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1 Einleitung
1.1 Zielsetzung der Arbeit

Zielsetzung der Promotionsarbeit war, den Zusammenhang zwischen
Einzelmutationen des auf der Chromosomenregion 5q31 gelegenen Interleukin-3-
Gens (/L-3) und dem Zeitpunkt und der Infektionsdynamik der ersten Plasmodien-
Infektionen von Kindern aus einer holoendemischen Region West-Afrikas zu
untersuchen.

Es wird angenommen, dass die hohe Mortalitédt der Malaria vor dem reproduktiven
Alter einen bedeutenden Selektionsdruck auf das humane Genom ausgelbt hat.
Zeitpunkt und Verlauf der ersten Infektionen mit Plasmodium falciparum im
Kleikindalter sind entscheidend fur das Risiko des Auftretens einer schweren Malaria
tropica. Die Arbeitshypothese ist, dass Zeitpunkt der ersten Plasmodium-Infektion
und Dynamik folgender Infektionen von genetischen Wirtsfaktoren abhdngen. Um
solche Genvarianten zu identifizieren und damit die Hypothese zu Uberprifen, wurde
eine molekularbiologische Typisierung von Varianten des /L-3-Gens durchgefiihrt,
die moglicherweise fir eine Parasitdmie mit P. falciparum, eine milde klinische
Malaria, und eine Malaria-bedingte Anamie pradisponieren oder vor diesen
Auspragungen schitzen kénnen.

Das Gen von /L-3 wurde aus der Chromosomenregion 5931-33 ausgewahlt, die in
Segregationsanalysen mit der Kontrolle von Parasitdmie und Reinfektionsdynamik
bei jungeren Individuen assoziiert wurde. Der beobachtete Einfluss wurde einem
komplexen genetischen Faktor zugeschrieben und war bei jungeren Individuen
starker assoziiert als bei alteren Kindern. Neben dem Alter der ersten Infektionen
zahlt auch der damit verbundene immunologische Status der infizierten Kinder als
wichtiger Faktor fur den Verlauf der Malariapathogenese [1-3]. Dieser Einfluss ist in
Fall-Kontroll- und Querschnitts-Studien schwierig zu untersuchen. Auch in murinen
Modellen ist dieser Aspekt nicht experimentell zu analysieren. Longitudinale Studien
mit Patienten, wie in dieser Arbeit beschrieben, sind adaquat fir die Untersuchung
von Risikofaktoren der milden Malaria in den ersten Lebensjahren.

Die Assoziationsanalysen fanden anhand von Daten einer klinisch-
epidemiologischen Kohortenstudie mit 1070 Kindern statt, die im Alter von drei
Monaten rekrutiert worden sind und Uber einen Zeitraum von zwei Jahren in einem

Gebiet Ghanas untersuchr wurden.



1.2 Malaria: Einfiihrung und Epidemiologie

Malaria ist die wichtigste parasitéare Erkrankung des Menschen und gehdért zu den
Infektionserkrankungen mit der hdchsten Morbiditdt und Mortalitdt weltweit. Die
Malaria betrifft vor allem die Bevdlkerung von Ressourcen-armen Landern mit einem
fur die Transmission der Parasiten gunstigen Klima [4] und ist endemisch in Sud-
Ostasien, Stdamerika, Ozeanien und Afrika (Abb. 1).

Die Mortalitdt der Malaria akkurat zu bestimmen ist problematisch. Die meisten
Todesféalle einer Malaria geschehen zu Hause und die Informationen Uber die
Todesursache werden meist in Form von Befragungen post-mortem erhoben, was
eine ungenaue Methode darstellt [5]. Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) deuten auf 225 Millionen Erkrankungsfalle weltweit im Jahr 2009 hin. Etwa
781 Tausend Todesfalle wurden registriert, davon 91% in Afrika. Im selben Jahr
betrafen 85% der Malariatodesfalle weltweit Kinder unter 5 Jahren [6]. Malaria ist
2008 verantwortlich fur 8% der globalen Todesfélle und 27% der Todesfélle in Afrika
von Kindern unter 5 Jaren gewesen [7]. Die indirekten Auswirkungen von Malaria auf
andere Infektionskrankheiten sowie Andamie und die Erndhrungssituation fihren zu
weiteren Todesféllen [8]. Neben jungen Kindern stellen Schwangere eine weitere
wichtige Risikogruppe fur die Erkrankung an P.-falciparum-Malaria dar. Besonders
bei Erstschwangeren fluhrt Malaria zu schwerer Andmie, niedrigem Geburtsgewicht
und Frahgeburtlichkeit [9].

Die Entwicklung von Medikamentenresistenzen verstérkt die Mortalitdt und Morbiditat
der Malaria. Bedeutsam ist vor allem die Zunahme der Resistenz gegen Chloroquin
und Sulfadoxin-Pyrimethamin, welche als sehr preiswerte antiplasmodiale

Medikamente in Afrika weitreichende Anwendung finden [10,11].



Abb. 1 Einteilung der Malaria-Endemiegebiete; hellgriin: hypoendemische Gebiete
(Infektionspravalenz bei Kindern < 10%); grin: mesoendemische Gebiete (Infektions-
Pravalenz bei Kindern 11 — 50%); dunkelgrin: holo- und hyperendemische Gebiete
(Infektionspravalenz bei Kindern > 50%); gelb: unklassifizierte Gebiete (Grafik nach Snow et
al., 2005 [4]).

1.3 Infektion mit P. falciparum
1.3.1 Lebenszyklus von P. falciparum und Pathogenese der Malaria

Die Malaria ist eine parasitdre Infektion, deren Transmission Uber den Stich von
infizierten weiblichen Anopheles-Moskitos erfolgt und durch Protozoen des Genus
Plasmodium verursacht wird. Neben P. falciparum (Malaria tropica), zahlen auch P.
vivax (Malaria tertiana), P. ovale (Malaria tertiana), P. malariae (Malaria quartana)

und P. knowlesi zu den humanpathogenen Malariaparasiten.



Abb. 2 Lebenszyklus des Plasmodiums im Menschen (freundlicherweise vom

Klaus Jurries zur Verfugung gestellt).

Durch den Stich der Mucke wird wahrend der Blutmahlzeit Speichel in die
menschliche Blutbahn inokuliert, welcher Sporozoiten enthélt, die dann innerhalb von
wenigen Minuten in Hepatozyten eindringen. Dort kénnen die Sporozoyten sich 9-16
Tagen aufhalten [12]. Jeder Sporozoyt bildet von zehn bis zu mehreren tausend
intrazelluldren Merozoiten aus (exoerythrozytére Schizogonie). Kurzlich wurde in
einer Studie mit P. berghei entdeckt, dass die Parasiten Uber sogenannte
Merosomen durch den Disséschen Raum in die Leberkapillaren geschleust werden
[13].
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Gefolgt wird die Gewebsschizogonie von der erythrozytdren Schizogonie, die mit der
komplexen Invasion der roten Blutkérperchen anfangt. Merozoiten binden an
Oberflachenmolekile von Erythrozyten und dringen in die Zelle ein. Im infizierten
Erythrozyten durchlduft der Parasit verschiedene Entwicklungsstadien und repliziert
sich. Die durch die Lyse infizierter Erythrozyten freigesetzten Merozoiten kdénnen
weitere nicht infizierte Erythrozyten befallen. Die Parasitenfreisetzung ist die Ursache
der fieberhaften Episoden. Die asexuelle Parasitenzahl im Blut ist ein Mal} der
Infektionsintensitat [14].

Die in befallenen Erythrozyten exprimierten Plasmodienantigene und -toxine, wie
beispielweise  das  Glycosylphosphatidylinositol-Membranprotein ~ [15]  und
Malariapigment [16], stimulieren die endogene Produktion vom Tumornekrosen-
Faktor-o. und anderen proinflammatorischen Zytokinen (zum Beispiel bestimmte
Interleukine, Interferon-y, und Lymphotoxin-a) in pathologischen Mengen Uber T-
Zellen und Makrophagen, die zu der klinischen Manifestation der Erkrankung
beitragen [17]. In geringe Mengen haben proinflammatorische Zytokine und
Mediatoren einen protektiven, antiparasitdren Effekt. Werden sie Uberproduziert,
tragen sie zur Pathologie der Infektion bei. Die Uberproduktion von Zytokinen fiihrt
sowohl zu Fieberentwicklung als auch zu erhéhter Zytoadhérenz, abnormer
Erythropoese und BewulBtseinstérungen. Die induzierbare NO-Synthase (iINOS) wird
bei Infektion mit dem P. falciparum stark exprimiert, bewirkt eine lokale Stickstoff-
Monoxid (NO)-Konzentration im Gewebe und wird mit zerebralen Symptome und
immun-suppressiven Effekten assoziiert [18,19]. Andererseits wurde beschrieben,
dass hohe systemische NO-Konzentrationen bei afrikanischen Kindern vor schweren
Verldufen der Malaria geschitzt hat [20]. Eine besondere Rolle spielt Glycosyl-
Phosphatidylinositol, welches in Makrophagen die Produktion von TNF-a, IL-1 und
INOS [21] sowie die Expression von Adhasionsmolekilen wie intercellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1) und vascular adhesion molecule-1 (VCAM-1) [22] stimuliert.
Nach Durchlaufen mehrerer Entwicklungsstadien, differenziert sich ein Teil der
neugebildeten Merozoiten zu Mikro- und Makrogametozyten, welche nach einem
Stich einer Anopheles-Micke in den Gastrointestinaltrakt des Insektes aufgenommen
werden. In der Micke findet die sexuelle Reproduktion statt. Der Miickenzyklus wird
mit der zu den Speicheldrisen gewanderten neugebildeten Sporozoiten

abgeschlossen [23].
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1.3.2 Klinik der Malaria tropica

Die funf verschiedenen Plasmodien unterscheiden sich in Morphologie,
Wirtsimmunantwort, Ausbreitungstendenzen, und Ansprechbarkeit auf
medikamentdse Behandlung. Gemeinsam neigen sie zu febrilen Episoden und zum
periodischen Paroxysm mit Schuittelfrost und Schweissausbruch. Weitere
Symptome - Kopf- und Gliederschmerzen, Ubelkeit, Schwéche und Prostration -
werden auch beobachtet [24]. Jedoch ist P. falciparum der klinisch bedeutsamste
und gefahrlichste Erreger der Malaria.

Die klinische Manifestation der Malaria basiert auf folgenden Mechanismen: der
Erythrozytenlyse mit Freisetzung von parasitaren und erythrozytaren Bestandteilen in
den Blutkreislauf, Minderperfusion lebenswichtiger Organe sowie der
Begleitreaktionen des Organismus auf diese Vorgange. Die Klinik zeigt sich als milde
Form einer akuten fieberhaften Episode und Andmie, oder als schwere Form, welche
ein komplexes Syndrom mit lebensbedréhlichen Komplikationen beinhaltet [25] und
bei Kindern bereits nach 1-2 Tagen auftreten kann [26]. Unterschiedliche
Komplikationen, wie Bewustseinstérung bis hin zum Koma, schwerer Andmie sowie
metabolische Azidose und Hypoglykdmie, kdnnen auftreten [27]. Das Koma wird als
Symptom einer zerebralen Malaria gedeutet und entsteht infolge einer
Sequestrierung parasitierter und auch nicht parasitierter roter Blutkdrperchen
(Rosettenbildung), die auf die mikrovaskulare Adharenz infizierter Erythrozyten an
bestimmten Kapillarendothelzellenrezeptoren zurltickzufihren ist [27,28].

Ablauf und Auspragung variieren in Abhangigkeit von Parasit (Ausmal} der
Parasitdmie, Stdmme) und Patient (aktueller Immunstatus und Erndhrungszustand,
sowie von Alter, Chemoprophylaxe und Therapie). Zu der Arbeitsdefinition der WHO
eines Malariafalles gelten ,Fieber mit Parasitamie®, welche antimalarisch therapiert
werden sollten [6].

Besorgniserregend ist die schwere Form der Malaria, welche in endemischen
Gebieten zwischen 1-2% der Einwohner beféllt [29]. Unter Betrachtung
wirtschaftlicher Faktoren und quantitativer Morbiditat steht wiederum die milde
Malaria im Vordergrund [4,30, 31].

Bei deutlicher Parasitdmie tragt die Lyse der infizierten Erythrozyten am Ende der
Blutschizogonie zum zweiten Hauptmerkmal der milden Malaria bei: der Andmie. In
endemischen Gebieten beféllt sie vor allem Kleinkinder [32] und kann sich als

12



chronische, subakute oder akute, zum Teil sogar lebensbedrohliche Form,
manifestieren [25]. lhre Pathogenese ist multifaktoriell und kann sowohl eine
intravaskularen Hamolyse, als auch eine makrophagische Zerstérung von infizierten

und nicht infizierten Erythrozyten und Knochenmarksdysfunktion beinhalten [33].

1.3.3 Immunitat gegen Malaria

Bei kontinuierlicher Parasitenexposition und héaufigen Infektionen werden
kérpereigene Abwehrmechanismen aktiviert und Antikdrper gegen die verschiedenen
Entwicklungsstadien der Parasiten ausgebildet. Die Mechanismen der Teilimmunitat
sind sowohl spezies- als auch stadienspezifisch [34] und die Variation der
ausgeschutteten Immunglobulinmenge ist alters- und expositionsabhangig [35].

Die Zielpopulation unserer Studie bewohnt die Ashanti-Region in Zentralghana, ein
holoendemisches Gebiet fir Malaria, in dem ihre Transmission relativ stabil ist. Dort
liegt eine hohe Erkrankungspravalenz im frihen Kindesalter. Bei &lteren Kindern
treten gehaduft asymptomatischer Parasitdmien auf, als Resultat einer partiellen
Immunitat, die bei Bewohnern endemischer Gebiete in den ersten Lebensjahren
ausgebildet wird [36]. Davon ist die Leihimmunitat Neugeborener und das hohe Mal}
an fetalem Hamoglobin in den ersten Monaten zu differenzieren, weshalb Sauglinge
in den ersten 3-6 Monaten nur selten an einer Malaria erkranken [37]. Nach
kontinuierlichem Nachlassen dieses protektiven Effekts sind die Kinder in den ersten
Lebensjahren besonders fur schwere Verlaufsformen der Malaria anfallig.

Die Malaria bei Erwachsenen ist meist chronisch und oft durch einen Zustand als
asymptomatische Parasitentrdger gekennzeichnet [38]. Diese Form der Immunitat
gegen Plasmodien ist unvollstdndig und auf regelmélige Neuinfektionen
angewiesen, weshalb sie als Teilimmunitdt bezeichnet wird. Eine gleichzeitige
Koinfektion mit Helminthen kommt in tropischen Gebieten haufig vor und moduliert
die Immunantwort auf Malariaparasiten zu einer stéarkeren antiinflamatorischen
Wirkung [39].

