruppe II. Weitere signifikante Unterschiede bestehen zwischen

den Gruppen | bis IV im Vergleich zur Kontrollgruppe (siehe Abbildung 23C).
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Abbildung 23 (vorherige Seite): Verteilung der Anzahl der Pigment tragenden Zellen auf die ver-
schiedenen Gruppen. In der oberen Zeile (Fenster A bis C) ist jeweils die absolute Anzahl der Pigment
tragenden Monozyten (PCM), in der mittleren Zeile (Fenster D bis F) die der Pigment tragenden Neutro-
philen (PCN) und in der unteren Zeile (Fenster G bis |) die der Pigment tragenden CD16°™-Leukozyten
abgebildet. In der linken Spalte (Fenster A, D und G) erfolgte die Aufteilung der Proben in die Gruppen
der Anamiepatienten (A+), die Gruppe der Patienten ohne schwere Anamie (A-) und die Gruppe der
europaischen Kontrollen (Ktrl). In der mittleren Spalte (Fenster B, E und H) ist die Gruppe A- in die
klinischen Gruppen lll (komplizierte Malaria ohne schwere Andmie) und IV (Patienten ohne klinische
Symptome einer Malaria) aufgegliedert und steht im Vergleich mit den Gruppen A+ und Ktrl. Die rechte
Spalte (Fenster C, F und 1) zeigt die Aufteilung der Anzahl der jeweiligen Pigment tragenden Zellen auf
die klinischen Gruppen | bis IV und die europaischen Kontrollen (Ktrl), wobei die Gruppe | die Gruppe der
Anamiepatienten ohne zusatzlich Komplikationen darstellt, und die Gruppe |l die Gruppe der Patienten
mit einer schweren Anamie und weiteren Komplikationen ist. Vorhandene Signifikanzen sind mit Stern-
chen gekennzeichnet. Drei Sternchen (***) bedeuten, dass der p-Wert < 0,0005 liegt, zwei Sternchen (**)
kennzeichnen Signifikanzen mit einem p-Wert zwischen 0,0005 und < 0,005, und ein Sternchen (*) steht
fur signifikante Unterschiede mit p-Werten zwischen 0,005 und 0,05.

5.2.1.2 Hamozoin tragende Neutrophile

Die Anzahl an Pigment tragenden Neutrophilen (PCN) in den analysierten
Proben reicht von 2 bis 440. Ahnlich wie bei den Monozyten unterscheiden sich auch
hier die drei Patientengruppen (A+, A- und Kitrl) signifikant voneinander, wobei
Patienten der Anamiegruppe die hdchste und die Kontrollgruppe die geringste Zahl an
PCN haben (Abbildung 23D).

Teilt man die Hauptgruppe der Patienten ohne Anamie (A-) in die Gruppen Il
und IV ein, so ist zu sehen, dass sich diese beiden Gruppen sowohl voneinander
(p<0,0001) als auch gegenuber der Anamiegruppe (A+) klar signifikant unterscheiden
(Abbildung 23E). Die Gruppe A+ zeigt hier deutlich hdhere Zahlen an PCN als die
Gruppen I, IV und Kitrl.

Bei Aufgliederung der Patientenproben in die klinischen Gruppen | bis IV und Ktrl
erkennt man jeweils signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen | und IV
(p<0,0001), Il und Il (p=0,0028), Il und IV (p<0,0001) sowie Ill und IV (p<0,0001).
DarlUber hinaus unterscheidet sich die Gruppe der europaischen Kontrollpersonen
signifikant von den Gruppen | (p<0,0001), Il (p<0,0001) und Il (p<0,0001) (siehe
Abbildung 23F). Die Zahl der PCN in den Gruppen, gemessen am Median, sinkt dabei

in folgender Reihenfolge: 11 > 1 > 11l > [V > Kirl.

5.2.1.3Population schwach CD16-positiver, Hamozoin tragender
Leukozyten (PC-CD16%™)
Eine Erstbeschreibung stellte der Nachweis einer Leukozytenpopulation dar, die

nicht bei allen Patienten vorkam. Diese Population ist im Streudiagramm FL1 vs. FL2

positiv fur den Fcy-Rezeptor Il (CD16), allerdings deutlich geringer als die Neutrophilen,
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und negativ fur CD14. Im Streudiagramm FSC gegen SSC-h liegen diese Zellen bei der
Population der Lymphozyten. Im Folgenden wird diese fur CD16 schwach positive
Population CD16%™ genannt. Diese Population wurde ebenfalls darauf hin untersucht,
ob sie in der Lage ist, Hdmozoin zu phagozytieren.

Die Pigment haltigen CD16%™-Leukozyten (PC-CD16%™) wurden folgendermaRen
analysiert: Durch Eingrenzung der Zellen mit der Region R1 wurden Zelltrtmmer und
Artefakte ausgeschlossen. Im Streudiagramm FL1 gegen FL2 wurde anhand der Fluo-
reszenzintensitat der FL2 eine Region definiert (R5), welche jene Zellen umfasst, die
schwach positiv fir CD16 sind (CD16%™). Die Region R5 wurde auf das Fenster mit
dem Streudiagramm der Seitwartsstreulichte SSC-h gegen SSC-v angewendet und
analysiert, wie viele Zellen in der Region R2 liegen (PC-CD16%™) und somit positiv fiir
Hamozoin sind.

Die Spanne der Anzahl der schwach CD16 positiven, Pigment tragenden
Leukozyten (PC-CD16%™) in den analysierten Proben betrug 0 bis 527. Beziiglich des
Vorkommens von Hamozoin unterscheiden sich die Anamiegruppe (A+), die
Nichtanamiegruppe (A-) sowie die Kontrollgruppe (Ktrl) signifikant voneinander, wobei
die Gruppe der Patienten mit Anamie die hochste und die Kontrollgruppe die geringste
Anzahl an PC-CD16%™ enthalt (Abbildung 23G).

Weiterhin wurde gepruft, ob Unterschiede zwischen der Hauptgruppe A+, den
Gruppen Il und IV und der Kontrollgruppe bestehen. Signifikante Unterschiede sind
zwischen den Gruppen lIl und IV (p=0,0009) sowie A+ und IV (p<0,0001) erkennbar,
nicht jedoch zwischen A+ und Il (Abbildung 23H). Ahnlich wie bei den PCM und PCN
ist auch in der Gruppe A+ die Anzahl Hadmozoin haltiger Leukozyten héher als in den
Gruppen I, IV und Kitrl.

Gliedert man nun die Gruppe A+ wieder in die Gruppen | und Il auf, so ergeben
sich signifikante Unterschiede zwischen diesen Untergruppen. Es unterscheiden sich
die Patientengruppen I, Il und Il signifikant sowohl von der Gruppe IV als auch von der
Kontrollgruppe. Daruber hinaus unterscheiden sich auch die Gruppen | und IlI
signifikant voneinander (p=0,0101) (vgl. Abbildung 23l).

Insgesamt ist fur diesen Teil festzustellen, dass sich die hochste Frequenz
Hamozoin positiver Leukozyten in der Gruppe | findet, gefolgt von den Gruppen I, Il

und IV. Die niedrigste Anzahl ist in der Kontrollgruppe erkennbar.
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5.2.1.4 Korrelationen der Anzahl Himozoin tragender Leukozyten

Vergleicht man die absolute Anzahl der verschiedenen Pigment tragenden
Leukozyten (PCM, PCN und PC-CD16%™) untereinander, so erkennt man, dass alle drei
Pigment tragenden Leukozytenpopulationen miteinander korrelieren. Die Korrelations-
koeffizienten r? liegen dabei zwischen 0,188 (r = 0,433, p<0,0001) fir PCM und PCN
und 0,385 (r =0,620, p<0,0001) fir PCN und PC-CD16%™. Je mehr Hamozoin von einer
Zellpopulation eines Patienten aufgenommen wird, desto hoher ist folglich die
Wahrscheinlichkeit, dass derselbe Patient auch eine hohe Anzahl einer anderen

Pigment tragenden Leukozytenpopulation aufweist.

5.2.2 Unterschiede des Anteiles Himozoin tragender Leukozyten in
den Leukozytenpopulationen

Dieser Abschnitt befasst sich mit der Analyse des relativen Anteils einer
Leukozytenpopulation, der Malariapigment phagozytiert hat. Auch hier wurde nach

signifikanten Unterschieden zwischen den Patientengruppen gesucht.

5.2.2.1 Hamozoin tragende Monozyten

Insgesamt reicht der Anteil der PCM in den analysierten Patientenproben von 0%
bis 32,1%. Bei der Auswertung sind Unterschiede zwischen den klinischen Gruppen
erkennbar.

Die drei Gruppen A+, A- und Ktrl unterscheiden sich signifikant voneinander,
allerdings ist der Unterschied zwischen den beiden Patientengruppen A+ und A- gering
(p=0,0103). Die Gruppe der Patienten mit schwerer Anamie (A+) weist dabei den
grofdten, die Kontrollgruppe den geringsten Anteil an PCM auf (Abbildung 24A).

Gliedert man die Gruppe der Patienten ohne schwere Anamie in die Gruppen Il
und IV auf, so zeigt sich, dass die Gruppe der Anamiepatienten sich von den Gruppen
[l und IV signifikant unterscheidet. Die Gruppen Il und IV unterscheiden sich nicht

signifikant voneinander (Abbildung 24B).
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Abbildung 24 (vorherige Seite): Verteilung der prozentualen Anteile der Pigment tragenden Leuko-
zyten in den Gruppen. In der ersten Zeile (Fenster A bis C) ist jeweils der relative Anteil der Pigment
tragenden Monozyten (PCM) an den Gesamtmonozyten, in der zweiten Zeile (Fenster D bis F) der
prozentuale Anteil der Pigment tragenden Neutrophilen (PCN) an den Gesamtneutrophilen und in der
dritten Zeile (Fenster G bis H) der relative Anteil der Pigment tragenden CD16d'm-Leukozyten an der
Gesamtpopulation der CD16d'm-Leukozyten abgebildet. In der linken Spalte (Fenster A, D und G) erfolgte
die Aufteilung in die Gruppen der Anamiepatienten (A+), die Gruppe der Patienten ohne schwere Anamie
(A-) und die europaische Kontrollgruppe (Ktrl). In der mittleren Spalte (Fenster B, E und H) ist die Gruppe
A- in die klinischen Gruppen Il und IV aufgeteilt und wird mit den Gruppen A+ und Kitrl verglichen. Die
rechte Spalte (Fenster C, F und I) zeigt die Aufteilung der Anzahl der jeweiligen Pigment tragenden
Zellen auf die klinischen Gruppen | bis IV und die europadischen Kontrollen (Ktrl). Vorhandene
Signifikanzen sind mit Sternchen gekennzeichnet. Drei Sternchen (***) bedeuten, dass der p-Wert <
0,0005 liegt. Zwei Sternchen (**) kennzeichnen Signifikanzen mit einem p-Wert zwischen 0,0005 und <
0,005. Ein Sternchen (*) steht fur signifikante Unterschiede mit p-Werten zwischen 0,005 und 0,05, die
einen Trend anzeigen.

Bei der weiteren Analyse und Aufteilung in die einzelnen klinischen Gruppen | bis
IV und Kitrl ist erkennbar, dass es auch hier signifikante Unterschiede gibt. So
unterscheiden sich die Gruppen [, Il und Ill von der Gruppe der europaischen Kontrollen
sowie von der Gruppe |V. Die Gruppe IV und die europaischen Kontrollen
unterscheiden sich ebenfalls (Abbildung 24C). Der Anteil der PCM (gemessen am

Median) sinkt in folgender Reihenfolge in den klinischen Gruppen: | >[I > lIl > [V > Kirl.

5.2.2.2 Hamozoin tragende Neutrophile

Der Anteil an PCN variiert zwischen 0,3% und 35,9%. Die drei Gruppen A+, A-
und Ktrl unterscheiden sich alle signifikant voneinander, wobei die Gruppe der
Patienten mit einer schweren Anamie (A+) den grof3ten und die Kontrollgruppe (Ktrl)
den geringsten Anteil an PCN aufweist (siehe Abbildung 24D).

In der weiteren Analyse wird die Gruppe der Patienten ohne eine schwere
Anamie (A-) in die Patientengruppe mit schwerer Malaria, aber ohne eine schwere
Anamie (ll) und die Gruppe der asymptomatischen Patienten (V) aufgegliedert. Es ist
zu erkennen, dass die Gruppe A+ im Vergleich zu den Gruppen Il und IV einen
signifikant erhdhten Anteil an PCN aufweist (Abbildung 24E). Ebenso unterscheiden
sich die Gruppen lll und IV voneinander, wobei die Gruppe [Il mehr Hdmozoin tragende
Neutrophile aufweist.

Bei Betrachtung der Unterschiede zwischen allen klinischen Gruppen erkennt
man, dass sich die Gruppen |, Il und Ill sowohl von der Gruppe IV als auch von der
Gruppe der europaischen Kontrollen unterscheiden. Darlber hinaus unterscheiden sich

die Gruppen | und Il von der Gruppe Il signifikant (siehe Abbildung 24F). Die grofite
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Frequenz an PCN tritt hier in der Gruppe Il auf, gefolgt von den Gruppen |, I, IV, und
die niedrigste Anzahl an PCN ist in der Kontrollgruppe (Ktrl) zu finden.

5.2.2.3 Hamozoin tragende, schwach CD16-positive Leukozyten

Die Anteile der Hdmozoin enthaltenden, schwach CD16-positiven (PC-CD16%™)-
Zellen an der Gesamtpopulation der CD16%™ reichen in diesen Analysen von 0% bis
34%. Wie bei den Monozyten unterscheiden sich auch bei dieser Analyse die drei
Gruppen A+, A- und Kitrl signifikant voneinander. Dabei ist der Anteil der PC-CD16%™-
Zellen in der Anamiegruppe am hochsten und in der Kontrollgruppe am niedrigsten
(Abbildung 24G).

Gliedert man die Patienten ohne schwere Anamie (A-) wieder in die Gruppen llI
und IV auf, so ist zu erkennen, dass sich beide von der Gruppe der Anamiepatienten
(A+) signifikant unterscheiden. Auch die Gruppen Ill und IV unterscheiden sich
voneinander (Abbildung 24H).

In der weiteren Analyse und Aufteilung der Patienten in die Gruppen | bis IV und
Ktrl ist zu sehen, dass sich die Gruppen [, Il und Ill von den Gruppen IV sowie den
europaischen Kontrollen unterscheiden. Daruber hinaus unterscheiden sich die Grup-
pen | und Il signifikant voneinander. Die prozentualen Anteile der PC-CD16%™,
gemessen am Median, sinken dabei in folgender Reihenfolge: | > Il > Il > IV > Kirl
(Abbildung 241).

5.2.2.4 Korrelationen der Anteile Hamozoin haltiger Leukozyten in den

unterschiedlichen Populationen

Vergleicht man die relativen Anteile - wie zuvor die Anzahl - Pigment tragender
Leukozyten (PCM, PCN und PC-CD16%™) untereinander, so stellt man fest, dass alle
drei Pigment tragenden Leukozytenpopulationen positiv miteinander korrelieren. Die
Korrelationskoeffizienten r* liegen dabei zwischen 0,1 (r = 0,317) fiir die Korrelation von
PCM und PCN und 0,297 (r = 0,545) fir PCM und PC-CD16°™.