Vermutlich wird die Teilimmunitat in einem zweistufigen Mechanismus aufgebaut:
jener der klinischen Immunitdt und der der antiparasitdren Immunitat. Zuerst
entwickelt sich die klinische Immunitéat, in der pyrogenen Effekte der Malaria-Toxine
neutralisiert werden. Im pre-erythrozytaren Stadium zeigt sich eine kleine, natirlich

erworbene Immunitéat, die anscheinend CD4+ und CDS8+ involviert und Ziel von
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Vakzinentestungen ist [40]. Die klinische Immunitdt kann erneut in zwei Typen
unterteilt werden: solche, welche das Risiko eines Malaria-Todesfalles verringert und
eine weitere, die die Intensitat klinischer Symptomen reduziert [24]. Nach parasitarer
Stimulation kommt es zur Bildung von Antikdrpern gegen Iésliche Malaria-Toxine und
Malaria-Antigene, daraus resultiert eine tUbermafige Aktivierung von Makrophagen
und T-Zellen, die Zytokine freisetzen [41] und zur weiteren Aktivierung von
wirtseigenen Monozyten, neutrophilen Granulozyten, T-Zellen und nattrlichen
Killerzellen beitragen. Sie nehmen an der Immunantwort der Leber- und Blutstadien
teil [42]. Hohe Titer an anti-GPI-Antikérpern werden mit klinischer Immunitat gegen
Malaria assoziiert [43]. Die erhdhte Produktion von IFN-y tGber TH1-Zellen im
Blutstadium wird vermutlich zu einer Uberwiegend antiinflammatorischen Antwort
umgeschaltet. Hohe IFN-y-Titer werden bei symptomatischen Kindern beobachtet
und kénnen vermutlich die Parasitenreplikation bei Malaria limitieren und somit die
Krankheitsprogression minimieren [35]. Bei Patienten mit ausgebildeter klinischer
Immunitat wurden in vitro niedrige IFN-y-Titer nach Stimulation mit Malaria-Antigen
festgestellt [44]. Zudem zeigte die Induktion der antiinflammatorischer Zytokine, TGF-
B, im murinen Modell, eine protektive Immunantwort mit langsamem
Parasitenwachstum in der Frihinfektion und eine verringerte Pathologie der Malaria
in der Spatinfektion [45]. Die Eliminierung von infizierten Hepatozyten wird von der
zelluldren Immun-antwort unterstitzt und vermittelt einen Schutz vor hohen
Parasitdmien. Die anti-parasitare Immunitdt wird sehr langsam erworben, da die
Parasiten genetisch und antigenisch unterschiedlich sind [24].

Weiterhin kénnen bestimmte genetische Wirtsfaktoren einen nattrlichen Schutz vor

Malaria vermitteln.

1.4 Malaria und genetische Wirtsfaktoren
1.4.1 Wirtsgenetischer Einfluss auf Malaria

Der Einfluss der Humangenetik auf die Auspragung der Malaria ist seit Jahrzehnten
bekannt. Genomweite Studien oder die Analyse von Kandidatengenen stellen einen
Weg zur ldentifizierung des molekulargenetischen Fundaments des Immunabwehr
gegen Malaria dar und decken den Zusammenhang zwischen genetischer

Pradisposition und Malaria auf.
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In genomweiten Studien werden Millionen Basenpaare sequenziert, in der Hoffnung
unbekannte Zusammenhédnge zu entdecken, die vor allem zur Klassifizierung
klinischer Entitdten beitragen kénnen. Am besten eignen sich zur Untersuchung die
Allele, welche die gréossten Frequenzenunterschiede  zwischen  den
Hauptbevélkerungsgruppen zeigen. Wenn der Einfluss einer bestimmten
Basensequenz auf den Verlauf einer Erkrankung hindeutet, bezeichnet man das
entsprechende Gen als Kandidatengen.

Zahlreiche Evidenzen deuten auf ethnische Unterschiede in Suszeptibilitdt und
Resistenz gegenliber Malaria und zu diversen genetischen Adaptationen von Malaria
hin, insbesondere in Genen, die in Immunitdt, Entziindung und Zelladhasion
involviert sind [46]. Es wird angenommen, dass die Infektion einen bedeutenden
Selektionsdruck auf das humane Genom auslbt, da die Héchstinfektionsrate und
Resistenzentwicklung der P.-falciparum-Malaria vor der Pubertét stattfindet [47]. Die
Protektion bestimmter genetischer Polymorphismen gegen Auswirkungen der Malaria
hat zur Selektion dieser Varianten gefiihrt.

Schon in 1948 schrieb Haldane die so genannte ,Malaria Hypothese®, um die hohe
Frequenzen von Thalassdmie in dem damaligen Malariaendemiegebiet des
Mittelmeerraums zu erkladren: Krankheiten wie Thalassédmie stellen balancierte
Polymorphismen dar, in welchen der physiologische Nachteil sich mit dem Schutz,
den er vor einer Infektionskrankheit bietet, ausgleicht [48]. Letztlich bietet er so einen
selektiven Vorteil fir das Uberleben in Endemiegebieten.

Erblichkeitsschatzungen und Zwillingsstudien bestatigten den Einfluss der
Wirtsgenetik auf die milde Form der Malaria [4], die Parasitémie [1,2,3] sowie die
Immunantwort auf Malaria [49,50], welche bei jungeren Individuen starker
ausgepragt war als bei alteren Kindern [51,52,53]. In burkinische Familien wurden
die milde Malaria und die Histokompatibilitdtskomplexregion (TNF Genlocus) stark
miteinander assoziiert und die genetische Variation innerhalb TNF scheint die
Suszeptibilitdt zu milder Malaria zu beeinflussen [54].

Markeranalysen zeigten einen Einfluss von Varianten des Zytokin-Genclusters 5q31-
33, auf die Parasitdmie [1,2,3]. Die Chromosomenregion 5931-33 wurde zuvor bei
einer Segregationsanalyse in brasilianischen Familien mit einem Locus assoziiert,
der Infektionsintensitat, definiert als Hohe fékaler Eiern, bei Schistosoma mansoni

kontrolliert [55]. Dies weist darauf hin, dass gleiche Gene die Infektionsintensitat
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verschiedener Krankheitserreger beeinflussen. Dazu zeigten Studien mit atopischen
Familien eine Verlinkung von 5q zu rezessiv vererbtem erhéhten IgE Niveau [56,57].
Verschiedene Gene sind involviert in der Suszeptibilitdt und/oder Resistenz zur
Malaria und sie interagieren mit umweltbedingten Variablen und genetischen
Faktoren der Parasiten. Fir die Mengeneinschatzung der Suszeptibilitdt und
Resistenz kdénnen quantitative Phanotypen gemessen werden, welche nach
wiederholten Messungen innerhalb der Studienbevdlkerung ermittelt werden. Unter
den verschiedenen ethnischen Gruppen, die zum Teil sogar dasselbe Gebiet
bewohnen, kann auch die Resistenz gegen Malaria variieren.

Zu den wichtigsten Einzelgenmutationen, die das Vorkommen von Malaria
beeinflussen, gehéren Hamoglobinopathien wie Thalassamie, Hamoglobin S und
HbC. Der Mangel an Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase und Duffy-Antigen sind
wichtige Faktoren zur Malariaprotektion. Es gibt endemische Gebiete, in denen sogar
die Mehrheit der Bevolkerung Trager einer oder mehrerer dieser Genanomalien ist
[58].

Die a-Thalassamien sind im Hinblick auf Malaria besser untersucht als die -Formen,
da sie mit den ehemaligen Endemiegebieten fiir Malaria korrelieren. Zwar erkranken
homozygote Kindern haufiger an P.-vivax-Malaria, doch in etwa 50% wird das Risiko
einer schweren P.-falciparum-Malaria bei Heteterozygoten und Homozygoten fur a+-
Thalassamien gesenkt und vermittelt einen gewissen Schutz vor anderen schweren
Infektionen [59]. Es ist denkbar, dass diese Kinder haufiger eine milde Malaria
bekommen und somit eine ausgepragtere Teilimmunitat entwickeln.

Die Hadmoglobin S-Variante tragt zu etwa 2% der gesamten Variation bei. Dies ist ein
Hinweis auf die noch wenig umfangreiche Aufkldrung von genetischen
Resistenzfaktoren [51]. Aus Fall-Kontroll-Studien ergeben sich Hinweise auf 60-
80%ige Senkung schwerer Malariakomplikationen bei heterozygoten HbS-Tragern.
Neueste Studien weiterhin zeigten weiterhin erhdhte IgG-Antikérper Titer zu
verschiedenen Malariaantigenen bei den Sichelzelltragern [60,61] und eine Erhéhung
des HbS-Schutzes vor Malaria bei zunehmendem Alter [62].

Die Schutzwirkung von HbC vor leichter und schwerer Malaria ist zwar geringer die
des HbS [63], aber die homozygoten HbC-Trager sind mit 93%iger Reduktion von

klinischer Manifestationen der Malaria assoziiert. Deshalb wird angenommen, dass
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HbC die HbS zukinftig in den zur Selektion exponierten Populationen verdréngen
wird [24].

Studien zum Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Mangel zeigen kontroverse
Ergebnisse bezlglich des geschlechtsspezifischen Einflusses der verschiedenen
Varianten auf die Auspragung von Malaria. Eine neue Studie in Sub-Sahara-Afrika
deutet auf eine Schutzwirkung fir die mannlichen Homozygoten und weiblichen
Heterozygoten vor einer schweren Malaria [64].

Zu den eindruckvollsten Krankheitssuszeptibilitdten innerhalb der Menschheit zahit
der genetische SNP des FY Genes, der die meiste Bevélkerung des Sub-Saharan
Afrikas eine komplette Resistenz zur P.-vivax-Malaria bietet [65,66]. Das Duffy-
Antigen ist ein Chemokinrezeptor, welcher in Erythrozyten der meisten Bevdlkerung
vorkommt. Er ist zugleich auch Rezeptor fir diese Plasmodiumart, der den Kontakt

mit der Wirtszelle erlaubt und bei Duffy-negativen Merkmalstradgern verandert ist [46].

1.4.2 Genetische Interaktion zwischen Malaria und dem Immunsystem

Es sind eine Reihe genetischer Varianten bekannt, die den Infektionsverlauf, vor
allem der schweren Malaria tropica, indirekt Uber die Immunabwehr modifizieren
kénnen. Nur wenige Studien beschreiben den genetischen Einfluss auf die

Infektionsdynamik und auf die milde Malaria, was Ziel dieser Arbeit ist.

Konkrete Evidenzen zum Selektionsdruck von Malaria auf das Immunsystem kénnen
den genauen Mechanismus der protektiven Immunitat in natirlich exponierten
Populationen aufdecken und die Entwicklung von effektiven Impfstoffen und
Medikamenten bewirken. Ein wichtiger Schritt zur Erklarung dieses Mechanismus ist
die Erforschung der Wirkung von funktionellen Variationen eines spezifischen Im-
mun-Gens auf den Krankheitsverlauf der Malaria. Immunologisch wichtige Molekile
wie Zytokine und Rezeptoren sind haufige Untersuchungsparameter in Analysen.

Es ist bislang bekannt, dass einzelne Polymorphismen immunologischer Faktoren
den Verlauf der Malaria zu beeinflussen kénnen. Beispielsweise gibt es Varianten
humaner Leukozyten-Antigene (HLA)-Loci (HLA-Klasse-I-Variante HLA-B*53 und
Haplotypen  der  HLA-Klasse-lI HLA-DRB1*1302/DQB1*0501), die an
Antigenprasentation-beteiligte Proteine kodieren und auf eine Protektion gegen und

auf eine Protektion gegen schwere Malaria in Afrika hinweisen [67]. Ein wesentlicher
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Effekt der HLA Region wurde auch im Zusammenhang mit milder Malaria in einer
Kopplungsanalyse von dizygotischen Zwillingen in Gambia festgestellt [68].
Allerdings kann die HLA Assoziation mit Malaria sehr interpopulationheterogen sein,
da HLA Molekilen mit der geographisch variablen Polymorphie der Parasiten
interagieren [69].

Allele des CD40 Ligandes sind assoziiert mit einem Schutz gegen schwere Malaria
bei Afrikanern und die Interaktion von CD40 (B-Zellen) mit dem CD40 Ligand (in T-
Zellen exprimiert) reguliert den Immunglobulin-Klassenwechsel [70].

Das Zytokin TNF-a kann antiparasitdr wirken, indem es Makrophagen und
neutrophile Granulozyten zur Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) und
Sauerstoffradikalen stimuliert [71] und die Phagozytose von infizierten Erythrozyten
anregt [72]. Auch in der Malariapathogenese scheint TNF-a eine Rolle zu spielen.
Verschiedene Varianten, die zu einer erhéhten Expression des TNF-a-Gens flihren,
korrelieren mit zerebraler Malaria und schwerer Anédmie, als Malariakomplikation.
Antagonisiert wird TNF-a- durch das antiinflamatorische Zytokin IL-10 [73], dessen
erhdhte Serumspiegel eine protektive Wirkung gegen schwere Malaria indiziert und
dessen Produktion genetisch festgelegt ist [74].

Neben TNF-a ist auch IFN-y ein wichtiger Risikofaktor fir die Auspragung einer
schweren Malaria. Es wird von TH1-Zellen und natirlichen Killerzellen produziert und
aktiviert vor allem die Makrophagen. In einer Studie mit Mandinka, der
haupt-ethnischen Gruppe Gambias, zeigten die Heterozygotentrager fur die IFNGR1-
56-Variante einen Schutz gegen zerebrale Malaria [75].

Burkinische Fulani, die an weniger Malariaattacken leiden und mehr antimalarische
Antikdrper bilden als die ethnische Nachbargruppen, zeigten in einer Studie eine
erhdhte  Antikorperkonzentration gegen Plasmodien bei den Trager der
Promotor-Variante |L4-524 T. Dieser Einfluss kann zur Malariaresistenz beitragen
[76].

Studien deuteten auf eine protektive Rolle von IL-12 in Malaria hin, mdglicherweise
weil sie die Produktion von IFN-y und die Differenzierung von TH1-Zellen induziert.
Bei tansanischen Homozygotentrager einer Promotorvariante dieses Gens, assoziiert
mit niedriger IL-12-Sekretion, war die NO-Produktion erniedrigt und die Mortalitat bei
zerebraler Malaria erhéht. Dieser Befund konnte bei kenianischen Kindern nicht

bestatigt werden [77].
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Interleukine-1 werden meist von Makrophagen produziert und sind wichtige
inflammatorische Mediatoren einer Immunantwort auf Fieber und Infektion.
Mutationen auf dem IL1A- bzw. andere auf dem IL1B-Gen zeigten eine geringflgige
Assoziation zur Suszeptibilitdt von milder bzw. schwerer Malaria [78].

Die meisten Studienergebnisse variieren noch sehr, sodass bisher noch keine
eindeutigen Aussagen getatigt werden kénnen. Allerdings muss man das Alter und
die immunologische Eigenschaften der infizierten Kindern und die Parasitenstdmme
bericksichtigen, die zur unterschiedlichen Auswirkung eines gleichen

Polymorphismus in den verschiedenen Malariaregionen fihren kénnen [46].

1.5 Interleukin-3
1.5.1 Struktur und Funktion des Interleukin-3

Interleukine z&hlen zu den Zytokinen und sind koérpereigene Botenstoffe des
Immunsystems. Die Interleukin-3 (engl. colony-stimulating factor, multiple) gehort,
zusammen mit IL-5 und dem Granulozyten-Makrophagen-Kolinie-stimulierenden
Faktor (GM-CSF), zur Familie der hamatopoetische Zytokinen, die aus vier
kurzkettigen a-Helix Blindel bestehen. Jeder dieser Zytokine bindet an dem einzigen
a-Rezeptor-Untereinheit (z. B. IL-3Ra fiur IL-3) an. Es gibt eine gemeinsame f3-
Rezeptor-Untereinheit, fc, die keine Zytokine binden kann, die aber

Signaltransduktion vermittelt [79].
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Abb. 3 Struktur der extrazellularen Domane der gemeinsamen humanen f3-
Rezeptor-Untereinheit, welche in IL-3, IL-4 und GM-CSF die Signaltrandduktion vermittelt
(Graphik: Carr et al. 2006).

IL-3 ist meist ein Produkt von aktivierten CD4+-Zellen, nattrlichen Killerzellen und
Mastzellen und wird beispielsweise nach Antigen- oder Mitogenstimulation von
Lyt-1+ -2, einem Antigen zur T-Zell-Diferentierung, produziert [80,81,82]. Uber die
Regulation der T-Zell-Sekretion von |IL-3 ist wenig bekannt. Es wurden
verschiedene T-Zell-Linien identifiziert, die IL-3 in konstanter Menge produzieren,
oder dazu induziert werden [83,84,85].

Eine wichtige Verbindung zwischen dem hamatopoetischen System und dem
Immunsystem stellt IL-3 dar. Dieses Zytokin wirkt in der Proliferation von CD34+
hamatopoetischer Progenitorzellen mit, indem sie zu deren Differenzierung,
Proliferation und Apoptose beitragt, und aktiviert am Ende reife Neutrophilen oder
Makrophagen [82]. Obwohl eine Unterbrechung der [/L-3-Gen-Expression keine
Beeintrachtigung der basalen Hamatopoese verursacht, ist sie fur die
Aufrechterhaltung eines hohen Basophilen- und Mastzellen-Titers erforderlich, die
wichtige Effektorzellen in der TH2 Immunitat zur Parasiten und anderen akuten oder
chronischen immunologischen Antworten wie |IgE-assoziierte allergischen
Reaktionen darstellen [86,87]. IL-3 spielt auch eine wichtige Rolle in der Aktivierung
lokaler Eosinophilen [88], induziert und ermdglicht die Freisetzung von Histaminen
und IL-4 aus Basophilen [89,90] und férdert in vitro die Proliferation von Mastzellen

und Basophilen aus Knochenmarkzellen [91,92,93].
20



Zusammen mit IL-4 oder Interferon-p (IFNg), die auch zu den wichtigsten Zytokinen
der Malariaimmunantwort bzw. -pathogenese gehdéren, ermdglicht [L-3 die
Differenzierung von Monozyten zur dendritischen Zellen [94,95]. In Makrophagen,
erhéht IL-3 die von Lipopolysaccharid-induzierte IL-1 Sekretion und die Expression
der Haupthistokompatibilitdtskomplex Klasse || (MHC-Klasse-Il) [96,97].

Die Rolle von IL-3 in der Arthritis ist noch nicht geklart. Nachdem IFN-y im Synovia
von Patienten mit rheumatoider Arthritis gefunden wurde, hat man sie auf IL-3-
ahnliche Aktivitat untersucht, und keine IL-3 messenger RNA (mRNA) gefunden [98].
Auf die Proliferation gezichteter fibroblasten-dhnlicher Synoviozyten hat IL-3 keinen
Effekt gezeigt [99]. Im murinen Modell einer Studie Uber kollageninduzierte Arthritis,
wurde die IL-3 Expression bei aktivierten CD4+ T-Zellen von IL-4 und IL-6

unterdriickt und von auf B-Zellen wirkenden Lipopolysaccharide stimuliert [100].

1.5.2 Genomische Organisation des Inteleukin-3-Gens

[131252575 p [131563556 )
LOC728637 L3 » LOC100132383
ACSL6 CSF2 P4HA2
Abb. 4 Genomische Organisation der Interleukin-3 (Graphik: NCBI).

Das IL-3-Gen ist im humanen Genom auf dem langen Arm des Chromosoms 5
(5923-59q31) und kodiert ein Protein mit 152 Aminosauren, davon 19 sind
Signal-sequenzen [101,102].

Das IL-3-Gen und das GM-CSF-Gen liegen auf dem Chromosom 5 nur 9 kb von
einander entfernt. Diese Verknupfung von zwei Genen, die sich in ihrer Struktur und

Funktion dhneln, ist auf ein gemeinsames Stammgen zurickzufthren [103].

1.5.3 Assoziationen von Interleukin-3-Allelen mit spezifischen Erkrankungen

SNP-Analysen zeigten, dass eine Mutation in der Promoter-Region des /L-3-Gens

mit rheumatoider Arthritis assoziiert ist [104]. Dieser /IL-3-Polymorphismus befindet
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sich auf Position -16 (T—C) und hatte auf ein relatives Risiko von 5,3 fur
rheumatoide Arthritis bei gleichzeitigem Vorkommen mit einer Mutation des IL-14-
Gens, welches mit einer Suszeptibilitdt zur Malaria assoziiert ist.

Die Expression von SNPs des /L-3-Promoters und -Enhancers scheint, zusammen
mit der des CSF2RB-Gens, geschlechtsspezifisch und von der Familienanamnese
abhéngig, an einer Protektion zur Schizophrenie beteiligt zu sein [105].

Der rs40401, ein non-synonymer, exonischer SNP des /L-3-Gens, lokalisiert auf
Position +79 wurde in der chinesischen Population mit der Suszeptibilitat fur Morbus
Basedow, einer Autoimmunkrankheit der Schilddrise, assoziiert [106]. Dieser SNP
verursacht einen Aminosaureaustausch von Prolin auf Serin, da auf dem ersten
Nukleotid der 27sten Codon Cytosin gegen Thymin substituiert wird (C — T)
(Ser27Pro). Dieser SNP kommt haufig in der japanischen Population vor [107]. Der
Prolin-Allel derselben SNP ist mit einem geringeren Risiko fir Asthma und Atopie
assoziiert [108].

Schweiger et al. haben IL-3-SNPs in vitro (recombinant human IL-3/proline 8 [rhiL-
3/P8] und recombinant human IL-3/serine 8 [rhIL-3/S8]) untersucht und beobachteten
eine erhdhte Wirksamkeit auf die Proliferation von erythroleukemischen Zellen (TF-
1), eine geringe Kapazitdt die Sekretion von IL-4 zu induzieren und keine
nachweisbare Wirkung auf die Sekretion von TNF-a [109]. Alle drei Zytokine, IL-3, IL-

4 und TNF-a spielen eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der Malaria.

1.5.4 Interaktionen zwischen Interleukin-3-Protein und Malariaerregern

Erhéhte Serumwerte fur spezifische und polyklonale IgE sind Markenzeichen der
Atopie und Helminthiasis [110]. Einwohner von Malaria Endemiegebieten zeigten
hohe Serumtiter bei totaler und antimalarisch-spezifischer IgE [111,112]. Die Rolle
von IL-3 in der Pathogenese der Malaria ist wenig beschrieben, dennoch ist der
Einfluss von IL-3 auf die Proliferation der Basophilen, Mastzellen und Eosinophilen
bekannt, welche Bindungsstellen fur IgE sind und in parasitéaren Infektionen stark
erhdhte Werte zeigen.

Studien zeigten eine in vitro inhibitorische Wirkung von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren auf Erythropoese und verwiesen auf eine potentielle Behandlung

von Andmie mit IL-3. Basierend auf diesen Studienergebnissen und mit dem Zweck
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der Bestimmung des IL-3 Spiegels im Serum von Patienten mit akuter P.-falciparum-
Malaria, hat die Arbeitsgruppe Burgmann et al. einen vortibergehenden IL-3
Serumanstieg bei andmischen Patienten festgestellt. Es blieb unklar, ob dieser
Anstieg als Ursache einer inadaquaten Antwort auf Anadmie oder Erythropoetin
Produktion zu interpretieren ist [113].

Bei Patienten aus einem hochendemischen Malariagebiet korrelierte eine erhdhte
Ausschittung von IL-3 mit einer verstarkten Kapazitat zur Adhasion von mit P.

falciparum parasitierten Erythrozyten und einer Rosettenbildung [114].
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2 Probanden, Material und Methoden
2.1 Herkunft und Einteilung der Probanden

Von Januar 2003 bis Januar 2004 wurden 1070 Kinder zwischen dem zweiten und
dritten Lebensmonat in Gesundheiteinrichtungen von neun Dérfern im Bezirk Afigya
Sekyere fur die Studie rekrutiert. Afigya Sekyere besteht aus 139.736 (2006)
Einwohnern und liegt im Regenwaldgurtel der Ashanti-Region in Ghana. Die Region
ist holoendemisch fir P.-falciparum-Malaria mit konstanter Malariatransmission Uber
das ganze Jahr und saisonalen H6hepunkten. Das Klima ist tropisch und die
Temperaturen variieren zwischen 20,4°C-33,5°C [115], mit Wechsel von Regen- und
Trockenzeiten. Es regnet vor allem von Mai bis Oktober. Dort herrschen P.-
falciparum-Infektion (80 — 90%) und die Vektoren Anopheles gambiae und A.
funestus vor. Die entomologische Inokulationsrate in der Studienregion liegt bei >400
infektiésen Mduckenstichen pro Jahr pro Person, mit einem Gipfel von >100
infektiésen Stichen pro Monat pro Person am Ende der Regenzeit [116].

Der Grofdteil der Probanden gehdrte der Volksgruppe Akan, der Rest verteilte sich im
Wesentlichen auf ethische Gruppen aus dem Norden (zusammengefasst als
»Northerners®) und Ewe.

Die Kinder wurden 21 Monate lang monatlich untersucht und der Krankheitsstatus
(Fieber und klinische Malaria [Phanotyp-Definitionen s.u.]), die Krankheitsgeschichte,
die Einnahme von antimalarischen Medikamenten und zwischenzeitliche
Krankenhausaufenthalte bewertet. Kapillares Blut aus der Fingerbeere oder Ferse
wurden abgenommen und daraus ein dicker Tropfen und Blutausstrich fur die
quantitative Bestimmung der Parasitdmie und Speziesidentifizierung gewonnen. Die
Hamoglobinwerte wurden photometrisch gemessen (Hemocue, Grossostheim,
Deutschland). Im Falle der Erkrankung eines Kindes wurde es nach den lokalen
Richtlinien entsprechend behandelt. Behandlungen und Dokumentation waren gleich
in den passiven (d.h. aufgrund von Erkrankungen) und aktiven (d.h. geplanten)
Untersuchungen. Die Untersuchungskohorte rekrutierte sich urspringlich von einer
klinischen Studie zur intermittierenden préventiven Therapie der Malaria bei
Kleinkindern (IPTi), die von Januar 2003 bis September 2005 durchgefihrt wurde
[117]. Blutproben und klinische Daten dieser Studie wurden zur Durchfiihrung der

vorliegenden Arbeit freundlicherweise zur Verfligung gestellt.
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2.2 Studienablauf

Ein Kind wurde in die Studie eingeschlossen, wenn ein Elternteil oder
Erziehungsberechtigter Uber die Arbeitsziele und Grundsétze der Studie aufgeklart
wurde und die Einwilligung unterschrieben oder durch Daumenabdruck bestétigt war.
Die Eltern von den Studienkindern haben eine Einverstandniserklarung erhalten,
welche von dem Komitee fur Menschenforschung, Publikationen und Ethik, School of
Medical Sciences, University of Schience and Technology, Kumasi, Ghana,
genehmigt wurde. Nach erlangter Zustimmung wurden Soziodkonomische, demo-
graphische und anderen Grunddaten in einem detaillierten Fragebogen dokumentiert
und 2 ml vendses Blut entnommen. Von beiden Eltern wurden 5 ml venéses Blut fur
eine mogliche Durchfiihrung von Transmissions-Ungleichgewicht-Tests (TDT)
gewonnen.

Jedes Kind bekam eine I|dentifikationskarte bei der Registrierung bekommen und
wurde vom Studienteam bis zum Alter von 2 Jahren monatlich neu untersucht. In
jeder Nachuntersuchung filhrte der Studienarzt eine standartisierte klinische
Untersuchung durch, in der folgende Parameter bestimmt wurden:

* Krankenstatus (vor allem Zeichen einer Anamie oder Fieber).

* Krankengeschichte seit der letzten Untersuchung (vor allem Fieber).

* Einnahme von antimalarischen Medikamenten seit der letzten Untersuchung.
Folgende Parameter wurden von hierfir ausgebildeten technischen Assistenten aus
dem kapillaren Blut aus der Fingerbeere oder Ferse bestimmt:

e quantitative Parasitdmie und Speziesidentifizierung (dicker und ddnner
Blutausstrich).

e Hamoglobin (direkte photometrische Messung).

Alle relevanten medizinischen Informationen haben Studienmitarbeiter erhalten, die
vom Gesundheitspersonal im Gewichtsausweis und Krankenakten regelmé&Rig
dokumentiert wurden. Die Kosten fur medizinische Behandlungen und Krankenhaus

wurden von Projektgeldern wéhrend der gesamten Studienzeit gedeckt.

2.3 Phanotypen

Folgende Phanotypen wurden als Variablen fir die Analysen benutzt:
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* milde klinische Malaria; auch Malariaepisode (Temperatur von = 38°C und Fieber
in den letzten 48 Stunden und gleichzeitige Parasitamie > 500/ul).

* Parasitdmie mit P. falciparum (Parasitamie > 500/ul).

* Malaria-bedingte Anéamie (gemessenes Hamoglobin < 7,5 g/dl).

Die Korpertemperatur wurde rektal oder tympanisch gemessen. Jede asexuelle
Parasitdmie ohne offensichtliche Erkrankung und mit einer Kérpertemperatur von
38°C wurde als asymptomatische Parasitdmie betrachtet. Die schwere Malaria wurde
nach WHO Richtlinien definiert. Eine klinische Malaria wurde mit einer 3 tagigen
Therapie mit Amodiaquine (10 mg/kg/Tag) und Artesunate (4 mg/kg/Tag) behandelt.
Kinder mit schwerer Malaria (WHO definition) wurden im Krankenhaus aufgenommen
und gemal Krankenhausrichtlinien behandelt. Kinder mit Hamoglobinwerte unter 8
g/dl bekamen eine orale Eisen-Sulfat-Lésung und Folsdure als Supplementierung
bekommen. Alle anderen vorkommenden Erkrankungen wurden gemafR den

nationalen Richtlinien entsprechend behandelt.