Es bestatigt sich hier die Beobachtung, die schon bei der Korrelation der Anzahl
der PCL auffiel: je mehr Hamozoin von einer Population aufgenommen wird, desto
héher ist die Wahrscheinlichkeit, dass derselbe Patient auch einen hohen Anteil an

anderen Pigment tragenden Leukozytenpopulationen aufweist (vgl. Kapitel 5.2.1.4).
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5.2.3 Vergleich der unterschiedlichen Auswertungsmethoden

Betrachtet man einerseits die Ergebnisse der Verteilung der absoluten Anzahl
der Pigment tragenden wei3en Blutkdrperchen (PCL) sowie andererseits die Ergeb-
nisse der prozentualen Anteile Pigment tragender Zellen an der jeweiligen Leukozyten-
population und vergleicht diese miteinander, so erhalt man sehr ahnliche Ergebnisse.
Samtliche Signifikanzen, die bei der Analyse der Verteilung der Anzahl der PCL auf die
Gruppen aufgetreten sind, waren ebenso bei der Auswertung der prozentualen Anteile
der PCL vorhanden; teilweise bei den prozentualen Anteilen sogar noch deutlicher.
Daruber hinaus gibt es bei den prozentualen Anteilen weitere signifikante Unterschiede.
Nur in wenigen Fallen ist eine Signifikanz bei den prozentualen Anteilen schwacher

ausgepragt als bei den absoluten Anzahlen.

5.2.4 Aufféllige Patienten

Bei der Auswertung der Hamozoin tragenden weilen Blutkérperchen (sowohl
des relativen Anteils als auch der absoluten Zahl) fiel auf, dass es drei Patienten gab,
die haufig deutlich hdhere Werte an Hamozoin tragenden Zellen zeigten als andere
Patienten. Ein Patient war der Gruppe |, und die beiden anderen der Gruppe IlI
zugeordnet. Das Kind der Gruppe | war zum Zeitpunkt der Studie 36 Monate alt und
hatte mit 2,6 g/dL einen der niedrigsten Hamoglobinwerte der gesamten Studie. Es
zeigte in drei von sechs Analysen hohe Werte. Der erste Patient der Gruppe Ill war 36
Monate alt, litt an einer zerebralen Malaria (Blantyre Coma Score = 2) mit einem
Hamoglobinwert von 8,8 g/dL und zeigte ebenfalls in drei von sechs Analysen auffallig
hohe Hamozoin-Werte. Der zweite Patient der Gruppe Il wies einen Hamoglobinwert
von 7,1 g/dL auf, war zum Studienzeitpunkt bereits sieben Jahre alt und zeigte in funf
von sechs Analysen hohe Werte. Die Gemeinsamkeiten der drei Patienten bestanden
im Krankheitsbild einer schweren Malaria sowie hohen Gesamtleukozytenwerten
(> 8,5*10°/uL).
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5.3 Veranderungen der Oberflacheneigenschaften von nicht
infizierten und infizierten Erythrozyten

Die folgenden Versuche stehen im Zentrum der vorgestellten Arbeit. Es wurde
bei den bereits vorgestellten Patientengruppen der Anamiestudie (vgl. Kapitel 4.1.1.2)
untersucht, ob und in welchem Ausmal} IgG- und IgM-Antikérper sowie das Komple-
mentprotein C3d auf der Membran peripherer Erythrozyten im Blut von Kindern mit
verschiedenen Formen der Malaria tropica nachweisbar sind. Dazu wurden die Blut-
proben der Patienten der Anamiestudie untersucht. Zunachst wurden hier die Ergebnis-
se fur die Gesamtheit der RBC (aRBC) analysiert, anschlielfend wurden nicht infizierte
(nRBC) und infizierte rote Blutkérperchen (iRBC) getrennt betrachtet.

Fur die Unterscheidung zwischen nicht infizierten und infizierten Erythrozyten

wurden die Erythrozyten mit Ethidiumbromid (EtBr) gefarbt.

5.3.1 Bindung von IgG, IgM und C3d auf Plasmodium-infizierten
sowie nicht infizierten Erythrozyten

Grundlage dieser Analyse ist das Streudiagramm der FL1 (x-Achse) vs. FL2 (y-
Achse) (vgl. Abbildung 25). Es wurde hier stets der Anteil jener Zellen betrachtet,
welche dort positiv fur die Fluoreszenz 1 sind, was durch eine Bindung von FITC-
Antikérpern (Ak) an die Immunglobulin bindende RBC-Oberflache bedingt ist. Die fur die
FL1 positiven RBC liegen in den Quadranten Q2 (rechts oben) und Q4 (rechts unten).
Die mit EtBr gefarbten (infizierten) Zellen sind positiv fur die FL2, und so konnten im
Streudiagramm des SSC-h vs. FL2 zwei Regionen, R1 und R2, definiert werden. R1
umfasst die nicht infizierten RBC (nicht mit EtBr gefarbten Zellen ohne Zellkern),
wohingegen die mit EtBr-gefarbten (parasitierten) Zellen in der Region R2 zu sehen
sind (Abbildung 25).

Analysiert wurde zunachst die Gesamtheit der RBC ohne Unterscheidung in nicht
infizierte und infizierte Zellen. Fur die Auswertung der nicht infizierten RBC werden nur
Zellen betrachtet, die in der Region R1 liegen. Damit entfallt die Auswertung des
Quadranten rechts oben (Q2), da in dieser Analyse der Quadrant Q2 bei den Proben
keine Zellen enthalt. Ebenso gibt es keine Summe der Quadranten Q2 und Q4. Ahnlich
ist es bei der Auswertung der infizierten RBC, in der die Region R2 fur die weitere

Analyse zugrunde gelegt wird. Allerdings entfallt hier die Auswertung des rechten
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unteren Quadranten (Q4) und folglich auch der Summe aus Q2 und Q4, da in dieser

Analyse im Quadranten Q4 keine Zellen liegen.
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Abbildung 25: Beispielhafte Darstellung einer Patientenprobe fiir den Nachweis von Oberflachen-
verdanderungen auf RBC im Durchflusszyometer. Im linken oberen Fenster liegt das Vorwartsstreulicht
und im mittleren oberen Fenster das Seitwartsstreulicht, jeweils als Histogramm dargestellt. Das Fenster
unten links zeigt die Fluoreszenz (FL) 1 (entspricht dem Nachweis von Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-
markierten Antikdrpern (Ak) gegen einen Membranrezeptor oder gegen ein membrangebundenes
Protein, z.B. 19G). Im Histogrammbild der FL1 ist die Region RN1 definiert, welche alle Zellen umfasst,
und an der die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der Probe fir die FL1 erfasst wird. Im unteren
mittleren Bild ist die FL2 dargestellt. Die Zellen mit einer héheren Fluoreszenzintensitat (Pfeil) ent-
sprechen der Farbung durch Ethidiumbromid (EtBr), also den kernhaltigen (parasitierten) roten Blut-
koérperchen (RBC). Das Fenster rechts oben zeigt das Streudiagramm der FL2 gegen das Seitwarts-
streulicht. Hier wurden zwei Regionen definiert: Die Region R1 umfasst die nicht parasitierten RBC, die
Region R2 beinhaltet die parasitierten RBC. Im Streudiagramm der FL1 vs. FL2 (Fenster unten rechts)
teilt ein Kreuz die Population. Es wird zwischen nicht infizierten und infizierten Erythrozyten sowie Zellen
mit und ohne gebundene FITC-Antikérper unterschieden. Die infizierten Zellen liegen im linken oberen
Quadranten Q1, rechts oben (Q2) liegen infizierte Zellen, welche ebenfalls positiv fiir eine
Antikérperbindung durch einen FITC-gekoppelten Ak sind, und im Quadranten rechts unten (Q4) sind die
RBC erkennbar, die nicht infiziert, aber positiv fur die Bindung eines FITC-gekoppelten Ak sind. Im
Quadranten links unten (Q3) liegen nicht gefarbte Zellen.

Besonders wichtig flr die weitere Auswertung ist die Tatsache, dass aufgrund
der relativ schwachen Verstarkungen der FL1 und der FL2 des CyFlow® SL blau eine
korrekte Kompensation unmaoglich war. Bei Betrachtung der doppelt gefarbten Proben
fiel auf, dass viel mehr Zellen positiv fir EtBr waren, als in jener Kontrolle, die nur
einfach mit EtBr gefarbt war. Diese erhdhte Anzahl FL2-positiver RBC kam wahrschein-

lich durch Uberlappung der Fluoreszenzschemata zustande (siehe Kapitel 4.3.1.1.2.2).
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Bei genauerer Betrachtung der doppelt gefarbten Proben fiel auf, dass der Anteil der
RBC im linken oberen Quadranten (Q1) (Abbildung 25) der Anzahl der Protein
bindenden Zellen im Quadranten Q1 der nur mit EtBr gefarbten Kontrolle entsprach.
Aus diesem Grund wurde die positive Fluoreszenz im Quadranten Q2 nur der Anfar-
bung durch FITC zugeschrieben. In den folgenden Analysen zu Oberflachenveran-
derungen von RBC wird deshalb bei der Erwdhnung des Quadranten Q2 nicht von
infizierten Zellen gesprochen.

Wie bei den Untersuchungen auf Hadmozoin tragende Leukozyten wurden zu-
nachst die Gruppen | und Il zur Hauptgruppe A+, und die Gruppen Il und IV zur
Hauptgruppe A- zusammengefasst. Wurden signifikante Unterschiede zwischen diesen
drei Gruppen erkannt, wurde die Gruppe der Patienten ohne eine schwere
Malariaanamie (A-) in die Gruppen Il und IV aufgeteilt und dort nach Unterschieden
gesucht. In einer weiteren Analyse wurde zusatzlich die Gruppe der Anamiepatienten
(A+) in die Gruppen | und Il aufgegliedert, und es wurde auf signifikante Unterschiede
zwischen den verschiedenen klinischen Gruppen | bis IV und Kitrl getestet.

In weiteren Analysen wurde getestet, ob signifikante Unterschiede in der
mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) der FL1 zwischen den Gruppen zu finden sind. Die
MFI far die FL1 ist auf eine Bindung des FITC-gekoppelten Antikérpers zurlckzufuhren
(Abbildung 25). Ist der FITC-Ak an eine Zelle gbunden, so ist diese — je nach Experi-

ment — positiv fir membrangebundenes IgG, IgM oder C3d.

5.3.1.1 Nachweis von IgG auf der Membran von RBC

In diesem Teil der Experimente wurde auf das Vorhandensein von membran-
gebundenem IgG auf RBC von Kindern mit Malaria getestet und die Verteilung der
Anzahl 1gG-positiver Erythrozyten auf die unterschiedlichen Patientengruppen aus-
gewertet. Bei der Analyse der Gesamtheit der RBC (aRBC) sieht man, dass es keinerlei
signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen gibt, weder fir den
Quadranten Q2 (Abbildung 26A-C), noch fur den Quadranten Q4 (Abbildung 27A-C)
oder die Summe aus beiden (Abbildung 28A-C). Auch durch die Aufgliederung in nicht
infizierte und infizierte RBC Uber die Regionen R1 und R2 mittels Farbung der
Zellkerne mit EtBr sind keine Unterschiede zwischen verschiedenen Patientengruppen
ersichtlich (Abbildung 26D-F und Abbildung 27D-F).
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Abbildung 26 (vorherige Seite): Anteile IgG-positiver Zellen im Quadranten Q2 (in %). Vergleich der
Anteile der Zellen, die im Quadranten Q2 positiv fir Immunglobulin G (IgG) sind. In der oberen Zeile
(Bilder A bis C) werden die Ergebnisse flr alle roten Blutkérperchen (aRBC) ohne Unterteilung in nicht
infizierte und infizierte Erythrozyten gezeigt, in der unteren Zeile (Bilder D bis F) sind die Ergebnisse fir
die infizierten roten Blutkérperchen (iRBC) abgebildet. In der linken Spalte (Bilder A und D) werden die
Gruppe der Anamiepatienten (A+), die Gruppe der Malariapatienten ohne eine schwere Anamie (A-) und
die Gruppe der Kontrollen (Ktrl) miteinander verglichen. In der mittleren Spalte (Bilder B und E) ist die
Gruppe A- in die Gruppen der Patienten mit schwerer Malaria, aber ohne schwere Anamie (lll) und der
asymptomatischen Kinder (IV) aufgeteilt. Diese beiden Gruppen werden mit den Gruppen A+ und Kirl
verglichen. In der Spalte rechts (Bilder C und F) sind die Ergebnisse flr die klinischen Gruppen | bis IV
plus Ktrl dargestellt. Es sind bei dieser Analyse keine signifikanten Unterschiede festzustellen.

Abbildung 27 (nédchste Seite): Anteile IgG-positiver Zellen im Quadranten Q4 (in %). Dargestellt ist
der Vergleich der Anteile der Zellen, die im Quadranten Q4 positiv fir Immunglobulin G (IgG) sind. Die
Zellen, die im Quadranten Q4 liegen, sind nicht infiziert. In der oberen Zeile (Fenster A bis C) werden die
Ergebnisse flr alle roten Blutkérperchen (aRBC) gezeigt. In der unteren Zeile (Fenster D bis F) sind die
Ergebnisse fir die nicht infizierten roten Blutkérperchen (nRBC) abgebildet. In der linken Spalte (Fenster
A und D) werden die Gruppe der Anamiepatienten (A+), die Gruppe der Malariapatienten ohne eine
schwere Anamie (A-) und die Gruppe der Kontrollen (Ktrl) miteinander verglichen. In der mittleren Spalte
(Fenster B und E) ist die Gruppe A- in die Gruppen der Patienten mit schwerer Malaria, aber ohne
schwere Anamie (lll) und die der asymptomatischen Kinder (IV) aufgeteilt. Beide Gruppen werden mit
den Gruppen A+ und Kitrl verglichen. In der Spalte rechts (Fenster D und F) sind die Ergebnisse fur die
klinischen Gruppen | bis IV plus Ktrl dargestellt. Es sind keine signifikanten Unterschiede festzustellen.
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Abbildung 28: Anteile 1gG-positiver
— Zellen in den Quadranten Q2 und Q4
(in %). Dargestellt ist der Vergleich der
Anteile der Zellen, die in den
Quadranten Q2 und Q4 positiv fir
Immunglobulin G (IgG) sind. Analysiert
wurden die Ergebnisse fur alle roten
Blutkérperchen (aRBC) ohne Unter-
teilung in nicht infizierte und infizierte
Erythrozyten. Im linken Fenster (Bild A)
werden die Gruppe der Anamie-
patienten (A+), die Gruppe der Malaria-
patienten ohne eine schwere Anamie
(A-) und die Gruppe der Kontrollen
(Ktrl) miteinander verglichen. In der
Mitte (Bild B) ist die Gruppe A- in die
Gruppen der Patienten mit schwerer
Malaria, aber ohne schwere Andmie
(1) und die der asymptomatischen
Kinder (IV) aufgeteilt. Beide Gruppen
werden mit den Gruppen A+ und Kitrl
verglichen. Im Fenster rechts (Bild C)
sind die Ergebnisse flr die klinischen
Gruppen | bis IV plus Ktrl dargestellt.
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5.3.1.2 Nachweis von IgM auf der Erythrozytenmembran

Bei der Untersuchung einer Bindung von Immunglobulin M (IgM) an die Erythro-
zytenmembran konnte festgestellt werden, dass IgM - ahnlich wie 19G - nur schwach
auf den RBC nachweisbar ist. In den meisten Fallen lag die Anzahl IgM-positiver Zellen
unter einem Prozent, dennoch gibt es hier signifikante Unterschiede zwischen den ver-
schiedenen Gruppen.

Zunachst wurde die Gesamtheit der RBC (aRBC) ohne Aufgliederung in nicht
infizierte und infizierte Erythrozyten analysiert. Dabei wurde getestet, ob es
Unterschiede zwischen den Patientengruppen mit und ohne schwere Anamie (A+ bzw.
A-) und der europaischen Kontrollgruppe (Ktrl) fur nicht infizierte RBC im Quadranten
Q4 gibt (Abbildung 29A). Es ist ein deutlicher Unterschied zwischen der Gruppe der
Patienten mit schwerer Anamie und der ohne schwere Anamie erkennbar, wobei die
Gruppe A+ die hohere Anzahl an Zellen mit gebundenen IgM-Ak auf der Oberflache
aufweist. Im Vergleich der Anamiegruppe A+ mit den Gruppen Ill und IV weist die
Gruppe A+ nur gegenuber der Gruppe IV signifikant hoherer Werte fur die Anzahl IgM
positiver Zellen auf (Abbildung 29B). Teilt man die Hauptgruppe A+ in die klinischen
Gruppen | und Il auf, so ist erkennbar, dass sich beide Gruppen signifikant von der
Gruppe der asymptomatischen Patienten (IV) unterscheiden (Abbildung 29C). Die
Gruppe IV hat dabei die niedrigste Anzahl an IgM positiven Zellen.