2.4 Erhebung sozio6konomischer Indikatoren

Einen Monat nach der Rekrutierung fand die erste Untersuchung statt. In dem ersten
Besuch wurden Angaben zu Residenz, Gesundheitszustand und biometrischen
Daten ermittelt. Die Positionsbestimmung des Wohnsitzes der Kinder wurde mit Hilfe
eines Global Positioning System (GPS) und eines frei verfligbaren geographischen
Informationssystems [118] dokumentiert.

Eine detaillierte Befragung wurde von Interviewern dokumentiert und beinhaltete die
folgenden Fragen Gber dem sozio6konomischen Umfeld:

* Familienbezogene Fragen: Schulausbildung der Mauatter (Alphabetismus,
Analphabetismus).

e Beruf der Mutter (Landwirtin, nicht Landwirtin).

e Haushaltsbezogene Fragen: Kiche im Haus (Innen, Aussen); Wasser
(Wasserleitung, 6ffentliche Wasserversorgung); Strom (ja, nein).

e Malariabezogene Fragen: Malariakenntnis (adaquat: Muckenstich, inadaquat);
Schutzmalnahme gegen Moskito (Moskitonetz, Fliegengitter, keine).

* Eigenschaften der Dérfer: Flache, Einwohnerzahl.
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* Probandenbezogene Fragen: Geschlecht (mannlich, weiblich); ethnische Gruppe
(Akan, Northerners, Ewe); Jahreszeit der Geburt (Regenzeit, Trockenzeit);
Sichelzellandmietrager (HbAA, HbAS).

Drei ethnische Gruppen wurden abhangig von ihrer Stammeszugehdérigkeit gebildet:
Subgruppen der Akan (Ashanti, Fante, Akuapem, Akyem) sind die einheimische
Ethnie und die Northerners und Ewe sind in die Ashantiregion migriert und jetzt
permanente Anwohner in dem Gebiet. Unter Northerners wurden Stammesgruppen
subsumiert, die urspriinglich im Norden des Landes beheimatet sind. Die Kenntnisse
Uber Malaria wurden als adaquat definiert, wenn die Mutter wusste, dass
Moskitostiche in den Ubertragungsprozess involviert waren. Der Beruf der Mitter
wurde in Landwirtin und nicht Landwirtin gruppiert aufgrund einer erwarteten
Abweichung der Moskitostiche innerhalb beiden Gruppen. Die finanzielle Lage der
Familie wurde als gut betrachtet, wenn die Kiiche innerhalb des Hauses gelegen war
und das Haus Elektrizitdt sowie flieRendes Wasser aufwies. Fehlte einer dieser
Parameter, wurde die Familie als arm definiert. Hatte die Mutter einen

Grundschulabschluss, wurde sie als alphabetisiert klassifiziert.

2.5 Abnahme von Blutproben

Die in den Nachuntersuchungen entnommenen vendsen Blutproben und
Blutausstriche wurden zum Hauptlabor des Projektes im Kumasi Center for
Collaborative Research in Tropical Medicine (KCCR) transportiert. Um DNS zu
konservieren, wurden 2 ml von 8 M Urea zu 2 ml der vendsen Blutprobe
(Endkonkenztration 4 M) zugefugt. Die Blutzellzahlen und die Parasitdmie wurden
am selben Tag bestimmt. Dicker und dinner Tropfen wurden luftgetrocknet, nach
Giemsa gefarbt und im Lichtmikroskop mit einem Olimmersionsobjektiv mit 1000x-
Vergroflerung von zwei verschiedenen Studienmitarbeitern gelesen. Die
Parasitenzahl wurde im dicken Tropfen ausgezahlt (Parasitenzahl/200 Leukozyten
bzw. im Fall von < 10 Parasiten/200 Leukozyten, Ausweitung der Zahlung auf 500
Leukozyten erhéht). Parasitendichten wurden durch Ubernahme einer gesamten
Leukozytenzahl von  8000/ul berechnet. Bei abweichender Parasiten
Positivitdt/Negativitat, Parasitendichte (Verhaltnis > 3,0), oder Speziesidentifizierung,

wurden die Objekt-trager neu untersucht und die endgiltige Parasitamie als die
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mittlere  Parasitendichte  der positiven  Ergebnisse definiert. Fir die

Speziesbestimmung wurden die Blutausstriche benutzt.

2.6 Laborverfahren
2.6.1 Praparation genomischer DNS

Die Granulozytenkonzentrat wurde aus Vollblut zur Praparation genomischer DNS
separiert. Die Extraktion genomischer DNS aus dem gesamten Blut beruhte auf der
reversiblen Adsorption der Nukleinsdure an paramagnetische Kugeln in einem 96-
Well-Format (NucleoMag 96 Blood, Macherey-Nagel, Duren, Deutschland). Der
Uberstand wurde anschlieRend entfernt und es erfolgten mehrfache Waschschritte,
damit Salze und Verunreinigungen entfernt wurden. Die DNS wurde im letzten Schritt
in Elutionspuffer aufgenommen.

Die gewonnene DNS wurde quantifiziert, eine Konzentration von 5ng/ul durch einen
DNS Fluoreszenzfarbstoff eingestellt und die Fluoreszenz wurde im Mikroplattenleser

gemessen (PicoGreen dsDNA Quantitation Assay/Kit, Molecular Probes, USA).

2.6.2 Oligonukleotide

Um bestimmte Abschnitte des /L-3-Gens anhand der Polymerase-Kettenreaktion
(PCR, engl. polymerase chain reaction) zu amplifizieren, sowie die Sequenzierung
und die FRET-Hybridisierungsreaktion durchzufiihren, wurden Oligonukleotide (engl.
primer) verwendet. Die Sequenzen der Oligonukleotide wurden mit Hilfe des
Computerprogramms MacVector v7.2.2 ermittelt. lhre Auswahl beruhte auf
Komplexitat, Schmelztemperatur und Nukleotidzusammensetzung am 5°- und 3'-
Ende der Zielsequenz, sowie einer Uberpriifung auf Bildung sogenannter Primer-

Dimer (gegenseitiges Binden der Primer).

2.6.3 Amplifikation von Interleukin-3-Abschnitten durch Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR dient der enzymatischen in-vitro-Herstellung mehrfacher Kopien bestimmter
Basensequenzen und ermdglicht dadurch, dass geringste DNS-Mengen analysiert
werden [119]. Das Prinzip der PCR beruht auf einer Funktionsweise der nattrlichen

Replikation, wobei synthetisierten Oligonukleotide als Startmolekill dienen, die an
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DNS-Matritze hybridisieren. Durch die DNS-Polymerase, am ihrem 3’-Ende beginnt
die Synthese eines neuen DNS-Doppelstrangs. Gezielte DNS-Sequenzen kdnnen
zwischen den Primern vervielfaltigt werden, indem gegenléufige Primer verwendet
werden. Die zyklische Wiederholung der einzelnen Reaktionsschritte ist
entscheidend, da sie zu einer exponentiellen Amplifikation fuhrt.

Definierte Abschnitte des /L-3-Gens wurden auf diese Weise amplifiziert. Ein Zyklus
bestand aus je drei Teilschritten:

1. Denaturierung: Hierbei wurde der DNS-Doppelstrang bei einer Temperatur von
95°C in zwei Einzelstrdnge aufgetrennt, wobei Oligonukleotide und
Desoxynukleotidtriphosphate (ANTPs) im Uberschuss vorhanden waren.

2. Primer-Anlagerung (enlg. annealing): Wahrend des Abklhlens auf eine
Temperatur von 72°C lagerten sich die zwei jeweils sequenzenspezifische
Oligonukleotide flankierend an die Zielregion auf den beiden DNS-Einzelstrangen an.
3. Primer-Extension: Bei einer Temperatur von 72°C erfolgte mit Hilfe einer DNS-
Polymerase, ausgehend von den Sequenz-flankierenden Primern, die
Ketten-verlangerung. Die Polymerase wird aus thermostabiler Thermus aquaticus
(Taq) gewonnen [120], die bis zu 94°C Ubersteht und ihre optimale
Arbeitstemperatur bei etwa 72°C erreicht. Die Synthese erfolgte am freien 5°-OH-
Primer-Ende.

Die neusynthetisierten DNS-Strédnge dienten in den darauffolgenden Zyklen jeweils
als Matritzen fur die weitere DNS-Synthese. Im Idealfall wurde wahrend des
Vorgangs eine exponentielle Akkumulation der Zielsequenz um annahrend 2"
erreicht (n steht fir Anzahl der Zyklen, die durchlaufen wurden).

Ein Ansatz ohne Zugabe von DNS wurde mitgefuhrt und diente als Negativkontrolle.

Sofern dieser Ansatz positiv ausfiel, wurde die Amplifikation wiederholt.

29



Tab. 1 PCR-Programm

PCR-Phase Zeit (min) Temperatur (°C)
Initiale Denaturierung 94°C 45 sec
Denaturierung 94°C 45 sec
Annealing Tm 45 sec
Extension 72°C 45 sec
Final Extension 72°C 10 min

Tm, Schmelztemperatur.

Eine Fehlhybridisierung zwischen Oligonukleotid und Matritze, welche aufgrund
niedriger Temperaturen teilweise vorkommen kann, fihrt im weiteren Verlauf zu
unspezifischen Amplifikationsprodukten. In diesen Fallen, wurde die Tag- durch die
HotStarTag-DNS-Polymerase ersetzt, welche keine Polymerase-Aktivitat bei

Raumtemperatur zeigt.

Zur Ampfilikation von Genabschnitten, welche haufig in ahnlicher Basenfolge im
humanen Genom vorliegen, empfiehlt sich die sogenannte Touch-down-PCR. Die
Annealing-Phase beginnt einige Grad Celsius Uber dem errechneten Wert der
Schmelztemperatur der Oligonukleotide (Tm). Diese wird mit folgender Formel

annaherungsweise bestimmt:

Tm = 2N(A+T) + 4N(G+C)

A, Adenin; T, Thymin; G, Guanin; C, Cytosin; N, Anzahl der Basen.

Die Temperatur wird nach einer bestimmten Anzahl von Zyklen bis zu einer
End-temperatur von ca. 10°C unter der errechneten Tm gesenkt. Die ersten Primer-
Matritzenhybride werden mit hoher Spezifizitdt gebildet, indem zunachst eine sehr
hohe Annealing-Temperatur gewahlt wird. Das spezifische Produkt wurde bereits
exponentiell amplifiziert, bis die Annealing-Temperatur, die unspezifische

Hybridisierungen zulasst, erreicht wird. Wahrenddessen wurden auch unspezifische
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Produkte, die in den weiteren Zyklen entstehen, vermindert. Die HotStarTaq-DNS-

Polymerase wurde wegen der hoher initialen Annealing-Temperatur verwendet.

2.6.4 Analyse der Amplifikationsprodukte

Amplifizierte DNS-Fragmente kdnnen nach ihrer Lange durch Gelelektrophorese
aufgetrennt werden. In der Elektrophoresekammer, unter einer Spannung von etwa
100mV, laufen negativ geladene DNS-Amplifikate unterschiedlich schnell in Richtung
der Anode. Die Wanderungsgeschwindigkeit (u) und log 10 der Basenzahl sind
umgekehrt proportional [121]. Zudem besteht eine lineare Beziehung zwischen dem
Logarithmus der Wanderungsgeschwindigkeit und der Gelkonzentration. Die
Langenbestimmung der amplifizierten DNS-Produkte wird durch eine Laufspur, die
Fragmente definierter Lange enthalt, ermdéglicht. Im Anschluss werden DNS-
Produkte anhand eines interkalierenden Farbstoffs (Ethidiumbromid) angefarbt und

durch UV-Licht der Wellenldnge 302 nm sichtbar gemacht.

2.6.5 Aufreinigung der PCR-Produkte

Die Aufreinigung der PCR-Produkte wurde mit Hilfe des QIAquick PCR-Purification
Kit entsprechend der Instruktionen des Herstellers durchgefihrt und das
aufgereinigte Produkt konnte als Ausgangsprodukt fir die Sequenzierungen

verwendet werden.

2.6.6 Typisierung ausgesuchter Interleukin-3-Abschnitte

Die Typisierung der ausgesuchten Genabschnitte erfolgte mit Fluoreszenz-
markierten Nukleotiden, anhand automatischer Sequenzierung.

Es wurde das Prinzip der zyklischen Sequenzierung (lineare Aplifizierung)
angewendet, mit hitzestabiler DNS-Polymerase [122]. Die Reaktion lief in mehreren
Zyklen aus Denaturierung, Renaturierung und DNS-Synthese ab, mit
Temperaturanderungen bei den einzelnen Schritten. Im Unterschied zu PCR wurde
pro Reaktionsansatz nur ein Oligonukleotid verwendet (entweder forward, reverse

oder nested).
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Die Sequenzieransatze wurden erneut aufgereinigt um damit Uberschissige,
nicht-eingebaute Dye-Terminatoren zu entfernen. Das Produkt wurde anschlief3end
nach der Kettenabbruchmethode nach Sanger et al. [123], auf beiden Strangen
automatisch sequenziert. Die Bruchstlicke wurden mittels Kapillarelektrophorese der
Lange nach sortiert. Im Anschlu® wurden die unterschiedlichen Fluoreszenzsignale
der basenspezifischen Didesoxynukleotiden (ddATP, ddGTP, ddTTP, ddCTP) mittels

eines Lasers erfasst und im Sequenzchromatogramm aufgezeichnet.

2.6.7 Auswertung der Sequenzen

Die Sequenz-Rohdaten wurden als Elektropherogramm dargestellt und die

resultierenden DNS-Sequenzen wurden mit publizierten Referenzsequenzen

verglichen.
B E & B E &
&
Abb. 5 Beispiel einer Rohdatenanalyse einer automatischen Sequenzierung in

Form eines Chromatogramms. Die relative Intensitdt der Sekundarstrahlung der vier
Nukleotide wird nach Laseranregung durch die vier unterschiedlich farbigen Kurven angege-

ben.

2.6.8 Detektion der ausgesuchten Varianten durch FRET-Hybridisierungstechnik

Hochaufldsungs-Schmelzkurven  wurden  wédhrend einer langsamen und
kontinuierlichen Erwarmung durch den Fluoreszenzresonanz-Energietransfer (FRET)

erreicht. Das Prinzip von FRET basiert auf dem Energietransfer von einem
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fluoreszierenden Molekul (Fluorescein) auf ein anderes (LC Red 640). Die Farbstoffe
sind an zwei Sonden [sensor- (dt.Sensor) und anchor- (dt. Anker) Sonde] gebunden,
die sich an die DNS-Zielsequenz anlagern. Dann wird Fluorescein von einer
bestimmten Lichtwellenlange angeregt, was zu einem Energietransfer fiihrt. Dies regt
das LC Red 640-Molekil an und emittiert Licht einer gréReren Wellenlange, welches
im Hochdurchsatzverfahren mittels eines fluoreszierenden Schmelzkurventests in
384-well Mikroplatten eines homogenes Systems (LightTyper, Roche Holding GmbH,
Mannheim, Deutschland) als Signalwechsel aufgezeichnet wird (Abb. 6).

hv P

Abb. 6 Das Prinzip von Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET). F1 steht
fur Fluorescein-Molekil und F2 fur LC Red 640-Molekll. Zwischen F1 und F2 findet nach
Anregung durch Licht ein Energietransfer statt (Quelle: Handbuch LightTyper, Roche,
Deutschland).

Die sensor-Sonde enthélt die Sequenz der Mutationsvariante. Liegt eine Mutation
vor, dann bleibt sie langer an der DNS-Matrize haften als bei Vorliegen der
Wildtypsequenz, die sich in einer Base von der Sequenz der sensor-Sonde
unterscheidet. Der Schmelzpunkt (Tm) bezeichnet die Temperatur, bei der das
Signal abnimmt, da die Sonde von der Matrize abféllt und der Energietransfer nicht
mehr stattfindet.

Alle Reagenzien wurden am Anfang der Reaktion zugegeben und die Proben wurden
zwischen der Amplifikation und Genotypisierung nicht manipuliert, sodass es zu
keiner Verunreinigung der Proben kommen konnte.

Mit Hilfe des Programms Roche Light Typer Software 1.1.2 (Roche Holding GmbH,
Manheim, Deutschland) wurden Schmelzkurven generiert und die Genotypisierung
automatisch durchgeftihrt (Abb. 7).
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Abb. 7 Das Licht, welches die Sensor-Sonde emittiert, wird vom LightTyper-

Instrument als Signalwechsel aufgezeichnet. Anhand der Bewertung spezifischer Muster und

Hb&hen der Schmelzkurven wurde der entsprechende Genotyp zugeordnet.

2.7 Auswahl der SNPs
2.7.1. Auswahlkriterien der SNPs

Aufgrund des bekannten Einflusses der Chromosmenregion 5q31 auf die
P.-falciparum-Parasitdmie und der Uberproduktion von Zytokinen, welche in die
Pathophysiologie der Malaria beteiligt sind, wurden in dieser Arbeit 5 verschiedene
SNPs innerhalb des /L-3-Gens fur die Analyse ausgewahlt. Die Kriterien fur die
Auswahl der SNPs waren:

* Nur die SNPs mit einer bekannten Allelenfrequenz von 10% oder hdéher wurden
einbezogen, um eine adéaquate statistiche Aussagenkraft von > 80% zu erreichen.

* Signifikante Unterschiede in der Allelverteilung zwischen afrikanischen (Yoruba,
YRI) und kaukasischen (Utah Residenten, CEU) Ethnien, die zu einer Selektion von
einer der Varianten aufgrund eines starken Drucks von &uferlichen Faktoren wie

Malaria hinwies.
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e |ocus

in der putativen

Transkriptionsfaktoren).

Promotorregion

(mdglichst

Bindungsstelle von

e Locus in der translatierten Region (mit Aminosdurenaustausch, mdoglichst

relevanter Austausch).

* Locus im Intronbereich (nur berechenbare Spleil3stellen).

* Funktionelle Beeinflussung der Transkription, Translation, Regulation bekannt.

2.7.2 Verteilung und Frequenzen der untersuchten Interleukin-3-Allele

Tab. 2 Funktion, Art und Position erhobener Varianten
IL-3-SNP Lage Relative Position AS-Austausch  Ethnie Allelirager
(Mutation) in %
rs3091336 Promotor -4651 (A — G) Kein Yoruba 58%
Kaukasier 100%
rs40401 Coding Exon 78 (C —T) 27P—S Yoruba 70%
Kaukasier 21%
rs11575020 Downstream 5130 (A — G) Kein Yoruba 6%
Kaukasier 0%
rs168681 Downstream 6050 (A — G) Kein Yoruba 7%
Kaukasier 64%
rs3091338 Downstream 6338 (C — T) kein Yoruba 7%
Kaukasier 47%

Die Polymorphismen wurden auf den fiunf unten gelisteten Genabschnitten auf

Bande 31.1 des Chromosoms 5q untersucht:

1 IL-3 rs3091336
2 IL-3 rs40401

3 IL-3 rs11575020
4 IL-3 rs168681
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5 IL-3 rs3091338
Alle funf Varianten wurden in der Gendatenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/)
gefunden (Tab. 2).

Vier der funf Varianten liegen auf dem Promotor und eine im Exon (/L-3 rs40401),

welches zu einem Aminosdureaustausch von Prolin zu Serin auf dem ersten
Nukleotid des 27sten Codons fihrt.

2.8 Datenverarbeitung

Fur die Dokumentation der Untersuchungen, der Krankenhausbesuche und der
soziobkonomischen Befragungen wurden vorbereitete Fragebdgen benutzt. Von dort
wurden die Daten in eine Computer-gestiitzte Datenbank (4th Dimension, 4D v6.8.5,
San Jose, USA) doppelt eingegeben. Die Patientendaten wurden vertraulich
behandelt und mit Passwoértern geschitzt. Die Daten wurden fir die Analyse in die

Statistik-Programme transferiert und mit den Genotypisierungdaten verknUpft.

2.9 Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen umfassten in der Kinderkohorte die Untersuchung eines
Zusammenhangs und die Berechnung der Inzidenzdichte und der relativen Risikos
milder Malaria, P.-falciparum-Parasitdmie und Malaria-bedingter Andamie mit den
Genotypen der ausgesuchten /L-3-Polymorphismen.

Die Exploration der erhobenen klinisch epidemiologischen und
molekularbiologischen Daten wurde mit dem Computerprogramm Intercooled Stata
MP (v10, StataCorp, College Station, USA) durchgefihrt.

Hazard der ersten oder der einzelnen Episoden (milde klinische Malaria,
P.-falciparum-Parasitdmie und Malaria-bedingte Anamie) wurden mit Cox Regression
bewertet und in Kaplan-Meier Uberlebensdiagrammen  dargestellt.  Die
Inzidenzdichten wurden berechnet und reprasentierten die Gesamtzahl der neuen
Episoden eines der drei genannten Phénotypen in Zusammenhang mit den /L-3-
SNPs-Genotypen, pro Personenzeit (Person-Jahr-at-risk, PYAR) innerhalb einer 18
monatigen Untersuchungenperiode, welche am Tage des Recruitments (Kinder im 3.
Lebens-monat) begann. Die Inzidenzdichte war die Gesamtzahl der neuen Episoden

eines Phanotyps, bezogen auf die Personenzeit. Das Risiko flir mehrere Episoden
36



(fur milder klinische Malaria, P.-falciparum-Parasitamie und Malaria-bedingter
Anamie) wurde durch die multivariante Poisson Regression ermittelt und das Relative
Risiko (RR), als Verhéltnis zweier Inzidenzdichten, wurde mit dem zugeh&rigen
95%igen Konfidenzintervall (95% CI) fur jeden Genotyp gegen einen ,Referenz®-
Genotyp geschatzt. Der ,Referenz“-Genotyp wurde definiert als der Homozygot mit
der héchste Anzahl von an der Studie beteiligten Kinder. Die Modelle wurden
korrigiert fir den Studienarm (antimalarische Behandlung), nicht aber fir die
Merkmaltrédger der Sichelzellandmie, da dies keine relevanten Wertédnderungen
zeigte (< 10%). Nach einer antimalarischen Behandlung oder Malariaepisoden
wurden die Kinder von der Risikogruppe einer Plasmodium-Infektion fir die
folgenden 21 Tage ausgeschlossen. Ein Alpha-Wert wurde unter p < 0,05 als
signifikant bewertet. Individuen, bei denen mehr als 80% der Genotypen nicht
ermittelt werden konnten, wurden von den Analysen ausgeschlossen. Paarweise
Variantenvergleiche wurden nur durchgefihrt, wenn die Varianten < 500 kb
voneinander entfernt lagen.

Zum Vergleich der Verteilung der IL-3-Genotypen mit den /L-3-Allelfrequenzen in der
gesamten Studienkohorte wurde das Hardy-Weinberg Gleichgewicht (HWG, engl.
HWE) angewendet, und somit die Qualitdt die Genotypisierung kontrolliert. Die
Voraussetzungen des HWGs wurden bei den Kontrollen durch einen HWG-Test
geprift, der auf einer z-Statistik und der Berechnung des Kappawertes basiert.
Dieser Test errechnet, ob die Anzahl der beobachteten Allelfrequenzen p und g von
den erwarteten Allelfrequenzen entsprechend den beobachteten Gentragern 0%, pq
und q? statistisch abweicht.

Ist eine Krankheit mit einem genetischen Marker stark assoziiert, kann der
Transmissions-Test fur Kopplungsungleichgewicht [Transmission/Ungleichgewicht-
Test (TDT)] eine Kopplung erkennen. Fir die einzelne Assoziationen wurde die
Bonferroni-Holm-Korrektur [124] benutzt. TDT wurden durchgefuhrt um festzustellen,
welche Transmissionen informativ sind und um beobachtete und erwartete
Transmissionen von jedem Allel zu erfassen [125]. Ein quantitativer TDT (qTDT)
wurde durchgefiihrt, um die Inzidenzdichte der Malariaepisoden fiir mdgliche

ethnische Abweichungen zu kontrollieren [126].
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden Polymorphismen auf verschiedenen Abschnitten
des IL-3-Gens untersucht. Es wurden Abschnitte ausgewahlt, bei denen ein
funktioneller Zusammenhang mit den Phanotypen denkbar war. Basierend auf der
Hypothese, dass eine Veranderung der [L-3-Transkription und -Translation das
Risiko fur Manifestationen der milden Malaria beeinflusst, wurden Promotor- und

exonische Varianten untersucht.

3.1 Analyse der sozio6konomischen Faktoren

Die Verteilung der ethnischen Zugehdérigkeit, Geburtsjahreszeit, Beruf der Mutter, der
Anwendung von SchutzmaRnahmen und der finanziellen Herkunft der Familie
wurden statistisch analysiert und zeigten sich in den neun Dérfern sehr heterogen.
Die Ubrigen Parameter waren gleichmalig verteilt (Tab. 3).

Bivariante Poisson-Regressionen zur Einschatzung des Effektes dieser Parameter
auf die Inzidenzdichte (engl. incidence rate, IR) der Malaria wurden durchgefihrt.
Eine signifikant niedrigere Malariainzidenz wurde bei Kindern beobachtet, die in der
Regenzeit geboren waren (RR bereinigt fir Wohnort 0,81; p-Wert = 0,002), sowie bei
Kindern von alphabetisierten Mittern (RR, 0,77; p = 0,011), bei Kindern aus
Familien, die Schutzmallnahmen gegen Moskitos anwendeten (RR flr
Bettnetzbenutzung, 0,70; p < 0,001; fur Fliegengitteranwendung, 0,50; p < 0,001) und
bei Kindern aus Familien mit gutem finanziellen Hintergrund (RR, 0,66; p < 0,001). Im
Kontrast dazu wurde ein héheres Risiko fir Malaria bei Kindern gesehen, die aus
dem Norden des Landes stammten (RR, 1,33 p = 0,002) oder deren Mutter in der
Landwirtschaft tatig waren (RR, 1,36; p < 0,001). Geschlecht, Kenntnisse der Mutter
Uber Malariaibertragung und Sichelzellandmiemerkmalen zeigten keinen
signifikanten Einfluss auf die Malariainzidenzdichte. Die Dorfflaiche (R? = 0,74; p =
0,003) und ihre Einwohnerzahl (R* = 0,68; p = 0,006) korrelierte mit der
Malariainzidenz negativ [127].

38



Tab. 3 Verteilung der Ortschaften und der individuelle sozio6konomische Eigenschaften innerhalb der 9 Studiendérfer

Dorfer
Eigenschaft Afamanaso Agona Asamang Bedomase Bipoa Jamasi Kona -(g%TJ?T-]aSi Wiamoase
Flache, km? 0,35 1,22 0,99 0,27 0,60 1,34 0,80 0,56 1,78
Einwohnerzahl 2508 9321 5277 1492 3875 9096 5853 3453 12877
Geschlecht
Mannlich 31 (55,4) 71 (50,4) 58 (50,9) 28(53,9) 61 (51,3) 78 (51,3) 71(51,1) 56 (47,9) 82 (45,6)
Weiblich 25 (44,6) 70 (49,7) 56 (49,1) 24 (46,2) 58 (48,7) 74 (48,7) 68 (48,9) 61 (52,1) 98 (54,4)
Ethnische Gruppe
Akan 52 (92,9) 112 (80,6)** 107 51 (98,1) 114 (96,6)* 104 (68,9)* 124 95 (81,9)* 163 (90,6)
(93,9) (89,2)
Ewe 4(7,1) 27 (19,4) 6 (5,3) 1(1,9) 4 (3,4) 45 (29,8) 14 (10,1) 20 (17,2) 17 (9,4)
Northerners 1(0,9) 2(1,3) 1(0,7) 1(0,9)
Geburtsjahreszeit
Trockenzeit 26 (46,4) 88 (62,4) 55 (48,3) 29(55,8) 59 (49,6) 98 (64,5) 57 (41,0) 51 (43,6) 115 (63,9)
Regenzeit 30 (53,6) 53 (37,6) 59 (51,8) 23 (44,2) 60 (50,4) 54 (35,5) 82 (59,0) 66 (56,4) 65 (36,1)
Sichelzellandmie
HbAA 37 (71,2) 105 (77,2) 86 (77,5) 35(77,8) 83(79,8) 107 (74,3) 99 (73,3) 95(83,3) 127 (75,2)
HbAS 5(9,6) 11 (8,1) 15 (13,5) 6(13,3) 16 (15,4) 17 (11,8) 18 (13,3) 5(4,4) 17 (10,1)
Ausbildung der
Mutter
Analphabetismus 5 (9,4) 20 (15,9) 6 (5,6) 3(7,9) 11 (10,3) 26 (21,3) 17 (13,3) 23 (20,7) 21 (14,5)
Alphabetismus 48 (90,6) 106 (84,1) 102(94,4) 35(92,1) 96 (89,7) 96 (78,7) 111 88 (79,3) 124 (85,5)

(86,7)
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(fortgesetzt)