Bei der Analyse der Zellen, die positiv fur IgM sind und im Quadranten Q2 liegen,
sieht man, dass sich sowohl die Gruppe der Malariapatienten ohne schwere Anamie
(A-), als auch die Kontrollgruppe signifikant von den Anamiepatienten (A+) unterschei-
den (Abbildung 30A). Teilt man die Gruppe A- in die Gruppen Il und IV auf, so ist
erkennbar, dass sich die beiden Gruppen sowohl voneinander, als auch von der Gruppe
A+ signifikant unterscheiden (Abbildung 30B). Die hochste Anzahl IgM positiver Zellen
ist in der Gruppe A+ zu finden, die geringste in der Gruppe IV. Die Aufteilung der
Anamiegruppe in die Gruppen | und Il ergibt signifikant erhéhte Werte der Gruppe | im
Vergleich zur Gruppe der asymptomatischen Patienten (IV) und der Gruppe der euro-
paischen Kontrollen (Ktrl). Des Weiteren unterscheidet sich die Gruppe Il von den
Gruppen IV und Ktrl (vgl. Abbildung 30C).

Betrachtet man schliellich fur alle RBC (aRBC) die Summe der Werte aus den
Quadranten Q2 und Q4 (Abbildung 31A-C), so wird deutlich, dass es bei den gleichen
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Gruppen signifikante Unterschiede gibt wie bereits ausschlie3lich im Quadranten Q2
(Abbildung 30A-C).

Abbildung 29 (ndchste Seite): Anteile IgM-positiver Zellen im Quadranten Q4 (in %). Alle Zellen, die
im Quadranten Q4 liegen, sind nicht infiziert. Dargestellt sind die relativen Anteile der Zellen im
Quadranten Q4 als Nachweis fir Immunglobulin M (IgM) auf nicht infizierten Zellen in den verschiedenen
klinischen Gruppen. In der oberen Zeile (Fenster A bis C) sind die Ergebnisse flr die Gesamtheit der
RBC (aRBC) zu erkennen. In der unteren Zeile (Fenster D bis F) sind die Ergebnisse flr die nicht infi-
zierten RBC (nRBC) abgebildet. In der linken Spalte (Fenster A und D) erfolgte die Aufteilung der Proben
in die Gruppe der Anamiepatienten (A+), die Gruppe der Malariapatienten ohne schwere Andmie (A-) und
in die Kontrollgruppe (Ktrl). In der mittleren Spalte (Fenster B und E) ist die Gruppe A- in die Gruppe der
Patienten mit schwerer Malaria, aber ohne eine schwere Anamie (lll) und in die Gruppe der
asymptomatischen Patienten (IV) gegliedert. Beiden Gruppen werden mit den Gruppen A+ und Kitrl
verglichen. In der Spalte rechts (Fenster C und F) sind die Ergebnisse flr die klinischen Gruppen | bis IV
und Kitrl dargestellt. Die Gruppe | ist die Gruppe der Kinder mit einer schweren Malariaanamie, bei der
weitere Komplikationen fehlen, und die Gruppe Il umfasst Patienten mit schwerer Andmie und weiteren
Komplikationen. Vorhandene Signifikanzen sind mit Sternchen gekennzeichnet: Drei Sternchen (***)
bedeuten, dass der p-Wert < 0,0005 liegt, zwei Sternchen (**) kennzeichnen Signifikanzen mit einem p-
Wert zwischen 0,0005 und < 0,005, und ein Sternchen (*) steht fir signifikante Unterschiede mit p-Werten
zwischen 0,005 und 0,05.
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Bei der Auswertung der nicht infizierten RBC (Region R1, vgl. Abbildung 25) ist
erkennbar, dass sich die Anzahl der Zellen im Quadranten Q4 zwischen der
Anamiegruppe (A+) und sowohl der Gruppe der Kinder ohne schwere Anamie (A-) als
auch der Kontrollgruppe signifikant unterscheidet (Abbildung 29D). Die Gruppe A+ weist
den hdchsten Anteil an IgM positiven Zellen auf. Der Anteil ist geringer bei der
Kontrollgruppe, und die Gruppe A- hat den kleinsten Anteil IgM-positiver Zellen. Beim
Vergleich der Gruppe A+ mit den Gruppen lll, IV und Ktrl sind signifikante Unterschiede
sowie ein Unterschied zwischen den Gruppen A+, Il und IV erkennbar (Abbildung 29E).
Die Gruppe IV weist dabei die niedrigste Anzahl an Zellen auf, die positiv fur eine IgM
Bindung sind. Die Anzahl in der Kontrollgruppe liegt etwas hoéher, und in der Gruppe Il
ist sie noch etwas groRer. Der hochste Anteil ist in der Anamiegruppe (A+) zu finden.
Sucht man nun in den klinischen Gruppen | bis IV plus Ktrl nach weiteren
Unterschieden, so sind diese zwischen folgenden Gruppen zu finden: | und IV, Il und IV
sowie Il und Kitrl (siehe Abbildung 29F). Dabei sinkt der Anteil der RBC, der IgM
gebunden hat, in folgender Reihenfolge (jeweils am Median gemessen): |, II, lll, Ktrl, V.

Des Weiteren wurden die infizierten RBC (definiert mit der Region R2, vgl.
Abbildung 25) auf Unterschiede zwischen den klinischen Gruppen gepruft. Allerdings
sind hier fir den relativen Anteil IgM-positiver Zellen im Quadranten Q2 keine
Unterschiede erkennbar (Abbildung 30D-F).

Abbildung 30 (nachste Seite): Anteile IgM-positiver Zellen im Quadranten Q2 (in%). Dargestellt ist
die Auswertung der Anteile der Zellen im Quadranten Q2 fur den Test auf IgM auf Erythrozyten. In der
oberen Zeile sieht man die Ergebnisse fur alle roten Blutkérperchen (aRBC) ohne Unterteilung in nicht in-
fizierte und infizierte Erythrozyten. In der unteren Zeile sind die Ergebnisse fur die infizierten roten Blut-
kdrperchen (iRBC) abgebildet. In der Spalte links erfolgte die Aufgliederung der Proben in die Gruppe der
Anamiepatienten (A+), die Gruppe der Malariapatienten ohne eine schwere Anéamie (A-) und die Gruppe
der Kontrollen (Ktrl). In der mittleren Spalte ist die Gruppe der Patienten ohne Anamie (A-) in die Gruppen
Il (schwere Malaria ohne schwere Anamie) und IV (asymptomatische Patienten) aufgeteilt, und beide
Gruppen werden mit den Gruppen A+ und Ktrl verglichen. In der Spalte rechts sind die Ergebnisse fur die
klinischen Gruppen | bis IV plus Ktrl dargestellt, wobei | die Gruppe der Patienten mit einer schweren An-
amie ist und Il die Gruppe der Kinder mit einer schweren Andmie mit zuséatzlichen Komplikationen. Vor-
handene Signifikanzen sind mit Sternchen gekennzeichnet: Drei Sternchen (***) bedeuten, dass der p-
Wert < 0,0005 liegt, zwei Sternchen (**) kennzeichnen Signifikanzen mit einem p-Wert zwischen 0,0005
und < 0,005, und ein Sternchen (*) steht fur signifikante Unterschiede mit p-Werten zwischen 0,005 und
0,05.
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Anteile IgM-positiver Zellen in den Quadranten Q2 und Q4 (in %)
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Abbildung 31: Anteile IgM-positiver
Zellen in den Quadranten Q2 und Q4
(in%). Dargestellt ist die Auswertung der
relativen Anteile der Zellen in den beiden
Quadranten Q2 und Q4. Zu sehen sind
die Ergebnisse fir alle Zellen (aRBC)
ohne Unterteilung in nicht infizierte und
infizierte rote Blutkdrperchen (RBC). Im
linken Bild A erfolgte die Aufgliederung
der Proben in die Gruppe der Anamie-
patienten (A+), die Gruppe der Malaria-
patienten ohne eine schwere Andmie (A-
) und die Gruppe der Kontrollen (Ktrl). Im
mittleren Bild B ist die Gruppe der
Patienten ohne Andmie (A-) in die
Gruppen |ll (schwere Malaria ohne
schwere Andmie) und IV (asympto-
matische Patienten) aufgeteilt worden.
Beide Gruppen werden mit den Gruppen
A+ und Ktrl verglichen. Im rechten Bild C
sind die Ergebnisse flur die klinischen
Gruppen | bis IV plus Ktrl dargestellt,
wobei | die Gruppe der Patienten mit ei-
ner schweren Anamie und Il die Gruppe
der Kinder mit einer schweren Anamie
und zusatzlichen Komplikationen dar-
stellt. Vorhandene Signifikanzen sind mit
Sternchen gekennzeichnet: Drei Stern-
chen (***) bedeuten, dass der p-Wert <
0,0005 liegt, zwei Sternchen (**)
kennzeichnen Signifikanzen mit einem p-
Wert zwischen 0,0005 und < 0,005, und
ein Sternchen (*) steht fir signifikante
Unterschiede mit p-Werten zwischen
0,005 und 0,05.

80



Ergebnisse

5.3.1.3 Nachweis von C3d auf der Membran von RBC

In diesem Teil der Analyse wurde auf eine Bindung des Komplementproteins C3d
an der Erythrozytenoberflache getestet, welches - wie IgM - vermehrt an der Oberflache
von RBC nachweisbar ist.

Bei Betrachtung der Ergebnisse der Gesamtheit der roten Blutkérperchen
(aRBC) ohne Aufgliederung in nicht infizierte und infizierte RBC zeigen sich signifikante
Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen, sowohl in den Quadranten Q4 und
Q2 (vgl. Kapitel 2.3.2.3) als auch in deren Summe. Die Auswertung des Anteils FITC
positiver RBC im Quadranten Q4 zeigt Unterschiede zwischen der Gruppe der
Anamiepatienten (A+) und den Gruppen A- und der Ktrl auf (Abbildung 32A). Im
Vergleich zwischen der Anamiegruppe und den Gruppen Il und 1V zeigt die Gruppe A+
eine signifikant erhdhte Anzahl an C3d positiven Zellen (Abbildung 32B). Die Analyse
der Gruppen | bis IV und Ktrl ergibt, dass sich die beiden Anamiegruppen | und Il
signifikant von den Gruppen lll und IV unterscheiden. Dabei nimmt die Anzahl der
Zellen im Quadranten Q4 in folgender Reihenfolge (gemessen am Median) ab: | > Il >
[1l > 1V (Abbildung 32C).

Die Auswertung der Anzahl der Zellen im Quadranten Q2 ergibt signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Patientengruppen A+ und A- (Abbildung 33A). Die
Anamiegruppe hat dabei den grofdten, die Gruppe A- einen geringeren, und die
Kontrollgruppe den geringsten Anteil an C3d-positiven Zellen. Gliedert man die Gruppe
A- wieder in die Gruppen IIl und IV auf, so zeigt sich, dass sich beide Gruppen von der
Gruppe der Malariapatienten mit einer schweren Anamie (A+) unterscheiden (siehe
Abbildung 33B). Bei der Analyse aller klinischen Gruppen (I — IV und Ktrl) im Vergleich
sieht man, dass es zwischen folgenden Gruppen signifikante Unterschiede gibt: | und
[I1, 11 und Ill sowie Il und IV. Die Anzahl C3d positiver Zellen nimmt in folgender
Reihenfolge, gemessen am Median, ab: [l > 1 > [V > |ll > Ktrl (Abbildung 33C).

Des Weiteren wurde fur die Gesamtheit der RBC (aRBC) auf Unterschiede in der
Anzahl an C3d positiven Zellen in der Summe der Quadranten Q2 und Q4 getestet. Es
ist zu erkennen, dass signifikante Unterschiede zwischen jenen Gruppen bestehen, die

sich auch signifikant voneinander im Quadranten Q4 unterscheiden (Abbildung 34A-C).
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Abbildung 32 (vorherige Seite): Anteile C3d-positiver Zellen im Quadranten Q4 (in%). Alle Zellen,
die im Quadranten Q4 liegen, sind nicht infiziert. In der oberen Zeile (Bilder A bis C) sieht man die
Ergebnisse fir alle Zellen (aRBC). In der unteren Zeile (Bilder D bis F) sind die Ergebnisse fur die nicht
infizierten RBC (nRBC) abgebildet. In der Spalte links (Bilder A und D) erfolgte die Aufgliederung der
Proben in die Gruppe der Andmiepatienten (A+), die Gruppe der Malariapatienten ohne eine schwere
Anamie (A-) und die in Kontrollgruppe (Ktrl). In der mittleren Spalte (Bilder B und E) ist die Gruppe A- in
die Gruppe der Patienten mit schwerer Malaria, aber ohne eine schwere Andmie (Ill) und in die Gruppe
der asymptomatischen Patienten (IV) aufgeteilt worden. Beide Gruppen werden mit den Gruppen A+ und
Ktrl verglichen. In der Spalte rechts (Bilder C und F) sind die Ergebnisse fur die klinischen Gruppen | bis
IV plus Kitrl dargestellt. Die Gruppe | ist die Gruppe der Kinder mit einer schweren Malariaandmie, bei der
weitere Komplikationen fehlen. Die Gruppe Il umfasst jene Patienten mit schwerer Anamie und
zusatzlichen Komplikationen. Vorhandene Signifikanzen sind mit Sternchen gekennzeichnet: Zwei
Sternchen (**) kennzeichnen Signifikanzen mit einem p-Wert zwischen 0,0005 und < 0,005, und ein
Sternchen (*) steht fUr signifikante Unterschiede mit p-Werten zwischen 0,005 und 0,05.

Weiterhin wurden die im Quadranten Q4 liegenden, nicht infizierten roten Blut-
korperchen analysiert, die positiv fur eine FITC-Farbung gewesen sind. Auch hier ist ein
Unterschied zwischen der Anamiegruppe (A+), der Gruppe der Patienten ohne schwere
Anamie (A-) und der europaischen Kontrollgruppe (Ktrl) zu erkennen (Abbildung 32D).
Teilt man die Gruppe der Patienten ohne Anamie (A-) weiter in die klinischen Gruppen
[l und IV auf, so ist ein Unterschied zwischen der Anamiegruppe A+ und der Gruppe IV
zu erkennen (Abbildung 32E). Gliedert man die Gruppe der Patienten mit einer
schweren Anamie (A+) weiter in die klinischen Gruppen | und Il auf, so ist erkennbar,
dass sich die Gruppe Il einerseits von der Kontrollgruppe (Ktrl), andererseits von der
Gruppe IV signifikant unterscheidet (Abbildung 32F). Die Anzahl der RBC, die positiv fur
C3d sind, sinkt in folgender Reihenfolge: | > 1l >[Il > Ktrl > IV.

Bei der Auswertung der infizierten roten Blutkérperchen (iRBC) sind flr den
Anteil der Zellen im Quadranten Q2 keinerlei Unterschiede zwischen den Gruppen zu
finden (Abbildung 33D-F).