Dorfer
Eigenschaft Afamanaso  Agona Asamang Bedomase Bipoa Jamasi Kona Tano- Wiamoase
Odumasi
Beruf der Matter
Nicht Landwirtin 28 (50,0) 120 (85,7) 84 (74,3) 43(82,7) 80(68,4) 130(90,3) 127 (91,4) 88 (75,2) 129 (71,7)
Landwirtin 28 (50,0) 20 (14,3) 29 (25,7) 9(17,3) 37 (31,6) 14 (9,7) 12 (8,6) 29 (24,8) 51 (28,3)
Malariakenntnis
Inadaquat 9(17,0) 25 (20,0) 11 (10,0) 6 (14,6) 24 (22,0) 13(11,11) 15(11,7) 14 (12,8) 28 (19,4)
Adaquat 44 (83,0) 100 (80,0) 99(90,0) 35(85,4) 85(78,0)0 104(88,9) 113(88,3) 95 (87,2) 116 (80,6)
Schutzmallinahme
Keine 16 (30,2) 12 (9,6) 29 (26,4) 14(34,2) 33(30,3) 16(13,7) 36 (28,1) 8(7,4) 14 (9,7)
Moskitonetz 13 (24,5) 49 (39,2) 25(22,7) 9(22,0) 31(28,4) 46 (39,3) 49 (38,3) 46 (42,6) 57 (39,6)
Fliegengitter 6 (11,3) 10 (8,0) 17 (15,5) 7 (17,1) 11 (10,1) 12 (12,3) 14 (10,9) 3 (2,8) 3(2,1)
Finanzieller
Hintergrund
schlechte 41 (80,4) 94 (75,2) 92 (86,0) 26(65,00 91(83,5) 80(68,4) 105 (84,0) 70 (64,2) 70 (48,6)
gute 10 (19,6) 31 (24,8) 15 (14,0) 14 (35,0) 18(16,5) 37 (31,6) 20 (16,0) 39(35,8) 74 (51,4)

* fehlende Werte =1; ** fehlende Werte =2
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3.2 Assoziationen von Interleukin-3-SNPs mit Malaria
3.2.1 Qualitat der Daten und HWG

Insgesamt wurden die funf /L-3-Varianten bei 1017 Kinder einer Studienkohorte von
1070 untersucht. Die 53 Ubrigen Kinder mussten ausgeschlossen werden, weil bei
ihnen kein Material fur die Durchfihrung der Genotypisierung vorlag. Der
Prozentanzahl an vermissten Genotypen (Gesamt n = 1017) betrug 4,6% bei
rs3091336, 3,7% bei rs40401, 2,2% bei rs11575020, 2,6% bei rs168681 und 3,1%
bei rs3091338.

Die Genotypenverteilung der einzelnen untersuchten [L-3-Varianten in der
gesamten Studiengruppe stimmten nach dem Hardy-Weinberg Gesetzt Uberein
(Tab. 4).
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Tab. 4

Untersuchung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts

Genotypen Allele Genotyp

SNP (Frequenz) (Frequenz) (tatsachliche/erwartete HWG p

Frequenz)

rs3091336 AA (0,10) A (0,32) AA (97 1 97) 1,0
AG (0,44) G (0,68) AG (420/426,8)
GG (0,46) GG (453 /446,2)

rs40401 CC (0,12) C (0,35) CC (119/117,5) 0,262
CT (0,46) T (0,65) CT (450 / 450,3)
TT (0,42) TT (410 / 411)

rs11575020 AA (0,77) A (0,88) AA (780/766,2) 0,999
AG (0,21) G (0,12) AG (201 /208,9)
GG (0,02) GG (14 /19,9)

rs168681 AA (0,02) A (0,14) AA (18/19,8) 0,474
AG (0,24) G (0,86) AG (234 /237,8)
GG (0,74) GG (739 /733,3)

rs3091338 CC (0,76) C (0,87) CC (748 / 748,6) 0,757
CT (0,22) T (0,13) CT (223 /216,7)
TT (0,02) TT (14 /19,7)

HWG p, Hardy-Weinberg Gleichgewicht p-Wert, der die Wahrscheinlichkeit ist, mit der ihre

Abweichung vom HWG durch Zufall erklart werden kann.

3.2.2 Analyse der Genotypenverteilung ausgewahlter Interleukin-3-SNPs bei milder

klinischer Malaria, P.-falciparum-Parasitamie und Malaria-bedingter Anamie

Bei der Datenanalyse wurde ein deutlich signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Risiko der Entwicklung fir eine milde klinische Malaria, eine P.-falciparum-
Parasitamie und eine Malaria-bedingte Anamie und dem /L-3-rs40401-Genotyp
festgestellt. Einen signifikanten, aber vergleichbar geringen Einfluss, hatten auch der
IL-3 rs168681-Genotyp auf die milde klinische Malaria und der /L-3-rs11575020-
Genotyp auf die P.-falciparum-Parasitamie und Malaria-bedingte Anamie. Die
ubrigen untersuchten SNPs zeigten keine signifikante Assoziation mit dem Auftreten

eines der drei Phanotypen (Tab. 5).
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Tab. 5 Assoziation der Phanotypen milde klinische Malaria, P.-falciparum-Parasitamie und Malaria-bedingte Anamie
IL-3 Genotyp Klinische Malaria Parasitamie Anamie
SNP gt N Rate (CI) RR(Cl) P Rate (Cl) RR (Cl) P Rate (CI)  RR (Cl) p
rs3091336 GG 453 1,2 1 3,3 1 0,7 1
(n=970) (1,1-1,3) (3,1-3,4) (0,6-0,8)
AG 420 1,2 0,99 0,80 3,2 0,99 0,66 0,7 1,02 0,82
(1,1-1,3)  (0,89-1,09) (3,1-3,4) (0,92-1,05) (0,6-0,8)  (0,89-1,16)
AA 97 1,1 0,95 0,56 3,1 0,94 0,29 0,7 1,03 0,77
(1,0-1,3)  (0,80-1,13) (2,8-3,4) (0,85-1,05) (0,6-0,9)  (0,83-1,29)
rs40401 TT 410 1,1 1 3,0 1 0,7 1
(n=979) (1,0-1,1) (2,8-3,1) (0,6-0,8)
CT 450 1,2 1,12 0,028 3,3 1,10 0,005 0,6 0,94 0,38
(1,1-1,3)  (1,01-1,25) (3,1-3,4) (1,03-1,17) (0,6-0,7)  (0,82-1,08)
CcC 119 1,6 1,50 1,95x10° 3,8 1,29 1,03x 107 0,9 1,35 0,002
(1,4-1,8)  (1,32-1,73) (3,5-4,1) (1,17-1,41) 0,8-1,1)  (1,12-1,62)
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(fortgesetzt)

IL-3 Genotyp Klinische Malaria Parasitamie Anamie
SNP Gt n Rate (ClI) RR (CI) p Rate (ClI) RR (Cl) P Rate (ClI) RR(CI) p
rs11575020 AA 780 1,2 1 3,2 1 0,7 1
(n=1017) (1,1-1,2) (3,1-3,3) (0,6-0,7)
AG 201 1,2 1,03 0,63 3,2 1,00 0,95 0,7 0,97 0,66
(1,1-1,3)  (0,92-1,16) (3,0-3,4) (0,93-1,08) (0,6-0,8)  (0,83-1,13)
GG 14 1,4 1,17 0,39 4,5 1,39 0,003 1,2 1,80 0,004
(1,0-2,0)  (0,81-1,70) (3,6-5,5) (1,12-1,73) (0,8-1,8)  (1,21-2,68)
rs168681 GG 739 1,1 1 3,2 1 0,7 1
(n=1017) (1,1-1,2) (3,0-3,3) (0,6-0,7)
AG 234 1,3 1,16 0,009 3,4 1,09 0,024 0,7 1,06 0,45
(1,2-1,5)  (1,04-1,29) (3,2-3,6) (1,01-1,16) (0,6-0,8)  (0,91-1,22)
AA 18 1,2 1,05 0,77 3,2 0,99 0,95 0,9 1,34 0,16
(0,9-1,7))  (0,75-1,49) (2,5-4,0) (0,79-1,24) (0,6-1,4)  (0,89-2,01)
rs3091338 CcC 748 1,2 1 3,2 1 0,7 1
(n=1017) (1,1-1,2) (3,1-3,3) (0,7-0,8)
CT 223 1,2 1,06 0,34 3,3 1,03 0,46 0,7 1,00 0,97
(1,1-1,4)  (0,94-1,18) (3,1-3,5) (0,96-1,10) (0,6-0,8)  (0,86-1,16)
TT 14 1,1 0,91 0,64 3,0 0,94 0,62 0,6 0,88 0,65
(0,7-1,6)  (0,60-1,37) (2,3-3,9) (0,73-1,21) (0,4-1,1)  (0,51-1,52)

Gt, Genotyp; RR, Relatives Risiko; Cl, 95% Konfidenzintervall.
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3.2.2.1 Multivariante Analyse

In einem logistischen Regressionsmodell wurde der Effekt der Genotypen der /L-3-
SNPs auf die milde klinische Malaria, die P.-falciparum-Parasitamie und die

Malaria-bedingte Anamie untersucht.

3.2.2.1.1 Signale (p-Werte) multivarianter Analyse

Das starkste Signal (prsaos01 = 1,95 x 108, p < 0,05) wird in der Tabelle 5 dargestellt
und ergab sich flir den SNP /L-3 rs40401 und die milde klinische Malaria. Derselbe
SNP war auch mit der P.-falciparum-Parasitamie (prss0s01 = 1,03 x 107) und der
Malaria-bedingten Anamie stark assoziiert (prsaos01 = 0,002). Ein vergleichbar
geringerer aber noch signifikanter Einfluss zeigte IL-3 rs11575020 auf die P.-
falciparum-Parasitamie (rs11575020%C p = 0,003) und die Malaria-bedingte Anamie
(rs11575020°¢ p = 0,004) und /L-3 rs168681 auf die milde klinische Malaria
(rs168681°° p = 0,009).

3.2.2.1.2 Relatives Risiko (RR) des Interleukin-3-SNP rs40401

Phénotyp: milde klinische Malaria (Temperatur von = 38°C und Fieber in den letzten
48 Stunden und gleichzeitige Parasitdémie > 500/ul)

Der heterozygote Genotyp [IL-3 rs40401°7

rs40401™" ein 1,12fach und der homozygote /L-3 rs40401°C ein 1,50fach erhohtes

Risiko, eine milde klinische Malaria zu entwickeln (Tab. 5). Das entspricht einer

zeigte im Vergleich zum Wildtyp /L-3

Suszeptibilitit im Heterozygoten (/L-3 rs40401°") und im Homozygoten (/L-3
rs40401°©) des Locus /L3 rs40401 auf Malariaepisoden. Kinder mit dem Genotyp
IL-3 rs40401"" hatten eine Malaria-Inzidenzdichte von 1,1 (Cl 1,0-1,1) pro Person pro
Jahr unter Risiko (PYAR) und Heterozygoten und Homozygoten mit den Allelen
rs40401€ hatten eine erhohte Malaria Inzidenzdichte von 1,2 (CI 1,1-1,3) und 1,6 (CI
1,4-1,8) per PYAR, entsprechend Tabelle 5. Folglich war die Art des Erbgangs mit
12% (RR 1,12, CI 1,01-1,25; p = 0,028) und 50% (RR 1,50, Cl 1,32-1,73; p = 1,95 x
10®) Suszeptibilitat fir Malariaepisoden, meist wahrscheinlich dominant fiir den Allel
rs40401°.
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Um den Einfluss im Fall einer Protektion zu testen, wurde die multivariante Poisson
Regression mit dem reversen Wildtyp ermittelt (definiert als der Homozygot mit der
niedrigsten Anzahl an der Studie beteiligten Kinder), namlich IL-3 rs40401°C. Der
heterozygote Genotyp /L-3 rs40401°T wies im Vergleich zum Wildtyp /L-3 rs40401°©
ein 0,75fach, der homozygote /L-3 rs40401™" ein 0,67fach niedrigeres Risiko auf,
eine milde klinische Malaria zu entwickeln. Das entspricht einer Protektion im
Heterozygoten (/L-3 rs40401°") und Homozygoten (IL-3 rs40401'") des Locus /L3
rs40401 gegen Malariaepisoden. Kinder mit dem Genotyp /L-3 rs40401°C hatten eine
Malaria Inzidenzdichte von 1,6 (Cl 1,4-1,8) pro Person pro Jahr unter Risiko (PYAR)
und Heterozygoten und Homozygoten mit den Allelen rs40401" hatten eine
reduzierte Malaria Inzidenzdichte von 1,2 (Cl 1,1-1,3) und 1,1 (Cl 1,0-1,1) per PYAR.
Folglich war die Art des Erbgangs mit 25% Protektion bei Heterozygoten (RR 0,75,
Cl 0,65-0,86; p = 4,1 x 10°°) und 33% Protektion bei Homozygoten (RR 0,67, Cl 0,58-
0,77; p = 2,0 x 10®) eher dominant fiir das Allel rs40401" (RR 0,71, CI 0,62-0,81,
p=2,0x107).

Beide RRs mit den entsprechenden 95% CI fur die zwei verschiedenen ,Referenz®-

Wildtypen sind in den Abbildungen 8 und 9 dargestellit.

2,0 -
1,0
0,0 . . .
TT cCT cC
Genotyp
Abb. 8 Darstellung fir Allel C als Risikofaktor: die Kurve deutet auf einen

dominanten Effekt von C hin.
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Abb. 9 Darstellung fur Allel T als Schutzfaktor: die Kurve deutet auf einen

dominanten Effekt von T hin.

Phénotyp: P.-falciparum-Parasitédmie (Parasitdmie > 500/ul)

Der heterozygote Genotyp IL-3 rs40401°7

rs40401°© ein 1,29fach erhdhtes Risiko im Vergleich zum Wildtyp /L-3 rs40401™"

eine P.-falciparum-Parasitamie zu entwickeln (Tab. 5). Dem entspricht eine

zeigte ein 1,1fach, der homozygote IL-3

Suszeptibilitit in dem Heterozygoten (IL-3 rs40401°") und Homozygoten (/L-3
rs40401°°) des Locus /L3 rs40401 zu P.-falciparum-Parasitamie, wenn der /L-3
rs404017" der ,Referenz‘-Genotyp ist. Kinder mit dem Genotyp /L-3 rs40401™" hatten
eine parasitamische Inzidenzdichte von 3,0 (ClI 2,8-3,1) pro Person pro Jahr unter
Risiko (PYAR) und Heterozygoten und Homozygoten mit den Allelen rs40401€ hatten
eine erhdhte Inzidenzdichte von 3,3 (Cl 3,1-3,4) und 3,8 (Cl 3,5-4,1) per PYAR,
entsprechend Tabelle 5. Folglich, die Art des Erbgangs war mit 10% (RR 1,10, ClI
1,03-1,17; p = 0,005) und 29% (RR 1,29, CI 1,17-1,41; p = 1,03 x 10") Suszeptibilitat
fur P.-falciparum-Parasitamie, meist wahrscheinlich dominant fiir den Allel rs40401°.

Auch hier wurde die multivariante Poisson Regression mit dem reversen Wildtyp
ermittelt, namlich /L-3 rs40401°C. Der heterozygote Genotyp IL-3 rs40401¢T
beinhaltete ein 0,85fach, der homozygote /L-3 rs40401™" ein 0,78fach niedrigeres

Risiko im Vergleich zum Wildtyp /L-3 rs40401°C, eine P.-falciparum-Parasitamie zu
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entwickeln. Das entspricht einer Protektion in dem Heterozygoten (/L-3 rs40401CT)
und Homozygoten (/L-3 rs40401'") des Locus /L3 rs40401 gegen Malariaepisoden
bei IL-3 rs40401°C als ,Referenz“-Genotyp. Kinder mit dem Genotyp /L-3 rs40401°©
hatten eine parasitamische Inzidenzdichte von 3,8 (Cl 3,5-4,1) pro Person pro Jahr
unter Risiko (PYAR) und Heterozygoten und Homozygoten mit den Allelen rs404017
hatten eine reduzierte Inzidenzdichte von 3,3 (CI 3,1-3,4) und 3,0 (Cl 2,8-3,1) per
PYAR.

Phénotyp: Malaria-bedingte Andmie (gemessener Hamoglobin < 7,5 g/dl)

Der heterozygote Genotyp /L-3 rs40401°7

wies ein 0,94fach, der homozygote IL-3
rs40401°© ein 1,35fach ernidrigtes bzw. erhdhtes Risiko im Vergleich zum Wildtyp
IL-3 rs40401™" auf, eine Malaria-bedingte Anamie zu entwickeln (Tab. 5). Das
entspricht einer Protektion in dem Heterozygoten (/L-3 rs4O4O1CT) und einer
Suszeptibilitit in dem Homozygoten (IL-3 rs40401°C) des Locus /L3 rs40401 zu
Malaria-bedingter Andmie, wenn der /L-3 rs40401"" der ,Referenz“-Genotyp ist.
Kinder mit dem Genotyp /L-3 rs40401™" hatten eine Andmie Inzidenzdichte von 0,7
(Cl 0,6-0,8) pro Person pro Jahr unter Risiko (PYAR) und Heterozygoten und
Homozygoten mit den Allelen rs40401° hatten eine erhdhte Inzidenzdichte von 0,6
(Cl 0,6-0,7) und 0,9 (Cl 0,8-1,1) per PYAR (Tab. 5). Folglich wies die Art des
Erbgangs eine 6%ige (RR 0,94, Cl 0,82-1,08; p = 0,38 n.s.) Protektion und 35%ige
(RR 1,35, Cl 1,12-1,62; p = 0,002) Suszeptibilitat fur Malaria-bedingte Anamie auf,
sodass man bei dem Allel rs40401° von keinem dominanten Erbgang sprechen
kann.

Die multivariante Poisson Regression wurde auch mit dem reversen Wildtyp ermittelt,
namlich IL-3 rs40401°C. Der heterozygote Genotyp IL-3 rs40401°"T zeigte ein
0,70fach, der homozygote Genotyp IL-3 rs40401'" ein 0,74fach niedrigeres Risiko im
Vergleich zum Wildtyp /L-3 rs40401°, eine Malaria-bedingte Anamie zu entwickeln.
Das entspricht eine Protektion in dem Heterozygote (/L-3 rs40401CT) und
Homo-zygote (/L-3 rs40401™") des Locus /L3 rs40401 gegen Malaria-bedingte Ané-
mie bei IL-3 rs40401°C als ,Referenz‘-Genotyp. Kinder mit dem Genotyp /L-3
rs40401°C hatten eine Anamie Inzidenzdichte von 0,9 (Cl 0,8-1,1) pro Person pro

Jahr unter Risiko (PYAR) und Heterozygoten und Homozygoten mit den Allelen
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rs404017 hatten eine reduzierte Inzidenzdichte von 0,6 (Cl 0,6-0,7) und 0,7 (CI 0,6-
0,8) per PYAR, entsprechend.

3.2.2.2 Kumulative Inzidenz von Interleukin-3 rs40401 bei milder klinischer Malaria

Ist IL-3 rs40401°C der ,Referenz“-Genotyp, geht man von einer Protektion des Allels
IL-3 rs404017 aus. Bei Kindern mit dieser Variante zeigte die Cox Regression ein
vermindertes Risiko fUr die erste oder einzige Malariaepisode (rs40401CT, Hazardrate
0,81, Cl 0,64-1,03, p = 0,088; rs40401™", HR 0,78, Cl 0,62-0,99, p = 0,040).

Die Form der Graphen unterstreicht den Standpunkt eines dominanten Effekts des
Polymorphismus (Abb. 10). Gegen Ende des zweijahrigen Beobachtungszeitraums
wurde bei 23,7% und 33,8% der Kinder mit den Allelen rs40401°© und rs40401" eine

Malariaepisode weder beobachtet noch berichtet.
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Abb. 10 Im Kaplan-Meier Uberlebensdiagramm flir Malaria Episoden bei Kindern

zwischen 3 und 24 Monaten stellt sich die kumulative Inzidenz der ersten oder der einzelnen

milden klinischen Episoden dar.
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3.2.2.3 TDT und qTDT von Interleukin-3 rs40401 bei milder klinischer Malaria

Fir den SNP mit dem signifikantesten p-Wert, rs40401, wurde der Phanotyp einer
oder mehrerer Malariaepisoden (milde klinische Malaria) wahrend der ersten 24
Lebensmonate flr Populationsabweichungen mit dem manifestationsangepassten
TDT kontrolliert. TDT kann nur bei Trios Mutter-Vater-Kind durchgeflhrt werden und
mindestens ein Elternteil muss heterozygot sein. Es wurden insgesamt 448
Kernfamilien betroffener Nachkommen genotypisiert und in TDT Analysen
einbezogen. Im Locus /L-3 rs40401 konnten signifikante Assoziationen bestatigt
werden. Bei den Kindern mit einer Inzidenzdichte > 1 Malariaepidosde/PYAR,
unterschied sich die Anzahl der beobachteten Eltern-Nachkommen Transmission im
Locus IL-3 rs40401 signifikant von der in der Mendelsche Regel erwarteten (p =
0,019). Um die Rate der Malariaepisoden fur mdgliche ethnischen Abweichungen zu
kontrollieren, wurde in dem Locus /L-3 rs40401 ein quantitativer TDT (qTDT)
durchgefuhrt (Tab. 6) und dieser Locus zeigte signifikante Assoziation mit der Malaria
Inzidenzdichte (F-Wert 16,3, p-Wert 6 x 10°). Ein familienbasierter Assoziationstest
fur quantitative Merkmale (QFAM) wurde durchgefuhrt, um eine Assoziation mit dem

quantitativen Phanotyp Inzidenzdichte der Malaria zu testen [128,126].

Tab. 6 Klassische und quantitative Transmission/Ungleichgewicht-Test
TDT qTDT
SNP beobachtet
erwartet p-Wert F-Wert p-Wert PBonferroni:
T/U
IL-3 rs40401  143/106 124,5 0,019° 16,3 6x10° 1,0x10*

& Bonferroni Signifikanzniveau.
® p-Wert mit adaptiver Permutation p=0,019, OR 1,35 (rs40401° vs. rs404017), 249
informative Transmissionen.

T/U, Verhaltnis Ubertragen/nicht tbertragen.
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3.2.2.4 TDT und qTDT von den Ubrigen Interleukin-3-SNPs bei milder klinischer

Malaria

Fir die Ubrigen SNPs (rs3091336, rs11575020, rs168681, rs3091338) wurde ebenso
der Phanotyp einer oder mehrerer Malariaepisoden (auch milde klinische Malaria)
wahrend der ersten 24 Lebensmonate fur Populationsabweichungen mit dem TDT
kontrolliert. In dem Locus /IL-3 rs168681 konnten signifikante Assoziationen bestatigt
werden (Tab. 7). Bei den Kindern mit einer Inzidenzdichte von Uber einer
Malariaepidosde/PYAR, unterschied sich die Anzahl beobachteter Eltern-
Nachkommen Transmissionen im Locus /L-3 rs168681 auch signifikant von der in der
Mendelsche Regel erwarteten (p = 0,034). Fir die SNPs /L-3 rs3091336, IL-
3rs11575020 und [/L-3rs3091338 konnte keine signifikanter Zusammenhang

bestatigt werden.

Tab. 7 TDT der Ubrigen Varianten

SNP T/U p-Wert
rs3091336 103:95 0,570
rs11575020 62:51 0,301
rs168681 65:43 0,034
rs3091338 63:52 0,305

T/U, Verhaltnis Gbertragen/nicht tUbertragen.

3.2.2.5 Hohe der P.-falciparum-Parasitamie und Interleukin-3 rs40401

Das geometrische Mittel der Parasitamien wuchs erwartungsgemalf mit dem Alter an
und war bei den Kindern mit dem /L-3-Genotyp rs40401™" hoher als bei den
Heterozygoten rs40401°". Bei Kindern mit dem Genotyp rs40401°C war ein Anstieg

der Parasitamie kaum zu verzeichnen.
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Eeometrisches Mittel der max. Parasitimie
(1000 F‘aramten.l'_.p'l )
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Abb. 11 Geometrisches Mittel der max. Parasitdmien aller Untersuchungen jedes

Kindes innerhalb von Altersbereichen stratifiziert nach IL-3-Genotypen. Durchgehende Linie,

rS404O1CC; gestrichelte Linie, rS40401CT; gepunktete Linie, rs40401™".
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4 Diskussion
4.1 Kritische Bewertung der verwendeten Methodik
4.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR dient zur Vervielfaltigung von DNS-Abschnitten aus sehr geringen Menge
an genomischer Ausgangssubstanz. Wurden die Proben manuell pipettiert, konnte
es zur Kontamination von Proben kommen. Dies konnte durch negative Kontrollen
widerlegt werden. Bei Verwendung der kostenglnstigen Tag-Polymerase
(durchschnittliche Fehlerdichte 8,0 x 10°) und aufgrund ihrer weniger akkuraten
DNS-Amplifikation konnte es zum Einbau von falschen Nukleotiden in die sich
amplifizierende Sequenz kommen. Eine Alternative dazu ware die Anwendung einer
korrekturaktive Polymerase (proof reading activity; durchschnittliche Fehlerdichte 2,0
x 10), die bei Fehlererkennung die Kettenverlidngerung abbricht und somit weniger
fehlerhafte Amplifikate produziert [129]. Da hier bestimmte Kandidaten-SNPs mit
bekannten Mutationen untersucht wurden, waren zufallige Nukleotidaustausche als

Fehlermoglichkeit irrelevant.

4.1.2 Automatische Sequenzierung

Bei der Sequenzierreaktion kann es beim manuellen Pipettieren der Proben zu
Verunreinigungen beim Reaktionsansatz kommen, die ebenso wie bei der PCR

durch Positiv- und Negativansatze erfasst werden konnten.

4.1.3 Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)

FRET-Hybridisierungstechnik hat sich flr eine schnelle Erfassung von Einzel-
Nukleotid-Polymorphismen etabiliert. Die Genotypisierung mehrer Proben ist
innerhalb von wenigen Minuten nach der Amplifikation mdglich. Diese Methodik ist
locus-spezifisch und bendtigte die Konstruktion allelspezifischer Primer, welche nur
fur diese Genotypisierung angewendet wurden. Der Vorteil von FRET ist die geringe
Menge an genomischem Ausgangsmaterial. Durch die hohen Preise fur markierte
Oligonukleotide und Genotypisierungsgerat, lohnt sich diese Technik bei einem
hohen Probenumsatz. Das System ist homogen und alle Reagenzien wurden zu

Beginn der Reaktion zugegeben, was Verunreinigungen und Aufmerksamkeitsfehler
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minimierte. Das Vorliegen zusatzlicher Mutationen nahe der zu typisierenden Stelle
kann die Schmelzkurve des Assays verandern und folglich kdnnen an falsch positive
Ergebnisse resultieren. Umgekehrt werden unbekannte Mutationen nicht entdeckt,

wenn die Schmelzkurven nicht verandert werden.

4.1.4 Management und Eingabe der Daten

Die Daten wurden von einem ersten Studienmitarbeiter entsprechend einem
standardisierten Protokoll in die Datenbank Ubertragen, und die Eingabe von einem
zweiten Mitarbeiter kontrolliert. Das Risiko von Ubertragungsfehler wurde dadurch

minimiert.

4.1.5 Studiendesign und Statistik

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen einer Longitudinalstudie durchgefihrt, bei
der die Patienten im Sinne einer Panelstudie zu mehreren Zeitpunkten untersucht
wurden. Auf diese Art lassen sich intra- und interindividuelle Veranderung erfassen
und ermdglicht die Analyse unterschiedliche Infektionsverlaufe, wie asymptomatische
Parasitamie, Malaria mit Fieber und ohne Begleitsymptomen und Malaria mit
Begleitsymptome. Diese unterschiedlichen Infektionsverlaufe korrektieren mit
Unterschieden in der Inzidenz von Malariaepisoden und der Dynamik haufigen
Auftrettens von Malariaepisoden [130,131].

Gegenuber einer anderen Form der Longitudinaluntersuchung, der Trenderhebung,
bei der flr jede Untersuchung neue Teilnehmer ausgewahlt werden, haben
Paneluntersuchungen den Vorteil, dass die gemessene Variable am selben Proband
uber mehrere Messzeitpunkte hinweg untersucht wird, was Kausalbeziehungen
zwischen mehreren im Panel erhobenen Variablen aufzeigen kann. Auf diese Weise
sinkt die Wahrscheinlichkeit, dass Zufalle die mogliche Erklarung fur die erhobenen
Zusammenhange zwischen dem Vorhandensein einer [L-3-Variante und der
Malariaepisode (bzw. Parasitamie und Anamie) sein konnten. Nicht gemessene
Unterschiede zwischen den Studienkindern kdnnen auch teilweise fur die Assoziation
zwischen den Genotypen der Varianten und den Phanotypen mit verantwortlich sein.
Die statistisch signifikanten Signale (p-Werte und 95%-Konfidenzintervale) wurden

fur die antimalarische Behandlungen korrigiert aber in die Analyse kdnnen weder das
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Studiendesign, noch die Mdoglichkeit, dass die Beobachtungen auf dem Boden
systemischer Fehler entstanden sind, bertcksichtigt werden.