Abbildung 33 (nachste Seite): Anteile C3d-positiver Zellen im Quadranten Q2 (in%). In der oberen
Zeile (Fenster A bis C) sieht man die Ergebnisse fiir alle roten Blutkérperchen (aRBC) ohne Unterteilung
in nicht infizierte und infizierte Erythrozyten. In der unteren Zeile (Fenster D bis F) sind die Ergebnisse flr
die infizierten roten Blutkdrperchen (iRBC) abgebildet. In der Spalte links (Fenster A und D) erfolgte die
Aufteilung der Proben in die Gruppe der Anamiepatienten (A+), die Gruppe der Malariapatienten ohne
eine schwere Anamie (A-) und die europaische Kontrollgruppe (Ktrl). In der mittleren Spalte (Fenster B
und E) ist die Gruppe der Patienten ohne Anamie (A-) in die Gruppen Ill (schwere Malaria ohne schwere
Anamie) und IV (ohne klinische Symptome einer Malaria) aufgegliedert, und beide Gruppen werden mit
den Gruppen A+ und Kitrl verglichen. In der Spalte rechts (Fenster C und F) sind die Ergebnisse fur die
klinischen Gruppen | bis IV sowie Ktrl dargestellt, wobei | die Gruppe der Patienten mit einer schweren
Anamie und Il die Gruppe der Kinder mit einer schweren Andmie mit zusatzlichen Komplikationen
darstellt. Vorhandene Signifikanzen sind mit Sternchen gekennzeichnet: Zwei Sternchen (**) kenn-
zeichnen Signifikanzen mit einem p-Wert zwischen 0,0005 und < 0,005, ein Sternchen (*) steht flr signi-
fikante Unterschiede mit p-Werten zwischen 0,005 und 0,05.

83



Ergebnisse

a[[0Quo N Il Il _ N Il alwewy
I A addnig addnio addnio addnig BlIIOAUOM 5ddnie addnig S!WEW a||oquoy U alweuwy
™3] i —0 1 =0 Lo
Q!. o ...'_ mw . _ ..
' ', Ly 5
. e “ H ~ ' .- I w @ -5
IH . Mul " - 2 \
- -0l | s g
. ) =1 .
-5 - i
E =02
0z i Loz
Elj . gEll . (1]
S A L A+ B 5 +Y
== Rl 0 == Al i —4— - -0
2 - A - v ™ [
L | =+ = L
¥ _ oy o i
¥ -2 _4_ L2 .
| ¥ A X : -2 L |
£ ¢ e
el Tg e : - 5'E
Htﬂ. Elv Elv

(% 1) ZO usueIPEND WI UB|[8Z JBANISOd-PED BIBjuY

oo

Abbildung 33

84



Ergebnisse

*k

*%k
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Abbildung 34: Anteile C3d-positiver
Zellen in den Quadranten Q2 und Q4
(in%). Auswertung der Summe der Zell-
en in den Quadranten Q2 und Q4. Dar-
gestellt sind die Ergebnisse fir alle Zel-
len (aRBC) ohne Unterteilung in nicht in-
fizierte und infizierte rote Blutkérperchen
(RBC). Im linken Bild A erfolgte die Auf-
gliederung der Proben in die Gruppe der
Anamiepatienten, die Gruppe der Mala-
riapatienten ohne eine schwere Anamie
und die Gruppe der Kontrollen. Im mittle-
ren Bild B ist die Gruppe der Patienten
ohne Anamie in die Gruppen lll (schwere
Malaria ohne schwere Andmie) und IV
(asymptomatische Patienten) aufgeteilt,
und beide Gruppen werden mit der Grup-
pe der Anamiepatienten und der Kontroll-
gruppe verglichen. Im rechten Bild C sind
die Ergebnisse fur die klinischen Grup-
pen | bis IV plus Kontrollgruppe darge-
stellt, wobei | die Gruppe der Patienten
mit einer schweren Anamie und Il die
Gruppe der Kinder mit schwerer Anamie
und zusatzlichen Komplikationen dar-
stellt. Vorhandene Signifikanzen sind mit
Sternchen gekennzeichnet. Drei Stern-
chen (***) bedeuten, dass der p-Wert <
0,0005 liegt. Zwei Sternchen (**) kenn-
zeichnen Signifikanzen mit einem p-Wert
zwischen 0,0005 und < 0,005, und ein
Sternchen (*) steht fur signifikante Unter-
schiede mit p-Werten zwischen 0,005
und 0,05.
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5.3.1.4 Korrelation von Antikorper- und Komplement-positiven Zellen

Vergleicht man das Vorkommen von IgG-, IgM- und C3d-positiven Zellen
untereinander, so finden sich Korrelationen zwischen IgG und C3d fur die Gesamtheit
der Erythrozyten und fur infizierte RBC. Der Korrelationskoeffizient r liegt bei der
Analyse fur aRBC zwischen 0,35 und 0,608 und fur infizierte RBC zwischen 0,35 und
0,609. Daraus kann man schliel3en, dass mit der Prasenz des Komplementfaktors C3d
auf Erythrozyten die Wahrscheinlichkeit steigt, dass auch Immunglobulin G auf diesen

Zellen gebunden ist.

5.3.2 Unterschiede der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI)

Bei dieser Auswertung wurde eine mdgliche Verschiebung der gesamten
Erythrozytenpopulation in der Fluoreszenz 1 analysiert, die auf eine Bindung des

tertiaren, FITC-gekoppelten Ak zurickzuflhren ist.

5.3.2.1 MFI beim Nachweis von membrangebundenem IgG

Zunachst wurden die mittleren Fluoreszenzintensitaten (MFI) der FL1 fur die
Proben des IgG-Tests ausgewertet. Eine erhdhte MFI kommt durch Bindung des FITC-
gekoppelten Antikérpers an membrangebundenes IgG auf RBC zustande. Der
Vergleich der MFI der Gesamtheit der RBC (aRBC) zeigte signifikant niedrigere Werte
der MFI der Kontrollgruppe im Vergleich zu den beiden Patientengruppen A+ und A-
(Abbildung 35A). Teilt man die Patienten ohne schwere Anamie in die Gruppen Ill und
IV auf, so sieht man, dass sich weiterhin die Gruppe Ill mit signifikant héheren MFI-
Werten von der Kontrollgruppe unterscheidet (Abbildung 35B). Bei der weiteren
Aufteilung der Gruppe A+ in die Gruppen | und Il ergibt sich, dass die klinischen Grup-
pen | und Il sich signifikant von der Kontroligruppe mit den niedrigsten Werten
unterscheiden (Abbildung 35C). Die Gruppe | zeigt dabei niedrigere Werte fir die MFI
als die Gruppe Il. Diese Unterschiede sind jedoch relativ schwach signifikant.

Die Analyse der MFI fur die nicht infizierten Zellen (nRBC) ergab keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den Patientengruppen (Abbildung 35D-F), ebenso wenig
wie die Analyse der MFI fur die infizierten Zellen (iRBC) (vgl. Abbildung 35G-I).
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Abbildung 35 (vorherige Seite): Vergleich der mittleren Fluoreszenzintensitit fiir gebundenes
Immunglobulin G. In der oberen Zeile (Bilder A bis C) sind die Ergebnisse fir alle roten Blutkérperchen
(aRBC) ohne Unterteilung in nicht infizierte und infizierte Erythrozyten, in der mittleren Zeile (Bilder D bis
E) die Ergebnisse der nicht infizierten RBC (nRBC) und in der unteren Zeile (Bilder G bis 1) sind die
Ergebnisse flr die infizierten roten Blutkdrperchen (iRBC) abgebildet. In der linken Spalte (Bilder A, D
und G) erfolgte die Aufteilung der Proben in die Gruppe der Anamiepatienten (A+), die Gruppe der
Malariapatienten ohne eine schwere Anamie (A-) und die Gruppe der Kontrollen (Ktrl). In der mittleren
Spalte (Bilder B, E und H) ist die Gruppe der Patienten ohne Anamie (A-) in die Gruppen Il (schwere
Malaria ohne schwere Anamie) und IV (keine klinischen Symptome einer Malaria) aufgegliedert. Beide
Gruppen werden mit den Gruppen A+ und Ktrl verglichen. In der rechten Spalte (Bilder C, F und |) sind
die Ergebnisse flr die klinischen Gruppen | bis IV sowie Ktrl dargestellt, wobei | die Gruppe der Patienten
mit einer schweren Andmie und Il die Gruppe der Kinder mit einer schweren Andmie mit zusatzlichen
Komplikationen darstellt. Die vorhandenen Signifikanzen sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet,
das fUr Unterschiede mit p-Werten zwischen 0,005 und 0,05 steht.

5.3.2.2 MFI beim Nachweis von membrangebundenem IgM

Die mittlere Fluoreszenzintensitat der Proben fur den IgM-Nachweis auf Erythro-
zyten wurde zunachst fur alle RBC (aRBC) ohne die Aufgliederung in nicht infizierte und
infizierte Zellen analysiert. Es ist erkennbar, dass sich die beiden Patientengruppen A+
und A- von der Kontrollgruppe signifikant unterscheiden (Abbildung 36A). Gliedert man
die Gruppe A- in die Gruppen Il und IV auf, so findet man, dass die Gruppe Il
signifikant hdhere MFI-Werte aufweist als die Gruppen IV und Ktrl (Abbildung 36B). Teilt
man die Gruppe A+ weiter in die einzelnen Gruppen | und Il auf, so ist zu erkennen,
dass sich die Gruppe der europaischen Kontrollen signifikant von der Gruppe Il
unterscheidet. Ebenso unterscheiden sich die Gruppen | und IV signifikant in der Hohe
des MFI-Wertes voneinander (Abbildung 36C). Die Hohe der MFI (gemessen am
Median) sinkt hier in folgender Reihenfolge: Il > | = 11l > IV > Kitrl.

Die Analyse der Verschiebung der MFI fir die nicht infizierten Zellen (nRBC)
ergab keine Unterschiede (Abbildung 36D-F).

Die MFI der infizierten RBC unterscheiden sich beim Vergleich zwischen der
Gruppe A+ und der Kontrollgruppe (Abbildung 36G); bei einer Aufgliederung in die
klinischen Gruppen | bis IV sind jedoch keine zusatzlichen Unterschiede erkennbar
(Abbildung 36H und I).
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Abbildung 36 (vorherige Seite): Vergleich der mittleren Fluoreszenzintensitat beim Nachweis einer
Bindung von IgM an Erythrozyten. In der oberen Zeile (Fenster A bis C) sind die Ergebnisse fir alle
roten Blutkérperchen (aRBC) ohne Unterteilung in nicht infizierte und infizierte Erythrozyten dargestellt. In
der mittleren Zeile (Fenster D bis F) sind die Ergebnisse der nicht infizierten RBC (nRBC) und in der
unteren Zeile (Fenster G bis 1) sind die Ergebnisse der infizierten roten Blutkdrperchen (iRBC) abgebildet.
In der Spalte links (Fenster A, D und G) erfolgte die Aufteilung der Proben in die Gruppe der
Andmiepatienten (A+), die Gruppe der Malariapatienten ohne eine schwere Andmie (A-) und die Gruppe
der Kontrollen (Ktrl). In der mittleren Spalte (Fenster B, E und H) ist die Gruppe der Patienten ohne
Anamie (A-) in die Gruppen lll (schwere Malaria ohne schwere Andmie) und IV (ohne Kklinische
Symptome einer Malaria) aufgegliedert. Beide Gruppen werden mit den Gruppen A+ und Ktrl verglichen.
In der rechten Spalte (Fenster C, F und |) sind die Ergebnisse flr die klinischen Gruppen | bis IV sowie
Ktrl dargestellt, wobei | die Gruppe der Patienten mit einer schweren Anamie und Il die Gruppe der
Kinder mit einer schweren Anamie mit zusatzlichen Komplikationen ist. Vorhandene Signifikanzen sind
mit Sternchen gekennzeichnet: Zwei Sternchen (**) kennzeichnen Signifikanzen mit einem p-Wert
zwischen 0,0005 und < 0,005; ein Sternchen (*) steht fir signifikante Unterschiede mit p-Werten
zwischen 0,005 und 0,05.

5.3.2.3 MFI beim Nachweis von membrangebundenem C3d

Die Analyse der mittleren Fluoreszenzintensitat der FL1 im Test zum Nachweis
von C3d an der Erythrozytenoberflache fir alle RBC ergab, dass sich die beiden
Patientengruppen A+ und A- signifikant voneinander unterscheiden (Abbildung 37A).
Bei der Aufteilung der Gruppe A- in die Gruppen IIl und IV ist erkennbar, dass sich die
Anamiegruppe A+ von der Gruppe IV unterscheidet (Abbildung 37B). Teilt man die
Gruppe A+ weiter in die klinischen Gruppen | und Il auf, so sieht man, dass daruber
hinaus beide Gruppen | und Il signifikant erhdhte MFI-Werte im Vergleich zur Gruppe IV
aufweisen (Abbildung 37C). Die MFI sinkt dabei, gemessen am Median, in dieser
Reihenfolge: | = 11 > Il > |V > Kirl.

Abbildung 37 (ndchste Seite): Vergleich der mittleren Fluoreszenzintensitat zum Nachweis von
C3d auf Erythrozyten. In der oberen Zeile (Bilder A bis C) sind die Ergebnisse fir alle roten
Blutkérperchen (aRBC) ohne Unterteilung in nicht infizierte und infizierte Erythrozyten, in der mittleren
Zeile (Bilder D bis F) die Ergebnisse der nicht infizierten RBC (nRBC) und in der unteren Zeile (Bilder G
bis 1) sind die Ergebnisse fur die infizierten roten Blutkdrperchen (iRBC) abgebildet. In der linken Spalte
(Bilder A, D und G) erfolgte die Aufteilung der Proben in die Gruppe der Anamiepatienten (A+), in die
Gruppe der Malariapatienten ohne eine schwere Anamie (A-) und in die Gruppe der Kontrollen (Ktrl). In
der mittleren Spalte (Bilder B, E und H) ist die Gruppe der Patienten ohne Anamie (A-) in die Gruppen Il
(schwere Malaria ohne schwere Anamie) und IV (ohne klinische Symptome einer Malaria) aufgegliedert.
Beide Gruppen werden mit den Gruppen A+ und Ktrl verglichen. In der Spalte rechts (Bilder C, F und I)
sind die Ergebnisse fur die klinischen Gruppen | bis IV sowie Ktrl dargestellt, wobei | die Gruppe der
Patienten mit einer schweren Andmie und Il die Gruppe der Kinder mit einer schweren Anadmie mit
zusatzlichen Komplikationen darstellt. Vorhandene Signifikanzen sind mit Sternchen gekennzeichnet:
Drei Sternchen (***) bedeuten, dass der p-Wert < 0,0005 ist, zwei Sternchen (**) kennzeichnen
Signifikanzen mit einem p-Wert zwischen 0,0005 und < 0,005, und ein Sternchen (*) steht fir signifikante
Unterschiede mit p-Werten zwischen 0,005 und 0,05.
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Betrachtet man in der weiteren Analyse die nicht infizierten RBC, so wird
offenbar, dass sich sowohl die Kontrollgruppe als auch die Gruppe A- von der Gruppe
A+ unterscheiden. Dabei weist die Gruppe der Anamiepatienten die hochste und die
Gruppe Kitrl die niedrigste MFI auf (Abbildung 37D). Bei der Aufteilung der Gruppe A- in
die Gruppen lll und IV ist zu erkennen, dass sich die Gruppe IV von der Gruppe A+
signifikant unterscheidet (Abbildung 37E). Am hochsten ist die MFI beim Test auf
membrangebundenes C3d in der Gruppe A+, gefolgt von den Gruppen Ill, IV und der
Kontrollgruppe mit der niedrigsten MFI. Bei der Aufgliederung in die klinischen Gruppen
| bis IV und Ktrl sind keinerlei signifikante Unterschiede erkennbar (Abbildung 37F).

Die Analyse der infizierten RBC ergab, dass sich sowohl die Kontrollgruppe der
Europaer als auch die Gruppe der Patienten ohne eine schwere Anamie (A-) von der
Gruppe der Patienten mit einer schweren Anamie (A+) unterscheiden. Dabei hat die
Gruppe A+ die niedrigste MFI (Abbildung 37G). Nach der Aufgliederung der Gruppe A-
in die klinischen Gruppen Il und IV ist zu erkennen, dass die Gruppe IV im Vergleich zu
den Gruppen Il und A+ signifikant erhdhte MFI-Werte zeigt (Abbildung 37H). Der
Vergleich der klinischen Gruppen | bis IV plus Kontrollgruppe zeigt, dass sich die beiden
Anamiegruppen | und Il sowohl von der Gruppe IV als auch von der Kontrollgruppe

signifikant unterscheiden (Abbildung 371).

5.3.2.4 Korrelationen der mittleren Fluoreszenzintensitaten fir IgG, IgM
oder C3d

Beim Vergleich der mittleren Fluoreszenzintensitaten fallt auf, dass es hier ledig-
lich zwei positive Korrelationen gibt. So korrelieren bei den nicht infizierten roten Blut-
kérperchen (nNRBC) die MFI bei IgG und C3d (Korrelationskoeffizient r = 0,446,
r’=0,199, p<0,0001). Bei den infizierten Zellen korrelieren die MFI beim Test auf IgG
und IgM (r = 0,42, r*=0,177, p<0,0001).

5.3.3 Aufféllige Patienten

Bei den Analysen zu Oberflachenveranderungen von roten Blutkérperchen lagen
die Werte bei einigen Patienten deutlich héher als bei den Ubrigen. Zehn Patienten
zeigten in den insgesamt vierundzwanzig Analysen zu Veranderungen der Erythrozy-
tenoberflache in wenigstens vier Analysen erhohte Werte. Sieben dieser Patienten
gehoren der Anamiegruppe (A+) an, wobei sich zwei nicht eindeutig den Gruppen | oder

Il (vgl. Kapitel 5) zuordnen lassen. Drei dieser sieben Patienten lassen sich in die
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Gruppe | und zwei in die Gruppe Il einsortieren. Die drei Ubrigen Patienten gehéren der
Gruppe Ill an. Alle zehn Kinder leiden an einer schweren Malaria. Betrachtet man die
hamatologischen Werte dieser Patienten, so fallt auf, dass nur die Leukozytenwerte von
neun der zehn Patienten (iber 8,5*10%/uL liegen. Weitere gemeinsame Auffalligkeiten im
Blutbild sind nicht erkennbar.

Von sieben dieser zehn Kinder ist der Ausgang dieser Malariaerkrankung
bekannt. Sechs Kinder Uberlebten, wahrend eines starb. Das Kind, das diese
Malariainfektion nicht Uberlebte, litt an einer schweren zerebralen Malaria (Blantyre
coma score = 1), jedoch nicht an einer schweren Malariaanamie (Hb-Wert = 9,8 g/dL).
Es zeigte in drei Tests eine erhohte IgG-Bindung an die RBC-Membran.

Bemerkenswert ist auch, dass zwei der Patienten, die eine erhdhte Anzahl
Hamozoin tragender Leukozyten aufwiesen, ebenfalls in den Analysen zu Membran-
veranderungen von Erythrozyten auffallen. Diese beiden Kinder sind dort bereits in drei
von sechs Analysen zum Vorkommen von PCL aufgefallen. Der dritte Patient, der dort
in funf Analysen erhdhte Werte gezeigt hat, zeigt jedoch in diesen Analysen nur einmal

einen hoheren Wert als andere Patienten.

5.3.4 Vergleich der unterschiedlichen Auswertungsmethoden (Mitt-
lere Fluoreszenzintensitéat versus prozentuale Anteile)

Die Analyse der prozentualen Anteile an gefarbten Zellen ist bei der Auswertung
der Ergebnisse zu Oberflachenveranderungen auf RBC aussagekraftiger als die
Analyse der mittleren Fluoreszenzintensitat, denn eine deutliche Verschiebung der
gesamten Zellpopulation ist seltener zu beobachten als einzelne, FITC-positive Zellen.

Man erhalt durch unterschiedliche Auswertungsmethoden auch unterschiedliche
Resultate. So ist z.B. fur die Bindung von IgG an der RBC Membran festzustellen, dass
in der Analyse der Anzahl IgG positiver Zellen keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den Patientengruppen bestehen. Dagegen sind bei Betrachtung der MFI einige
Unterschiede erkennbar. Diese Unterschiede sind allerdings nur schwach signifikant.
Sie sind auch nur fur die Gesamtheit der RBC zu finden; bei der Aufteilung in nicht
infizierte und infizierte RBC bestehen auch hier keine signifikant erhéhten oder

erniedrigten Werte einzelner Gruppen.
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5.4 Einfluss der Malaria auf die Nachweisbarkeit von Mem-
branrezeptoren von Erythrozyten an den Beispielen von

Glykophorin A und C

Verschiedene P. falciparum-Antigene binden an Oberflachenmolektle von RBC.
So bindet EBA-175 an Glykophorin A (GPA) und EBA-140 an Glykophorin C (GPC).
Frau Nancy Gerloff hat in ihrer Diplomarbeit am Bernhard Nocht Institut fir Tropen-
medizin gezeigt, dass die Bindung eines spezifischen Antikdrpers gegen GPA einge-
schrankt ist, wenn die verwendeten RBC zuvor mit P. falciparum-Antigenen vorbehan-
delt wurden (75). Bei den Patienten der Anamiestudie wurde daher mit Frau Gerloff zu-
sammen auch auf die Nachweisbarkeit von GPA und GPC getestet. Da darauf jedoch
nicht das Hauptaugenmerk dieser Arbeit gelegen hat, sind diese Ergebnisse in diesem
Zusammenhang lediglich beispielhaft dargestellt worden.

Zum Nachweis von GPA wurde ein FITC-markierter Ak verwendet. Bei einer Rei-
he von Patienten der Anamiestudie war die Bindung des spezifischen Ak gegen GPA im
Vergleich zu gesunden Kontrollen (Abbildung 38A) vermindert. Dies zeigt sich an einer

Schulter des Peaks im Histogrammfenster der Fluoreszenz 1 (FL1) (Abbildung 38B).

Abbildung 38: Nachweis von Glykophorin A. A) Im linken Bild ist die Farbung von Glykophorin A durch
einen FITC-markierten Antikdrper (Ak) einer gesunden europaischen Kontrolle abgebildet. Im Vergleich
zur ungefarbten Kontrolle (nicht dargestellt) ist der Peak deutlich nach rechts verschoben. B) Diese Probe
stammt von einem Patienten mit schwerer Malaria. Man kann an der Schulter links des Peaks erkennen,
dass bei einem Teil der Zellen die Bindung des Ak vermindert war.

Des Weiteren wurde auf Glykophorin C (GPC) getestet. Auch hier ist zu erken-
nen, dass im Vergleich zu gesunden Kontrollen (Abbildung 39A) bei Malariapatienten
(Abbildung 39B) die Bindung des Antikdrpers vermindert ist. Wahrend bei der Kontrolle

der Peak breit gestreut ist und auch eine Reihe von Zellen eine sehr hohe Fluoreszenz-

94



Ergebnisse

intensitat aufweist, ist beim Malariapatienten der Peak schmaler. Zudem bildet sich an
der linken Seite ein Peak mit einer geringeren Fluoreszenzintensitat heraus, was eine
geringere Bindung des Anti-GPC-Ak bedeutet.

n
FLi -

Abbildung 39: Nachweis von Glykophorin C. A) Die gesunde Kontrolle zeigt eine breite Streuung des
Peaks. B) Beim Malariapatienten hebt sich an der linken Seite des Verteilung ein Peak mit einer
verminderten Fluoreszenzintensitat ab, was auf eine verminderte Bindung des spezifischen Antikdrpers
gegen Glykophorin C schlielen lIasst.

In Abbildung 38 und Abbildung 39 sind jeweils dieselben Studienteilnehmer
dargestellt.
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5.5 Interaktion von P. falciparum Glykosylphosphatidylinositol

(P.f.-GPI) mit der Erythrozytenmembran

In unabhangigen Experimenten wurde eine maglich Interaktion des Malariatoxins

P.f.-GPI mit nicht infizierten, naiven Erythrozyten, und eine Erkennung durch

Serumantikorper von Malariapatienten untersucht.

5.5.1 Interaktion von P.f.-GPI-Molekiilen mit der Membran von

nicht infizierten Erythrozyten und deren Erkennung durch

Serumantikérper von Malariapatienten

Nach Exposition der Erythrozyten von gesunden Spendern der Blutgruppe 0/

Rhesus negativ mit chemisch synthetisiertem P.f.-GPl wurden die Erythrozyten

entweder mit dem Serum eines erwachsenen Patienten mit akuter schwerer Malaria,

mit Serum von Kindern mit Malaria aus einem Malariaendemiegebiet, mit einem

Immunserumgemisch von nicht akut erkrankten Spendern aus einem Endemiegebiet

oder mit Serum von gesunden europaischen Spendern (Kontrollserum, KS) inkubiert.
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Abbildung 40 (vorherige Seite): Erkennung von P.f.-GPI durch Antikorper im Serum des Patienten
mit akuter schwerer Malaria. In der oberen Reihe sind die Fluoreszenzintensitaten der Fluoreszenz 1
als Histogramm abgebildet, in der unteren Reihe sieht man dieselben Ergebnisse zusammen mit dem
Seitwartsstreulicht als Streudiagramm. Eine erhdhte Fluoreszenzintensitat der FL1 kommt durch Bindung
des FITC-gekoppelten Antikérpers an Eryhrozyten zustande. Die linken 4 Bilder zeigen die Ergebnisse
von unbehandelten Zellen. In den vier rechten Bildern sieht man die Ergebnisse von RBC, die mit P.f.-
GPI vorbehandelt wurden. Die zwei linken von den vier Bildern stellen jeweils die Resultate der
Exposition der mit Kontrollserum behandelten Zellen, die zwei rechten die mit Malariaserum behandelten
Zellen dar. Eine Erkennung erfolgte nur dann, wenn die Zellen mit P.f.-GPI inkubiert wurden und
anschliefend das Serum eines Malariapatienten zugegeben wurde.

Das Serum des Patienten mit schwerer akuter Malaria reagierte stark mit den
P.f.-GPI-sensibilisierten nRBC. Diese Erkennung von P.f.-GPI durch Antikdrper blieb bei
Verwendung von KS aus. Die sekundaren, FITC-gekoppelten Antikdrper banden weder
an Zellen, die nicht mit P.f.-GPI vorbehandelt wurden, noch in Abwesenheit von
Patientenserum (Abbildung 40).

5.5.2 Die Erkennung des P.f.-GPI durch IgG- und IgM-Antikérper im
Verlauf der Infektion

Bei den vorangegangenen Experimenten wurde in den Tests die Bindung von
IgG- und IgM-Antikérpern (Ak) im Patientenserum an RBC untersucht. Um herauszu-
finden, auf welchen Antikorperisotyp die Immunantwort zurickzuflhren ist, wurde im
Folgenden auf IgG- und IgM-Ak in separaten Proben geprift. Dazu wurden die Serum-
proben des Patienten mit schwerer akuter Malaria, die zu unterschiedlichen Zeiten der
Infektion abgenommen wurden, und die Seren von Kindern mit schwerer, komplizierter
Malaria verwendet.

Hier stellte sich heraus, dass bei dem Patienten mit schwerer akuter Malaria die
Erkennung am Tag 1 primar durch IgM-Antikdrper und zu einem geringeren Teil durch
Immunglobulin G vermittelt worden ist (Abbildung 41). Uber 80% der Zellen zeigten eine
Anti-lgM-Antikdrperbindung, bei IgG waren es uber 19%. Im Verlauf der akuten Infek-
tion nimmt die IgM Erkennung deutlich ab, sie sinkt bis auf 2,31% ab, wahrend die
Erkennung durch 1gG-Ak Uber die ersten Tage mit ca. 19% zunachst stabil bleibt und

erst spater (Tag 23) auf 26% ansteigt.
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P.f.-GPI-Erkennung durch Antikdrper im Verlauf der Infektion
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Abbildung 41: Verdnderung der Erkennung von P.f.-GPI durch IgG- und IgM-Ak im Serum des
Patienten mit schwerer akuter Malaria im Verlauf der Krankheit. Die Erkennung von P.f.-GPI durch
Immunglobulin M (IgM) im Serum des Patienten dominiert in den ersten Tagen, nimmt nach Tag sechs
nach Therapiebeginn jedoch deutlich ab und ist am Tag 23 kaum noch nachweisbar. Die Erkennung des
P.f.-GPI durch Immunglobulin G (IgG) ist zunachst stabil und steigt nach dem Tag 15 an.

Bei der Untersuchung der Seren von Kindern mit schwerer, komplizierter Malaria
aus dem Endemiegebiet in Ghana konnte gezeigt werden, dass die Erkennung von
P.f.-GPI in der Membran von Erythrozyten bei Kindern dagegen vorwiegend durch 1gG-
Antikorper vermittelt ist; die Erkennung durch IgM-Ak liegt deutlich niedriger. Die IgM
Erkennung schwankt zwischen 1,2% und 10%, die IgG Erkennung reicht von 10% bis
23,51% (Abbildung 42).
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Abbildung 42 (vorherige Seite): P.f.-GPI Erkennung durch IgG- und IgM-Immunglobuline. Inserier-
tes P.f.-GPI in der Erythrozytenmembran wurde mit Antikdrpern aus Seren von Kindern mit schwerer
Malaria nachgewiesen. Hier Uberwiegt die Erkennung (angegeben in Prozent) durch Immunglobulin G
(IgG) im Vergleich zur Erkennung durch Immunglobulin M (IgM) (p<0,005).

5.5.3 Abhéangigkeit der Reaktion vom Lipidanker des P.f.-GPI

Im Vergleich zum kompletten P.f.-GPI-Molekul fehlt dem nicht lipidierten P.f.-GPI
der Lipidteil, der fur die Verankerung des Molekils in der Zellmembran verantwortlich
ist. Beim Einsatz aquimolarer Mengen von lipidiertem und nicht lipidiertem P.f.-GPI
banden die Antikdrper nur an solchen Zellen, welche mit dem kompletten, lipidierten
P.f.-GPI vorbehandelt worden sind (Abbildung 43).
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Abbildung 43:Abhéangigkeit der P.f.-GPIl-Erkennung von der Lipiddomane des Molekiils. In
unterschiedlichen Ansatzen wurden Erythrozyten mit lipidiertem und nicht lipidiertem P.f.-GPI behandelt
und anschliefiend mit Serum des Patienten mit akuter schwerer Malaria und mit Kontrollserum inkubiert.
Die griin gefarbte Uberlagerung stellt die Ergebnisse der Kontrolle ohne P.f.-GPI aber mit Malariaserum,
sekundaren und tertidren Antikérpern dar. Die rote Uberlagerung ist dhnlich der griin gefarbten, allerdings
wurde hier anstelle des Malariaserums das Kontrollserum benutzt. Eine Erkennung ist nur mit lipidiertem
P.f.-GPI und Malariaserum zu sehen.

5.5.4 Abhangigkeit der P.f.-GPI-Erkennung von der Antikérper-
konzentration im Patientenserum

Die P.f.-GPI vermittelte Erkennung der RBC héangt von der Serumkonzentration
ab. Bei der Titration des Serums des Patienten mit akuter schwerer Malaria steigt die
Erkennung mit Serumverdinnungen von 1:2 bis 1:100 an (Abbildung 44), wahrend sie

bei Verdinnungen Uber 1:300 sinkt, was auf Prozonen- und dosisabhangige Effekte
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schlieBRen lasst. Fir die Seren weiterer Patienten mit Malaria stellte sich eine

Verdunnung von 1:10 als optimal heraus.
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Abbildung 44: Abhangigkeit der P.f.-GPl Erkennung von der Verdiinnung des Malariaserums. Das
Serum des Patienten mit akuter schwerer Malaria wurde in unterschiedlichen Experimenten in
verschiedenen Verdinnungen eingesetzt. Bis zur Verdiunnung 1:100 steigt die Erkennung von P.f.-GPI,

bei héheren und niedrigeren Verdinnungen ist die Erkennung vermindert.

5.5.5 Dosisabhéangigkeit der P.f.-GPIl Erkennung

Das Ausmal} der Erkennung hangt von der Menge des eingesetzten P.f.-GPI und

der Anzahl der verwendeten nRBCs ab. Bei steigender Menge P.f.-GPI (5, 10 und 20

MM) steigt die Erkennung proportional an (Abbildung 45A), wahrend bei steigender Zahl

der verwendeten unbehandelten Erythrozyten (10”; 3 x 10”; 10°) die Erkennung pro-

portional sinkt (Abbildung 45B).
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Abbildung 45: Abhéan-
gigkeit der P.f.-GPI-
Erkennung von der
Konzentration des
eingesetzten P.f.-GPI
und der Zahl der roten
Blutkérperchen. Mit
steigender P.f.-GPI-Kon-
zentration steigt die Er-
kennung durch Serum-
antikérper des Patienten
mit schwerer akuter Ma-
laria (A) an, wahrend sie
bei steigender Zahl der
nRBC sinkt (B).
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5.5.6 Einfluss verédnderter Versuchsbedingungen auf die P.f.-GPI-

Erkennung
Eine Prainkubation von P.f.-GPI mit Serum des Patienten mit akuter schwerer
Malaria vor der Inkubation des Gemischs mit nRBC flhrte zu einer auf 54% erniedrigten
Erkennung im Vergleich zu einer 91%-igen Erkennung ohne Prainkubation.
Ebenso hatte eine Inkubation der nRBCs mit dem P.f.-GPI bei 4°C anstelle von
37°C zur Folge, dass die Erkennung sowohl fir IgM als auch 1gG (IgG: bei 4°C 6,4%
versus 19,04% bei 37°C; IgM: bei 4°C 58,87% versus 79,78% bei 37 °C) geringer

ausfiel.

5.5.7 Erleichterte Insertion des P.f.-GPI durch Zugabe eines
Detergens

In mehreren Experimenten wurde das Detergens Triton X-100 als Zusatz in
unterschiedlichen Konzentrationen verwendet. Dabei zeigte sich, dass mit steigender
Triton X-100-Konzentration (von 0,00044% bis 0,004%) bei gleich bleibender Menge
des eingesetzten P.f.-GPl auch die Erkennungsrate stieg (Abbildung 46). Bei

Konzentrationen von 0,04% und héher lysieren die roten Blutkérperchen.
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Abbildung 46: Abhangigkeit der Erkennungsrate von der Triton X-100- Konzentration. Die
Erkennung von P.f.-GPI steigt mit zunehmender Triton X-100-Konzentration (bis 0,0013%) bei gleich
bleibender P.f.-GPI- und Serumkonzentration.
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5.5.8 Mikroarray-Analyse zum Nachweis der Antikorperreaktivitat
der Serumantikérper mittels synthetischem P.f.-GPI

Die Seren des Patienten mit schwerer akuter Malaria wurden hier untersucht. Die
Analyse der Erkennung von P.f.-GPI zeigt fur IgG ein deutliches Maximum am Tag 6,
danach sinkt die Erkennung stark ab. Fur IgM ist die Erkennung am Tag 1 am hdchsten
und sinkt im Laufe der akuten Infektion ab (Abbildung 47). In Bezug auf die Erkennung
durch IgM stimmen diese Ergebnisse mit denen des Erythrozytentest Uberein, in Bezug
auf 1gG divergieren sie jedoch. Dies kann daran liegen, dass beide Tests auf einer

ganzlich unterschiedlichen Methodik beruhen.
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Abbildung 47: Nachweis von P.f.-GPl durch Patienten-Antikérper im Mikroarray. Im Mikroarray
wurde die Erkennung von P.f.-GPI durch Antikérper (Ak) der vier verschiedenen Seren des Patienten mit
akuter schwerer Malaria getestet. Fir Immunglobulin G (IgG) steigt die Erkennung am Tag 6 deutlich an,
danach fallt sie jedoch deutlich ab. Far Immunglobulin M (IgM) ist die Erkennung am Tag 1 am héchsten,
in den ndchsten Tagen sinkt die Erkennung kontinuierlich (angegeben jeweils in relativen Einheiten).
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6 Diskussion

Bei einer Infektion mit P. falciparum ist eine schwere Anamie, charakterisiert
durch einen Hamoglobinwert von unter 5 g/dL, die haufigste Komplikation. Patienten mit
einer schweren Malariaanamie weisen eine ineffektive Erythropoiese auf, die sich in
niedrigen Retikulozytenzahlen manifestiert (2, 40), und die auch Wochen nach Behand-
lung trotz erhdhter Erythropoietin (EPO)-Spiegel bestehen bleibt (36). Die Knochen-
markssuppression aufiert sich sowohl in einer ineffektiven Erythropoiese als auch in
einer Dyserythropoiese. Diese Faktoren beglnstigen die Entstehung einer Anamie,
konnen sie allerdings nicht in vollem Ausmal erklaren.

Die Rate der infizierten Erythrozyten in der Zirkulation (Parasitamie) variiert zwi-
schen unter 1% und 5% und Ubersteigt nur selten 10%. Der Verlust der RBC kann
jedoch auf 25 bis 50% ansteigen, was an einem raschen Abfall des Hamoglobinwerts
auf unter 5 g/dL zu sehen ist. Diese Diskrepanz zwischen Parasitdmie und Verlust der
RBC wird nur zu einem kleinen Teil durch Sequestration infizierter RBC in den
Kapillaren erklart. Es gibt Hinweise, dass auch eine grof3e Anzahl nicht parasitierter
RBC zerstort werden.

In der vorliegenden Arbeit sind Veranderungen der Erythrozytenmembran unter-
sucht worden, die eine Rolle an der Lyse von Erythrozyten bzw. bei der Phagozytose
der RBC in der Milz spielen kdnnen. Dazu gehéren die Bindung von Immunglobulinen
(IgG und IgM), von Komplementfaktor C3d sowie der Einbau von P. falciparum-Glyko-
sylphosphatidylinositol (P.f.-GPI) in die Erythrozytenmembran. Im Unterschied zu
bisherigen Untersuchungen legt die in dieser Arbeit vorgestellte Studie den Fokus auf
nicht infizierte Erythrozyten, da diese den Grofteil der im Verlauf einer Malariaanamie
zerstorten RBC ausmachen. Daruber hinaus wird vermutet, dass das Abbauprodukt
Hamozoin im direkten Zusammenhang mit der Malaria assoziierten Anamie steht. Das
Vorkommen Hamozoin haltiger Leukozyten bei unterschiedlichen Formen der Malaria
wurde hier untersucht.

Die untersuchten Proben stammen von Kindern aus der Ashanti-Region in
Ghana, einem holoendemischen Gebiet, und wurden in den Regenzeiten in der Zeit von

Oktober bis Dezember 2006 sowie von August 2007 bis Februar 2008 genommen.
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6.1 Die Durchflusszytometrie zum Nachweis von Membran-
veranderungen von RBC bei Malaria

Zum Nachweis von Oberflachenmolekuilen auf roten Blutkdrperchen wurde eine
Fluoreszenzfarbung durchgeflhrt. Dazu wurden die gebundenen Oberflachenmolekile
mit polyklonalen Antikorpern markiert und anschlieRend mit einem Fluoresceinisothio-
cyanat (FITC)-gekoppelten sekundaren Antikdrper im Durchflusszytometer detektiert,
wie von verschiedenen Gruppen beschrieben (118, 215, 232). Die Fluoreszenz derartig
markierter Zellen kann im Duchflusszytometer im Unterschied zum Mikroskop quantita-
tiv ausgewertet werden. Es konnen deutlich mehr Zellen pro Probe gemessen werden,
was zu genaueren Ergebnissen fuhrt. Die verwendeten Antikdrper wurden mit roten
Blutkérperchen eines Patienten mit autoimmunhamolytischer Anamie (AIHA) auf dem
FACScan® in Hamburg in verschiedenen Verdiinnungen ausgetestet. Bei bestimmten
Krankheiten wie der AIHA werden die roten Blutkdrperchen mit Autoantikdrpern
bedeckt, was zur Aktivierung der humoralen Immunabwehr und des Komplement-
systems uber den klassischen Weg und folglich zur Anamie fahrt. Mit den verwendeten
Ak war eine gute Erkennung der zellgebundenen IgG-Molekule zu sehen. Die hier
ermittelten, optimalen Verdinnungen wurden fur die vorliegenden Untersuchungen
verwendet. Zur Farbung der Plasmodien-Desoxyribonukleinsaure (DNS) wurde der
Farbstoff Ethidiumbromid (EtBr) verwendet. Dieser emittiert bei gleicher Anregungs-
wellenlange Licht in einem hdheren Wellenlangenbereich als FITC und wird in einem
anderen Kanal (FL2) detektiert. Vorversuche haben gezeigt, dass man mit relativ hohen
Konzentrationen EtBr die Parasiten gut farben kann, obwohl EtBr nicht als Vitalfarbstoff
gilt. Der Nachteil dieses Farbstoffes ist, dass neben DNS auch Ribonukleinsaure (RNS)
gefarbt wird. Retikulozyten sind Vorstufen von Erythrozyten, welche bei Erwachsenen
und Kindern zwischen 0,5 und 1,5% der Gesamterythrozyten ausmachen (223). Sie
enthalten Reste von RNS und werden ebenfalls mit EtBr gefarbt (103). Zum Zeitpunkt
der Studie stand jedoch keine bessere Alternative zur Verfigung.

Fur die Detektion von membrangebundenem IgG, IgM und C3d wurden auf dem
CyFlow® SL blau, welches im KCCR in Kumasi steht, jeweils dieselben Einstellungen
benutzt. Die gewonnenen Daten wurden wie folgt unkompensiert ausgewertet: Im
Streudiagramm FL1 (Abszisse) vs. FL2 (Ordinate) lagen im Quadranten rechts oben
(Q2) jene Zellen, die eine Doppelfarbung aufwiesen und somit positiv fir Ethidiumbro-
mid (EtBr) und FITC sein sollten (Abbildung 20). Bei den Patienten war jedoch der
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Prozentsatz der Zellen im Quadranten links oben (Q1, nur EtBr-positiv) sowohl bei der
nur mit EtBr gefarbten Kontrolle als auch bei der doppelt gefarbten Kontrolle gleich.
Daher kann davon ausgegangen werden, dass alle infizierten Zellen im Quadranten Q1
zu finden sind. Die Fluoreszenz des Quadranten Q2 wurde aus diesem Grunde hier
ausschliesslich der Anfarbung durch FITC und nicht der Doppelfarbung durch FITC und
EtBr zugeordnet. Diese erhdhte Anzahl FL2-positiver RBC ist wahrscheinlich durch
Uberlappung der Fluoreszenzspektren zustande gekommen (Abbildung 15). Da die
Verstarkungen fur die Fluoreszenz (FL) 1 und die FL2 vor Ort sehr niedrig gewahlt wa-
ren, war eine korrekte Kompensation der beiden Fluoreszenzen schwer moglich. Fur
die Experimente ware es besser gewesen, wenn die Verstarkungen fur die beiden
Fluoreszenzen hoher gewahlt worden waren. Nachtraglich lassen sich die Einstellungen
jedoch nicht korrigieren.

Die Region R2, welche die mit EtBr gefarbten, infizierten RBC umfasst, wird auch
Uber die Fluoreszenz FL2 definiert (vgl. Abbildung 25). Es ist aufgrund der fehlenden
Kompensation méglich, dass Zellen, die durch oben genannte spektrale Uberlappung
FL2-positiv sind, zu den infizierten RBC gerechnet wurden, obwohl sie nicht infiziert
sind. So kann es bei der Aufteilung in nicht infizierte und infizierte RBC zu Uberschnei-
dungen kommen, und die Region R2 kann auch nicht infizierte Zellen umfassen. Hinzu
kommt, dass mit R2 auch gefarbte Retikulozyten, die evtl. nicht infiziert sind, erfasst
werden. Die Ergebnisse flr die infizierten Zellen (EtBr-positiv) sind daher nicht optimal,
kénnen jedoch mit den erwahnten Einschrankungen ausgewertet werden. In der Region
R1 liegen allerdings ausschliellich nicht infizierte Erythrozyten. Diese Zellen sind
zweifelsfrei nicht infiziert und stehen im Fokus der vorliegenden Arbeit.

Fur die Analyse der Hamozoin haltigen Leukozyten mit dem CyFlow® SL blau
wurden im Unterschied zu den Untersuchungen zu Oberflachenveranderungen auf RBC

ganzlich andere Einstellungen verwendet. Eine Kompensation war hier gut maglich.
6.2 Veranderungen an der Erythrozytenmembran

6.2.1 Nachweis von Immunglobulinen und Komplementproteinen

In den holoendemischen Gegenden Westafrikas ist die immunvermittelte Hamo-
lyse als Ursache einer schweren Malaria assoziierten Anamie bei Kindern angenommen
worden (163). Es kann als gesichert angesehen werden, dass bei einer Malaria die

Erythrozyten, auch nicht infizierte, eine verkirzte Lebensdauer haben und schneller von
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der Milz aus der Zirkulation entfernt werden als ohne Infektion. Diese Verkurzung der
Lebenszeit dauert noch einige Wochen nach Behandlung an (84, 102, 137, 139, 232,
241). Als Antwort auf eine akute Malaria reagieren die Makrophagen des retikuloendo-
thelialen Systems (RES) mit Proliferation und Hyperaktivitat, was zur Folge hat, dass
nicht infizierte Erythrozyten (nRBC) ebenso wie infizierte Erythrozyten phagozytiert
werden (152). Gegen eine intravasale Hamolyse sprechen Ergebnisse von Ekvall et al.
(63). Sie haben herausgefunden, dass bei Malariapatienten der Plasmahamoglobinwert
deutlich unter 1% des Bluthamoglobinwerts liegt. Sie vermuten daher einen extra-
vasalen Mechanismus bei akuter Malariaanamie. In Seren von Malariapatienten sind
opsonisierende Antikdrper nachgewiesen worden (89), und verschiedene Studien
zeigten eine erhdhte Bindung von Immunglobulinen an der RBC-Membran (4, 67, 102,
194, 232). Ebenso konnten Studien von Facer zeigen, dass RBC mit Komplementfrag-
menten von C3 opsonisiert waren (68, 69). Die Opsonisierung ist als Mechanismus zur
Elimination von sowohl gealterten als auch infizierten RBC sowie von Merozoiten be-
schrieben worden (125). Gealterte RBC werden physiologischerweise nach ca. 120
Tagen aus der Zirkulation entfernt. Bande 3 wird dabei degradiert, autologes 1gG und
Komplementprotein C3 kdnnen an dieses Neoantigen binden und es kommt zur Erken-
nung und Phagozytose durch Makrophagen (16, 25, 114, 115, 142). Bei einer Sichel-
zellanamie resultiert erhdhter oxidativer Stress in einer schnelleren Degradierung von
Bande 3, erhdhter IgG-Bindung und Entfernung der RBC aus der Zirkulation (29, 113).
Dieser Mechanismus wird ebenfalls bei einer Infektion mit P. falciparum vermutet (91,
193, 240).

Shiono et al. haben eine Studie mit Rindern und dem Hamoparasiten Theileria
sergenti duchgefuhrt. Theileria sergenti ruft in Rindern eine milde Form der Theileriose
hervor, welche fur grol3e wirtschaftliche Schaden verantwortlich ist. Die infizierten Rin-
der entwickelten eine Anamie. Die Gruppe konnte zeigen, dass ein Vielfaches an auto-
logem 1gG an die RBC im Vergleich zum Zustand vor der Infektion gebunden hatte.
Diese Antikdrper sind wahrscheinlich gegen Phosphatidylserin (PS) und andere, durch
oxidativen Stress hervorgerufene Veranderungen der RBC-Oberflache gerichtet (208).
Es ist bekannt, dass oxidativer Stress zur Veranderung von Erythrozytenoberflachen-
proteinen und in der Folge zur Bindung von autologem IgG an RBC fuhren kann.
Makrophagen konnen diese RBC, ebenso wie durch extrazellulare Exposition von PS
markierte RBC, phagozytieren (25, 33).
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Studien erzielten jedoch unterschiedliche Ergebnisse Uber einen Zusammenhang
von an RBC gebundenem IgG und Malariaanamie. Eine Methode zum Nachweis
inkompletter (nicht agglutinierender) Antikorper auf RBC und von Komplementpro-
teinen, die an diese Antikorper gebunden sind, ist der direkte Coombstest. Hierbei wird
ein Antikorper gegen humanes Immunglobulin zu den zu untersuchenden RBC
gegeben. Im positiven Fall kommt es zur Vernetzung der Antikdrper und in der Folge
zur Agglutination der RBC. Patienten mit AIHA zeigen haufig einen positiven direkten
Coombstest (74, 97). Mehrere Studien konnten zeigen, dass Patienten mit einer schwe-
ren Malaria tropica ebenfalls einen positiven Coombstest aufwiesen (1, 2, 5, 69), und
dass sowohl Komplementproteine als auch Immunglobulin G hier involviert sind (3, 6,
69, 81, 153). Auch neuere Studien konnten vermehrt Komplementmolekule auf RBC bei
Malaria nachweisen (13, 172, 176), und ein Zusammenhang mit einer Malaria
assoziierten Anamie ist beschrieben worden. Ebenso scheint ein positiver direkter
Coombstest mit einer Anamie der Malariapatienten zu korrelieren (69, 81), jedoch
konnten weder Abdalla noch Merry et al. einen Zusammenhang zwischen RBC
assoziiertem IgG und dem Grad der Anamie finden (4, 153). Dartber hinaus korreliert
eine Sensibilisierung von RBC mit IgG1-Antikérpern mit der Anamie (67).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Erythrozyten von Malariapatienten mit Hilfe
der Durchflusszytometrie auf das Vorkommen von an der Oberflache gebundenen
Immunglobulinen bzw. Komplementproteinen untersucht. Dabei war es im Unterschied
zu den bisherigen Studien mdglich, eine Aufgliederung in nicht infizierte und infizierte
rote Blutkérperchen vorzunehmen. In der hier vorgestellten Studie konnte keine erhohte
Anzahl an IgG-Molekulen auf Erythrozyten der Patienten nachgewiesen werden. Auch
bei Aufteilung in infizierte und nicht infizierte RBC zeigte sich kein Unterschied zwischen
verschiedenen Formen der Malaria. In allen klinischen Gruppen ist die Anzahl IgG-
positiver Zellen ahnlich. Sie liegt fur die nicht infizierten RBC meist unter 0,4%, und fur
die infizierten Zellen bei den meisten Patienten unter 10%. Mdglicherweise konnten
gebundene IgG-Antikérper nicht nachgewiesen werden, da eventuell bereits
Komplementproteine an diese Immunglobuline gebunden hatten und daher nicht mehr
fur die anti-lgG-Antikérper zuganglich gewesen sind.

In der vorliegenden Studie gibt es allerdings eine kleine Gruppe von Patienten,
die alle an einer schweren Malariaanamie litten und die eine erhdhte Anzahl IgG-

positiver RBC aufwiesen. Diese Beobachtung deckt sich mit Ergebnissen einer Studie
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von Facer et al., bei der ein durch IgG bedingter, positiver direkter Coombstest nur bei
einem kleinen Teil der Patienten festgestellt wurde. Der Groldteil der positiven Tests war
dort auf eine Sensibilisierung mit dem Komplementprotein C3d zurtickzuflhren, und ein
positiver direkter Coombstest war hier mit Anadmie assoziiert (69). Zu einem ahnlichen
Ergebnis kommt eine neuere Studie von Helegbe (98). Hier waren Uber 85% der
positiven Coombstests durch zellgebundenes C3d positiv.

Auch in der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass auf den RBC von Kindern
mit einer schweren Malariaanamie verglichen mit sowohl asymptomatischen Kontrollen
als auch gesunden Europaern vermehrt C3d gebunden ist. Dies trifft im Besonderen auf
nicht infizierte RBC zu, auch wenn die Signifikanzen den Wert von 0,005 hier nicht
Uberschreiten. Diese Opsonisierung mit Komplementproteinen auf den RBC kann zur
Komplementaktivierung fuhren, an dessen Ende die Lyse oder Phagozytose der
betroffenen Zellen steht. Betrachtet man nur die infizierten RBC so sind keine Unter-
schiede in der Anzahl C3d-positiver RBC zu sehen. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass bei einer schweren Malaria das Komplementsystem aktiviert wird und neben
infizierten auch nicht infizierte Erythrozyten aus dem Blutkreislauf entfernt werden. Auf
diese Weise kann dieser Mechanismus zur Malariaanamie beitragen.

Weitere Studien haben gezeigt, dass die Oberflache sowohl infizierter (104) als
auch nicht infizierter RBC verandert ist (57, 167, 217). Die Ergebnisse deuten darauf
hin, dass zirkulierende Erythrozyten Plasmodium-Molekule in die Membran einbauen
koénnen und damit ihren Status verandern. Eines dieser Molekule ist RSP-2, das
wahrend der Freisetzung von Merozoiten in die Membran nicht infizierter RBC
entlassen wird (57). Nach dem Erstkontakt mit den RBC ist ein Teil der Merozoiten nicht
in der Lage, den Invasionsprozess abzuschliel3en. Als Folge kénnen nicht infizierte Ery-
throzyten RSP-2 auf der Oberflache tragen und werden so Ziel von Antikérpern.
Dadurch koénnen sie von Makrophagen des RES in der Milz erkannt und zerstort
werden. Dieser Mechanismus tragt moglicherweise zur Entwicklung einer Anamie bei
der Malaria bei (18, 132). Des Weiteren konnte das Molekul RESA auf nicht infizierten
RBC nachgewiesen werden (41, 167). Es wird angenommen, dass der Parasit in
diesem Fall in der Milz aus dem Erythrozyten entfernt wurde, ohne diesen zu zerstoren
(engl. pitting). Es konnte gezeigt werden, dass nicht infizierte Zellen mit RESA an der

Oberflache eine deutlich verkirzte Lebensdauer haben.
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RBC von Patienten mit einer schweren Malariaanamie zeigen dartber hinaus
Veranderungen an bestimmten, regulatorischen Komplementproteinen. Komplement-
rezeptor 1 (engl. complement receptor 1, CR1), CD55 und CD59 schiutzen RBC vor
Komplement vermittelten Schaden und kontrollieren die Komplementaktivierungskas-
kade (53). Waitumbi und Stoute konnten in verschiedenen Studien zeigen, dass CR1,
CD55 und CD59 bei einer schweren Malariaanamie vermindert exprimiert werden, und
dass die Immunkomplexspiegel im Blut erhdht sind (49, 218, 232). Die RBC von
Patienten mit einer schweren Malariaanamie in diesen Studien hatten eine klrzere
Lebensspanne und waren empfanglicher fur eine Phagozytose. Dies spricht fur eine
Beteiligung des Komplementsystems an der Malariaanamie (218, 232, 241).

Die Rolle von Immunglobulin M wahrend einer Malariainfektion ist vielfaltig. P.
falciparum spezifisches IgM konnte im Serum von Malariapatienten und von Einwoh-
nern aus Regionen, in denen Malaria endemisch ist, nachgewiesen werden (150, 222,
230). Rosenberg et al. konnten zeigten, dass IgM-Ak-Titer gegen RBC im Serum von
Malariapatienten nach der Infektion durch P. falciparum ansteigen (194). IgM spielt
ebenfalls eine Rolle bei der Rosettenbildung (198). Im Plasma von Malariapatienten
konnten IgM-Ak gegen P.f.-GPI nachgewiesen werden, und hohe IgM-Antikorper-Titer
gegen P.f.-GPI sind mit der Schwere der Krankheit assoziiert (42). Eine protektive Rolle
fur IgM konnte im Mausmodell mit Plasmodium chabaudi nachgewiesen werden (46).
Facer et al. konnten jedoch keine mit IgM sensibilisierten Erythrozyten nachweisen (69).

Die in dieser Arbeit vorgestellte Studie konnte zeigen, dass Erythrozyten von
Malariapatienten mit einer schweren Anamie signifikant mehr IgM an der Oberflache ge-
bunden haben als RBC von Malariapatienten ohne schwere Anamie und von gesunden
europaischen Kontrollen. Bei der Aufgliederung in nicht infizierte und infizierte Zellen ist
erkennbar, dass die nicht infizierten Erythrozyten der Anamiepatienten signifikant mehr
Immunglobulin M gebunden hatten als asymptomatische Patienten und Kontrollen. Der
Anteil der Zellen, der positiv fur eine IgM-Bindung ist, liegt meist unter 1%. Die
Betrachtung der infizierten RBC zeigt keine signifikanten Unterschiede.

Diese Beobachtungen lassen darauf schlieRen, dass eine IgM-Bindung bei
einem Teil der Zellen zur immun-vermittelten Elimination beitragen kann, besonders bei
den Patienten mit einer schweren Malariaanamie. Da gerade bei den nicht infizierten
RBC signifikante Unterschiede an gebundenem IgM zu sehen sind, kann man

annehmen, dass nicht infizierte RBC bei einer Malariaanamie von einer IgM-vermittelten
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Eliminierung betroffen sind. Jedoch ist der Anteil der Zellen, welche IgM-Ak auf der
Oberflache gebunden haben, mit maximal 1,3% relativ gering.

Vergleicht man die mittlere Fluoreszenzintensitat bei den Untersuchungen auf
IgM, so fallt auf, dass die meisten Unterschiede bei der Gesamtheit der RBC (keine
Aufteilung in nicht infizierte und infizierte RBC) auftreten. Hier unterscheidet sich die
Kontrollgruppe mit der niedrigsten MFI von den Patientengruppen signifikant. Betrachtet
man alle Erythrozyten, so sieht man, dass die MFI der Anamiepatienten signifikant
hoher liegt als bei den Patienten ohne Anamie und den Kontrollen, was auf eine erhohte
IgM-Bindung der gesamten Zellpopulation der Anamiepatienten zurtckzufuhren ist.

Bei den Tests auf gebundene Immunglobuline oder Komplementfaktoren fallt auf,
dass der Anteil der Zellen, die positiv fur eine derartige Bindung sind, meistens unter
einem Prozent liegt. Das spricht dafur, dass anderen Mechanismen bei der Entstehung
einer Malariaanamie eine grolRere Bedeutung zukommt als einer immunvermittelten
Elimination. Es ware allerdings denkbar, dass zu dem Zeitpunkt der Blutabnahme der
Groliteil der RBC bereits eliminiert ist. Um die Beziehung zwischen dem Vorkommen
von Immunglobulinen und Komplementproteinen auf nicht infizierte RBC und der
Entwicklung einer Malariaanamie zu analysieren sollte eine prospektive Verlaufsstudie
durchgefihrt werden, so dass verschiedene Zeitpunkte der Entwicklung der Anamie im
Vergleich untersucht werden kdnnen. Erschwerend fir eine solche Studie ist die
Tatsache, dass nur ein kleiner Teil der mit P. falciparum infizierten Kinder eine schwere
Malariaanamie entwickelt. Zudem bringen viele Eltern ihre Kinder erst dann ins
Krankenhaus, wenn diese schon schwerkrank und anamisch sind.

Diese Arbeiten haben gezeigt, dass eine Reihe von antigenen Malariadeter-
minanten eine Antikdrperantwort induzieren kann, und dass nicht infizierte Erythrozyten
oftmals Plasmodium-Proteine an der Oberflache haben. Seren von Malariapatienten
enthalten Antikorper gegen eine Reihe von Plasmodium-Proteinen. Wenn diese gegen
Plasmodium-Proteine gerichtet sind, die an der aulderen RBC-Membran haften, so kann
es durch gebundene Antikdrper zur Komplementaktivierung und Phagozytose kommen,
oder diese RBC werden in der Milz aus dem Blutkreislauf entfernt. Auf diese Weise ist
es moglich, dass viele nicht infizierte Zellen zerstort werden und dadurch zur Malaria

assoziierten Anamie beitragen.
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6.2.2 Veranderte Zugénglichkeit von Glykophorinen bei Malaria
Glykophorin A (GPA) und Glykophorin C (GPC) spielen eine Rolle beim

Invasionsvorgang der Merozoiten. GPA fungiert als Rezeptor fur das Erythrozyten bin-
dende Antigen (EBA) 175 (EBA-175) (209) und GPC fur EBA-140 (224) von
Plasmodien. Bei ersten Analysen zum Nachweis von GPA und GPC war zu sehen,
dass die Erythrozyten von Malariapatienten eine verminderte Bindung des spezifischen
Antikorpers (Ak) gegen GPA bzw. GPC aufweisen.

Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass bei einer Infektion mit P.
falciparum Antigene des Parasiten freigesetzt werden, die spezifisch an Oberflachen-
rezeptoren, wie hier Glykophorin A oder C, binden, so dass die Zuganglichkeit dieser
Molekule fir den monoklonalen Ak vermindert ist.

Es konnte gezeigt werden, dass bei einer Malaria tropica die roten Blutkdrper-
chen an der Oberflache verandert sein kdnnen. Moleklle des Parasiten kdnnen
wahrend der Freisetzung von Merozoiten an der Membran nicht infizierter RBC haften
bleiben, hier am Beispiel von GPA und GPC gezeigt. An diese veranderte Oberflache
konnen Antikorper (z.B. 1IgG und IgM) und Komplementmolekule (z.B. C3d) binden und
zur Eliminierung fuhren. In der Studie konnte allerdings nicht nachgewiesen werden, ob
es tatsachlich zu einer Antikérper- oder Komplementbindung an diese veranderten
Erythrozyten und in der Folge zum Abbau der betroffenen RBC kommt. Es sind weitere

Studien erforderlich, um diesen Aspekt zu klaren.

6.2.3 Insertion von P.f.-GPI in die Erythrozytenmembran

Viele humane GPI-verankerte Proteine sind Rezeptoren, wie z.B. FcyRIII (CD16)
und der Komplementrezeptor CD55, oder Membran assoziierte Enzyme wie z.B. die
alkalische Phosphatase. Diese Proteine bewegen sich frei in der Lipiddoppelschicht und
kdnnen mit anderen Membranmolekullen interagieren. Bei der paroxysmalen nacht-
lichen Hamoglobinurie kann ein Mangel bzw. das Fehlen der Komplementrezeptoren
CD55 und CD59 durch einen Zell-Zell-Transfer der GPI-verankerten Proteine korrigiert
werden (212).

Rifkin und Landsberger haben Untersuchungen zu Trypanosoma brucei, einem
weiteren humanpathogenen Protozoen, angestellt. Sie fanden heraus, dass es einen in-
terzellularen Transfer von GPI verankerten Oberflachenglykoproteinen (engl. variant

surface glycoprotein, VSG) zwischen Trypanosomen und Erythrozyten bei Trypa-
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nosoma brucei, einem Erreger der Trypanosomiasis, gibt (191). Diese Ergebnisse
haben sie zu der Hypothese veranlasst, dass VSG sensibilisierte RBC von spezifischen
Antikdrpern erkannt und durch Komplementaktivierung lysiert werden. Sie haben
postuliert, dass dieser Mechanismus zur Anamie bei einer Trypanosomiasis beitragt.

Im Laufe der vorliegenden Arbeit wurden zahlreiche Versuche mit chemisch
synthetisiertem P.f.-GPI und naiven Erythrozyten durchgefuhrt. Es wird angenommen,
dass das synthetische P.f.-GPl Mizellen formt, welche mit der Zellmembran
verschmelzen und so in die Zellmembran inserieren kdnnen. Dabei wird der Glykanteil
auf der Aussenseite der Zelle prasentiert und kann so von spezifischen Antikdrpern
erkannt werden (105, 131).

Die Ergebnisse lassen sich folgendermalien zusammenfassen: (i) Nur RBC, die
dem komplett lipidierten GPI exponiert waren, wurden von Antikérpern erkannt und
zeigten erhohte Fluoreszenzsignale im Durchflusszytometer. Dagegen zeigten RBC, die
Kontakt zu nicht lipidertem P.f.-GPI hatten, keine Antikorperbindung. Dies spricht dafur,
dass physiologischerweise der Lipidschwanz des P.f.-GPI-Moleklls essentiell fur die
Insertion in die Zellmembran ist. (ii)) Es wurden erhdhte Fluoreszenzsignale bei
Verwendung des Serums des Patienten mit akuter Malaria registriert, nicht aber mit
dem Serum eines Gesunden, der nicht malariaexponiert war. Die Antikdrper gegen P.f.-
GPI sind folglich spezifisch durch eine Malaria induziert. (iii) Die Zugabe des Detergens
Triton X-100 wahrend der Inkubation des P.f.-GPI mit RBC bewirkte eine
dosisabhangige Verstarkung der Erkennung. Der Befund lasst darauf schlielen, dass
das Detergens die Insertion des P.f.-GPI in die Zellmembran (siehe i), wahrscheinlich
durch Mizellenbildung, erleichtert. Die unterschiedlichen Triton X-100-Konzentrationen
waren so niedrig gewahlt, dass die RBC weder lysierten noch mikroskopisch verandert
waren. (iv) Inkubation der RBC mit P.f.-GPI bei 4°C resultierte in einer verminderten
Erkennung durch Serumantikdrper. Als Ursache hierfir kommt eine verminderte
Membranfluiditat bei 4°C in Betracht. (v) Die Insertion von P.f.-GPI in die Membran war
in Bezug auf die Menge an P.f.-GPIl und RBC dosisabhangig, wobei die Korrelation der
Erkennung mit P.f.-GPI positiv und mit RBC negativ war. (vi) Eine Prainkubation des
P.f.-GPI mit Patientenserum hatte eine signifikante Verringerung der Erkennung des
P.f.-GPI zur Folge. Diese Beobachtung deutet auf eine P.f.-GPI-Neutralisierung durch
anti-P.f.-GPI-Antikdrper im Serum hin.
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Diese Ergebnisse sprechen daflr, dass synthetisches P.f.-GPI in die Membran
nicht infizierter RBC inserieren kann. Das in die Membran eingebettete P.f.-GPI wird in
der Folge von spezifischen Antikdrpern aus dem Serum von Malariapatienten erkannt.

Die Analyse der Antikdrperisotypen der hier vorgestellten Ergebnisse ergab, dass
bei dem erwachsenen Patienten mit einer schweren akuten Malaria die Aktivitat der
IgM-Ak in der akuten Phase am hdchsten war, wohingegen die Aktivitat der 1gG-Ak
gering war. Diese Situation ahnelt der akuten Phase anderer Infektionen. Die Spezifitat
der IgG- und IgM-Ak, die mit dem P.f.-GPI-Glykanteil reagieren, ist hier ebenfalls mit
einem Kohlenhydratmikroarray gezeigt worden (109). Die Ergebnisse aus dem Array-
Test beruhen auf einer anderen Methodik als der Test mit sensibilisierten RBC, sodass
beide Tests nicht direkt vergleichbar sind. Dennoch kann man die relativen Veran-
derungen innerhalb eines Tests vergleichen. In beiden Tests wurden ahnliche Verlaufe
der IgM-Reaktivitaten des Serums nach Beginn der Therapie beobachtet. Die Verlaufe
der IgG-Reaktivitaten differieren jedoch. Der Mikroarraytest wurde auch mit kirzeren
Glykanteilen des P.f.-GPI-Molekuls durchgefuhrt. Die Antikérperbindung war jedoch
deutlich geringer als mit dem kompletten Glykanteil. Dies spricht daflir, dass die
Antikdrper aus Patientenserum gegen den gesamten Glykanteil gerichtet sind.

Der Erythrozytentest hat gezeigt, das im Verlauf der Infektion bei dem Patienten
mit akuter schwerer Malaria die Reaktivitat der IgM-Antikdrper abnahm, wahrend die
IgG-Ak-Reaktivitat zunachst auf einem gleich bleibenden Niveau blieb und erst gegen
Ende der Infektion anstieg. Studien von Boutlis et al. und Naik et al. kamen zu
ahnlichen Ergebnissen. Sie haben das Vorkommen von IgG-Ak im Serum von
Malariapatienten wahrend und nach einer Infektion untersucht. In diesen Studien
wiesen Erwachsene eine persistierende Antikdrperantwort auf (31, 165). Bei Kindern
jedoch nimmt die Pravalenz von anti-P.f.-GPI-IgG-Ak nach der Infektion schnell ab (30).
Zusatzlich konnte ein Unterschied im Vorkommen von IgM-Ak zu unterschiedlichen
Zeiten der Malariatransmission festgestellt werden. Zu Beginn und mitten im
Ubertragungszeitraum ist der IgM-Ak-Spiegel bei gesunden Kindern signifikant héher
als gegen Ende (42). Diese Befunde deuten darauf, dass mit abnehmender Malaria-
exposition die IgM-Antikdrper im Serum ebenfalls abnehmen. Zu diesen Ergebnissen
passt die Beobachtung, dass bei dem Patienten mit schwerer akuter Malaria nach der

Behandlung die IgM-Reaktivitaten abnahmen.
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Die Analyse der Reaktivitaten von Antikdrpern aus dem Serum von Kindern mit
einer schweren Malaria in der vorliegenden Arbeit hat gezeigt, dass bei Kindern die
Reaktivitat von 1gG-Antikdrpern in der akuten Phase hdher ist als die IgM-Ak-
Reaktivitat. Boutlis et al. und de Souza et al. erzielten in ihren Studien vergleichbare
Ergebnisse (31, 52). Sie konnten zeigen, dass Kinder unter funf Jahren keine IgM-Ak
gegen P.f.-GPI und geringe IgG-Spiegel haben. Mit steigendem Alter nimmt die Prava-
lenz sowohl von IgG- als auch von IgM-Ak gegen P.f.-GPIl im Serum zu.

In bisherigen Studien wurden die hdchsten Antikorperspiegel gegen P.f.-GPI bei
Kindern mit schwerer Malaria festgestellt (42, 52). Es konnte demonstriert werden, dass
Antikdrper gegen das Malariatoxin einen Schutz bieten. Ein synthetischer P.f.-GPI-Impf-
stoffkandidat hat die Bildung von anti-GPI-Antikérpern induziert, welche die proinflam-
matorische Aktivitat des Malariatoxins neutralisiert haben (202).

In der vorgestellten Arbeit konnte gezeigt werden, dass synthetisches P.f.-GPl in
die Membran von naiven, nicht infizierten Erythrozyten inserieren kann, und dass durch
eine Malaria die Bildung spezifischer Antikrper gegen dieses Molekul induziert wird.
Diese Antikorperantwort hangt vom Alter der Patienten ab: Je junger der Patient, desto
mehr dominieren 1gG-Ak, wohingegen bei erwachsenen Patienten eine IgM-Antwort in
der akuten Phase vorherrscht. Es bleibt jedoch offen, welche Rolle die Insertion von
P.f.-GPI in die Erythrozytenmembran und die anschliessende Erkennung durch anti-
P.f.-GPI-Ak bei der Entstehung einer Malaria assoziierten Anamie spielt. Dieser Aspekt

ware es wert, in Zukunft in weiteren Studien untersucht zu werden.
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6.3 Nachweis von Hamozoin im Durchflusszytometer

Haufig wird die periphere Parasitendichte als Mal} fur die Schwere einer
Malaria herangezogen, jedoch korreliert die Parasitamie nicht gut mit der Schwere
der Krankheit. Dies kann an der Sequestration von Parasiten im Endothel und der
Mikrovaskulatur lebensnotwendiger Organe liegen. Eine gro3e Menge des Parasiten-
abbauproduktes Hamozoin ist wahrscheinlich die Folge einer hohen Parasitendichte
im Blut und kdnnte einen besseren peripheren Marker fur die Parasitenbiomasse im
Parasiten darstellen (144).

Im Blut wird freies Hamozoin von Fresszellen (Monozyten, neutrophile Granu-
lozyten) aufgenommen. Weiterhin kann Hamozoin auch zusammen mit infizierten
RBC phagozytiert werden (154). Hamozoin haltige Leukozyten sind aufgrund der
depolarisierenden Eigenschaften der Hamozoinkristalle auch in einem Durchfluss-
zytometer mit Filtern fur depolarisiertes Licht gut nachweisbar.

Verschiedene Studien konnten einen Zusammenhang zwischen Hamozoin
und Dyserythropoiese sowie Malariaanamie herstellen. Erhohte Vorkommen von
Pigment tragenden Monozyten (PCM) bei Kindern sind mit einer schweren Malaria-
anamie assoziiert worden (19, 38, 117). In keiner dieser Studien sind Pigment haltige
Leukozyten (PCL) jedoch mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen worden. In
vielen Studien wurden Hamozoin haltige Leukozyten mit Hilfe der Mikroskopie aus-
gezahlt, wobei 100 Neutrophile und 30 Monozyten ausgewertet wurden (11, 19). Die
Subjektivitat des Auszahlenden und die relativ geringe Zahl an PCL konnen leicht zu
Ungenauigkeiten fuhren. Untersuchungen von Hanscheid und anderen konnten zei-
gen, dass sich Hamozoin haltige Zellen gut im Durchflusszytometer nachweisen las-
sen (88, 94-96, 205, 234), und dass mit dieser Methode eine Sensitivitat und Spe-
zifitat von uber 90% erreicht werden kann. Dies macht die Diagnose der Malaria
mittels Durchflusszytometrie moglich (93). Die verschiedenen Gerate basieren jedoch
auf unterschiedlichen Computerprogrammen. Zudem ist die Anschaffung eines
Durchflusszytometers teuer.

Die Leukozyten im peripheren Blut der Patienten des gut definierten Kollektivs
wurden in der vorliegenden Studie mit Hilfe eines Durchflusszytometers auf das Vor-
kommen von Hamozoin untersucht. Es fallt auf, dass in den Anamiegruppen (Grup-
pen | und Il) sowohl die Anzahl als auch der Anteil an PCM und PCN (Pigment tra-
genden Neutrophile) signifikant erhoht sind im Vergleich zu anderen Patienten und
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Kontrollen. Dies ist konsistent mit Ergebnissen der Studien von Awandare und
Casals-Pascual, die ihre Ergebnisse jedoch mit anderen Methoden erzielt haben (19,
38).

Es ist bei der Analyse der Ergebnisse zu bedenken, dass durch die Aufnahme
von Hamozoin bei den Monozyten die Streulichteigenschaften verandert werden
kénnen. Die Folge ist, dass sich ein Teil der Monozyten im Streudiagramm des
Vorwartsstreulichts (x-Achse) gegen das Seitwartsstreulicht (y-Achse) aufgrund einer
gestiegenen Granularitat in die Region der Neutrophilen verschieben konnen. Daher
sollte die Monozytenpopulation besser uber eine Farbung mit einem anti-CD14-Ak
bestimmt werden. Dieses Problem ergab sich allerdings erst nach der Auswertung in
einer wissenschaftlichen Diskussion mit T. Hanscheid (Universitat Lissabon,
Portugal) und konnte bei diesen Analysen nicht mehr bertcksichtigt werden.

Im Allgemeinen ist der Anteil an pigmenthaltigen Neutrophilen (PCN) geringer
als der Anteil an pigmenthaltigen Monozyten (PCM), was an der kurzeren
sogenannten ,clearance rate“ (engl., Zeit bis zur vollstandigen Entfernung dieser
Zellen aus der Zirkulation) der Neutrophilen liegen kann. PCN kennzeichnen
aufgrund der kurzen ,clearance rate von rund zweiundsiebzig Stunden eine kurzlich
stattgefundene Phagozytose von Hamozoin, wohingegen langlebige PCM mit einer
,Clearance rate” von ca. neun Tagen den Krankheitsverlauf weiter zurtckliegender
Tage widerspiegeln (51, 168). Der Anteil an PCM ist signifikant erhoht in Patienten
mit schwerer Malaria, jedoch unterscheidet sich dieser nicht zwischen Gesunden,
asymptomatischen Patienten und Patienten mit milder Malaria. Der Anteil der PCN
hingegen korreliert gut mit der Schwere der Krankheit und scheint demzufolge ein

besserer prognostischer Indikator fur die Schwere der Malaria zu sein (11, 144).

6.3.1 Entdeckung einer besonderen Leukozytenpopulation

Vollig neu war das Auftreten einer weiteren Population von Leukozyten, die in
der Lage ist, Himozoin zu phagozytieren. Ahnlich wie bei den PCM und PCN, jedoch
noch starker ausgepragt, sind auch hier die hochsten Anteile Hdmozoin haltiger
Zellen in den Anamiegruppen | und Il zu finden. Diese hier CD16%™ genannten Zellen
sind schwacher positiv fur Fcy-Rezeptor Ill (CD16) als die Neutrophilen, lassen sich
jedoch aufgrund ihrer Streulichteigenschaften eher den Lymphozyten zuordnen. Es
besteht die Vermutung, dass es sich hier um unreife Monozyten oder um
dendritische Zellen handelt (199). Dieser Verdacht kam in einer Diskussion mit
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Experten der Durchflusszytometrie, H. Shapiro (Center for Microbial Cytometry and
Howard M. Shapiro, West Newton, MA, USA) und T. Hanscheid, auf. Dafur spricht,
dass junge Monozyten ebenfalls CD16 exprimieren konnen (199, 221). Eine weitere
Vermutung ist, dass diese CD16°™ genannten Zellen natiirliche Killerzellen (NK-
Zellen) sind. Dagegen spricht, dass NK-Zellen nicht phagozytieren konnen, die
CD16%™-Population aber Hamozoin enthalt.

Mit den vorliegenden Methoden und den damit gewonnenen Daten konnte
diese Population allerdings nicht identifiziert werden. Es sind weitere Studien mit
Malariapatienten erforderlich, um die Identitat dieser Population aufzudecken und die
Bedeutung dieser Zellpopulation bei der Pathophysiologie der Malariaanamie einzu-

schatzen.
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Gefahrstoffverzeichnis

11 Einstufung und Kennzeichnung von Gefahrstoffen

Die verwendeten Chemikalien wurden nach §6 der Gefahrstoffverordnung
(GefStoffV) sowie nach der europaischen Richtlinie 67/548/EWG, Anhange I, Ill, 1V,
und nach GHS wie folgt eingestuft.

Tabelle 6: Verwendete Gefahrstoffe.

Chemikalie Gefahrensymbol R-Siétze S-Sétze
Ethidiumbromid T+ 22-26-68 28-36/37-45-63
N,N-Diisopropylethylamin | F, C 11-22-34-52/53 16-26-36/37/39-45-60
N,N-Dimethylformamid T 61-20/21-36 53-45

6-Maleimidohexansaure-
Xn 36/37/38-40 26-36/37
N-hydrosuccinimidester

23/24/25-38-41-43-

B-Mercaptoethanol T,N 26-36/37/39-45-60-61
50/53

Natriumazid T+ N 28-32-50/53 28-45-60-61

Triton X-100 Xn, N 22-41-51/53 26-39-61

Keiner der verwendeten Stoffe fallt in die Kategorie | oder Il der krebserzeu-

genden, erbgutverandernden und fortpflanzungsgefahrdenden Stoffe (KMR-Stoffe).
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