Die Longitudinaluntersuchung, ebenso wie eine Fall-Kontrollstudie, ermoglichen
keinen Rulckschluss auf die Ursache des Autretens bestimmter Symptome. Das
Vorhandensein eines Zusammenhangs zwischen einem SNP des /L-3-Gens und
einer Malariaepisode (bzw. Parasitamie oder Anamie) impliziert nur eine statistische
Abhangigkeit der beiden Variablen, dennoch keine Aussage uber die Ursache und
Wirkung. Diese statistische Analyse ist trotzdem kein Beweis dafur, dass genau
dieser SNP fir die gefundene Assoziationen verantwortlich ist. Alters- und
Testzeiteffekte sind konfundiert, man kann also schwer feststellen, ob bei einer
Erhebung der beobachtete Effekt wirklich auf die Altersunterschiede der Probanden
zuruckzufihren ist oder ob der Zeitpunkt der Messung den Effekt mit beeinflusst. Das
gilt vor allem fur die Hohe einer P.-falciparum-Parasitamie, welche aus
unterschiedlichen Grinden individuellen Schwankungen unterliegt. Besonders bei
asymptomatischen Parasitentragern kann die Anzahl der Parasiten pro ul Blut sehr
gering sein. Aus diesem und anderen Griunden (z. B. ethnische Unterschiede in
Populationen, Auspragung eines Merkmals wegen Selektionsdruck) besteht keine
Ubertragbarkeit auf andere Kohorten. Alterseffekte und individuelle immunologische
Faktoren jedes Probanden waren auch in Murinen Modellen nicht experimentell
reproduzierbar.

Gegenuber einer Querschnittstudie, bei der alle relevanten Variablen gleichzeitig mit
einer einmaligen Messung erhoben werden, hat diese Form der Langsschnittstudie
den Vorteil, dass Veranderungen auf Individualdatenniveau am selben Proband
festgestellt werden kénnen. Eine Kombination aus Langsschnitt- und Querschnitt-
Studie ware eine Moglichkeit einige Konfundierungen auszuschalten.

Das Problem der Panelmortalitat kann bei Sterblichkeit, Umzlgen, Verweigerungen
und ahnlichen Ausfallen aus dem Panel, auftreten. Alle Individuen, bei denen > 80%
der Genotypen vermisst waren, wurden aus der Auswertung ausgeschlossen.

Trotz des hoéheren personellen und finanziellen  Aufwandes  der
Teilnehmerverwaltung und -betreuung, der langeren Dauer und der Notwendigkeit
einer grollen Probandenanzahl, stellt das Longitudinalstudiendesign die weitaus

zuverlassigste Untersuchungsmethode fur die Hypothese dieser Arbeit dar.
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4.2 Diskussion der Studiengruppe

Die Kinderkohorte stammte von einer IPTi Studie, die im Kumasi Centre for
Collaborative Research in Tropical Medicine (KCCR) etabliert wurde. KCCR ist ein
Gemeinschaftsunternehmen zwischen dem Gesundheitsministerium der Republik
Ghana, der Kwame Nkrumah University of Science and Technology (KNUST),
Kumasi, Ghana, und dem Bernhard-Nocht-Institut flir Tropenmedizin (BNI),
Hamburg, Deutschland.

Die Probanden wurden sukzessive in die Studie aufgenommen und stammten aus
derselben Region. Es war davon auszugehen, dass die Kinder einem ahnlichen
Risiko ausgesetzt waren, an einer milden Malaria zu erkranken und somit einem
ahnlichen  Selektionsdruck  ausgesetzt waren. Die Kriterien flur die
Probandenaufnahme und den Ablauf der Studie waren protokolliert und gleich flr
jeden Teilnehmer. Dadurch, dass die Kinder nicht extra nach Kumasi fur die
Untersuchungen fahren mussten, sondern die Studienmitarbeiter sich bis in den
Ortschaften bewegten, haben, war ein gewisser Abstand zwischen den Doérfern und
der Einfluss soziodkonomischer Faktoren kein Ausschlusskriterien fur ihren
Teilnahme. Die Familien der Probanden waren somit reprasentativ fur die
Bevolkerung und die Kinder reprasentativ fir die milden Malariaepisoden in ihrem
Alter in der Region. Man geht deshalb von keiner Storgréf3e aus, die sich aus einer
Selektion ergeben (Selektionsbias) und die Genotypenfrequenzen verfalschen
konnte. Weiter kommt es in Malaria Endemiegebieten haufig vor, dass die Menschen
zwar einen fir Malariaparasit zufallig positiven Blutausstrich bei gleichzeitiger
malariadhnlicher Symptomatik haben; diese jedoch nicht wegen einer manifesten
Malaria, sondern aufgrund unabhangiger Erkrankungen wie eine Pneumonie,
Helminthiasis oder Septikamie auftreten [39,132,133].

Hinsichtlich der Abstammung waren die Probanden wenig heterogen. Circa 16% der
Teilnehmer hatten keine Ashanti Herkunft. Epidemiologische Beobachtungen und in-
vitro-Untersuchungen verschiedener Ethnien, haben bedeutende Unterschiede auf
der Grundlage genetischer Faktoren in parasitologischen, immunologischen und
klinischen Parametern der Malaria dargestellt. Beispielsweise leidet die
westafrikanische Volksgruppe Fulani an weniger Malariaattacken und zeigt eine
geringere Pravalenz einer P.-falciparum-Infektion auf als die benachbarten
Bevolkerungsgruppen [76,134]. Eine mogliche funktionelle Grundlage dieser
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Malariaprotektion ist eine hohe Antikdrperantwort auf Malariaantigene [135,136].
Diese epidemiologische Daten wurden in-vitro untersucht und die Fulani zeigten
einen hoheren Antikorperspiegel gegen P.-falciparum-Antigene als bei den Mossi
und Rimaibé, die ebenso in Burkinsa Faso unter denselben Umweltbedingungen
leben [76,136].

Ein mdgliche Informationsabweichung (enlg. bias) ergab sich aus individuellen
Beurteilungen der Arzte bei der klinischen Untersuchung der Kinder, die sich aber
jederzeit an dem Studienprotokoll orientierten. Dadurch wurden die Abweichungen
minimiert und ein mit den /L-3-SNPs assoziierter systematischer Fehler konnte
verringert werden. Fraglich kann die Validitat der Eingabe der Mutter bezlglich der
soziodkonomischen Faktoren und des klinischen Berichts (z.B. Fieber in den letzten
48 Stunden), sein. Ein solcher Reportingbias ware aber wahrscheinlich eher
indifferentiell und damit nicht sehr relevant.

Der prozentuale Anteil an vermissten Kindern lag bei jedem Polymorphismus
zwischen 2,2% bis 4,6%, was bei einer Studienkohorte von tUber 1000 Teilnehmer
eine geringe Bedeutung hat und somit die Ergebnisse unwesentlich beeinflusst.
Bezuglich der Auspragung einer Malaria-bedingte Anamie wurde der hereditare
Faktor Sichelzellanamie der Kinder kontrolliert. Bei der Korrektur der Analyse flr
diese Variable anderten sich die Werte um weniger als 5%. Ursachen wie
Mangelernahrung (Folat- und Eisenmangel) und HIV-Infektion konnten nicht erfasst

werden.

4.3 Die untersuchten Interleukin-3-Polymorphismen

Individuen, die Regionen mit einer hohen Malariapravalenz bewohnen, werden vor
schwerer Erkrankungen bewahrt [137], wie beispielsweise die Trager der Mutationen
im Hamoglobin oder in immunologischen Faktoren. Sie sind gegenuber einer
schweren Malaria und der damit verbundenen Fatalitat teilweise geschutzt [46]. Der
genetische Einfluss auf die milde Malaria ist wenig beschrieben. Genauso wenig
weild man Uber die genaue Rolle des /L-3 in der Pathophysiologie der Malaria. Die
Datenanalyse der vorliegenden Arbeit ergab einen Zusammenhang eines [L-3-
Polymorphismus (/L-3 rs40401) mit der Protektion gegen eine milde Malaria, bzw.
P.-falciparum-Parasitamie. Dieselbe Mutation senkte das Risiko fur die

Malaria-bedingte Anamie.
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4.3.1 Funktion der untersuchten Interleukin-3-Polymorphismen

Unter den funf untersuchten Varianten fuhrte ein einzelner exonischer
Poly-morphismus zum Aminosaurenaustausch (/L-3 rs40401). Die restlichen vier
lagen auf Promotorbereichen (davon drei am Anfangsende des Gens) und induzieren
keinen Aminosaurenaustausch, kdnnen aber moglicherweise die Promotoraktivitat
des /L-3-Gens beeinflussen.

Der Polymorphismus /L-3 rs40401, welcher in allen untersuchten Probanden das
starkste Signal (p-Wert) hat, ist exonisch, non-synonym, auf Position +79 lokalisiert
und wurde in der chinesischen Population mit Suszeptibilitdt zum Morbus Basedow,
einer Autoimmunkrankheit der Schilddrise, assoziiert [105]. Er verursacht aufgrund
aufgrund einer Substitution von Cytosin gegen Thymin (C — T) im ersten Nukleotid
der 27sten Codon (Ser27Pro) einen Aminosaureaustausch von Prolin auf Serin. Die
Mutation /L-3 rs40401°”T kommt signifikant haufiger in der afrikanische Population
(70% in Yoruba) als bei Kaukasiern (21%) und Asiaten (56%) vor (Tab. 2). Es kann
vermutet werden, dass durch die Migration des Menschen aus Afrika nach Norder
Selektionsdruck durch Malaria nachgelassen hat und der Vorteil des Allels rs404017
gegenuber Malaria weniger bedeutsam wurde als der Nachteil gegenuber
Autoimmunkrankheiten. So wurde der Polymorphismus bei diesen Populationen
langsam gegen rs40401° balanciert. In einer Studie mit einer koreanischen Kohorte
wurde nachgewiesen, dass der Prolin Allele derselben Polymorphismus mit einem
dominanten und einem protektiven Effekt auf die Entwicklung von Asthma bei nicht-
Atopikern und mit einem geringeren Risiko flr Atopie bei gesunden Kontrolllpersonen
assoziiert ist [108]. Erhohte Serumwerte fir IgE sind Markenzeichen der Atopie und
Helminthiasis [110]. Auch Einwohner endemischer Malariagebieten zeigen hohe
Serumtiter mit totaler und antimalarisch-spezifischer IgE [111,112]. Die direkte
Beteiligung von /L-3 in der Pathogenese der Malaria ist wenig beschrieben, aber der
Einfluss von IL-3 auf die Proliferation von Basophilen, Mastzellen und Eosinophilen
ist bekannt, welche Bindungsstellen fur IgE sind und in parasitaren Infektionen stark

erhdohte Werte zeigen.
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4.4 Bedeutungen des Interleukin-3-Gens im Zusammenhang mit Malaria

Die Protektion genetischer Merkmale von der schweren Form der Malaria ist
weitreichend untersucht worden [138,139]. Im Gegensatz dazu ist der Effekt der
Humangenetik auf die Infektionsdynamik der P- falciparum-Malaria und die milde
klinische Form dieser Erkrankung bislang wenig erforscht worden. Immunologische
Faktoren, vor allem Zytokine, spielen eine wichtige Rolle in der Pathologie der
Malaria. Der direkte Effekt von IL-3 auf die Krankheitsentstehung ist noch nicht
bekannt, aber dieses Gen liegt auf der Chromosomenregion 5q31, welche in
friheren Studie mit der Malariaparasitamie stark assoziiert wurde, wodurch dieses
Gen eine hohe Relevanz fur die Forschung erhalt. Die Analyse genetischer
Grundlagen der Infektionsdynamik und der milden klinischen Form einer Malaria
tropica kann dazu beitragen, pathophysiologische Zusammenhange aufzudecken.

Die Zielpopulation unserer Untersuchung bewohnt ein holoendemisches Gebiet flr
Malaria, in der ihre Transmission relativ stabil ist. In diesem Gebiet herrscht eine
hohe Erkrankungspravalenz im frihen Kindesalter. In den ersten 3 bis 6 Monaten
erkranken die Kinder selten an Malaria aufgrund der Leihimmunitat und des hohen
Males an fetalem Hamoglobin [37]. Asymptomatische Parasitamien treten haufig
beim alteren Kindern als Resultat einer partiellen Immunitat auf, die in den ersten
Lebensjahren ausgebildet wird [36]. In dieser Phase ist der Einfluss auf die
Infektionsdynamik von entscheidender Bedeutung flr das Risiko eine schwere
Malaria tropica zu entwickeln [140] und wird bei jeder Reinfektion geringer [141].
Nach kontinuierlichem Nachlassen des protektiven Effekts im Sauglingsalter sind die
Kinder in den ersten Lebensjahren besonders fur schwere Verlaufsformen der
Malaria anfallig [27,141]. In Regionen mit hoher Malariatransmission ( > 100 infizierte
Stiche pro Person pro Jahr), wie im Fall unseres Studiengebietes, ist die Anamie die
haufigste Komplikation, in Gebieten mit niedriger Transmission ( < 15 infizierte Stiche

pro Person pro Jahr) ist es die zerebrale Malaria.
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4.4.1 Assoziation von Interleukin-3 rs40401 und P.-falciparum-Parasitamie sowie

klinischer milder Malaria

Die starkste Assoziation vermittelte die exonische, non-synonyme [L-3-Variante
rs40401 im Zusammenhang mit dem Auftreten einer milden klinischen Malaria bzw.
einer P.-falciparum-Parasitamie.

IL-3 ist ein hamatopoetischer Wachstumsfaktor, welcher zum Uberleben, zur
Vermehrung und zur Differenzierung hamatopoetischer Vorlauferzellen beitragt und
in vivo vorwiegend als proinflammatorisches Zytokin wirkt [82]. Es stellt eine wichtige
Verbindung zwischen dem hamatopoetischen System und dem Immunsystem dar.
IL-3 ist nicht essenziell fur die Hamathopoese, aber erforderlich fir die
Aufrechterhaltung eines hohen Basophilen- und Mastzellen-Titers. Diese sind
wichtige Effektorzellen in der TH2-Immunitdt gegenuber Parasiten und anderen
akuten oder chronischen immunologischen Antworten wie IgE-assoziierte allergische
Reaktionen [86,87]. Erhdhte Serumwerte fir IgE sind wiederum Markenzeichen der
Atopie und parasitarer Infektionen [110]. /L-3 spielt auch eine wichtige Rolle in der
Aktivierung lokaler Eosinophilen [88].

In einer Studie mit Patienten aus einem hochendemischen Malariagebiet hat eine
erhdohte Ausschittung von IL-3 die Kapazitat zur Adhasion von mit P. falciparum
parasitierten Erythrozyten und die Rosettenbildung bei schwerer Malaria verstarkt
[114]. Vergleichbare Arbeiten wurden in Thailand durchgefuhrt und es ergaben sich
keine relevanten Unterschiede in der Allelfrequenz der IL-3-Variante -16 (T — C) bei
Patienten mit mildem und schwerem Malaria [142].

Weder zur Anfalligkeit noch zur Protektion hat die Produktion von IL-3 bei mit
P. berghei ANKA-infizierten Mausen beigetragen [143]. Unterstitzt wurden diese
Daten durch eine Studie von Asami et al. [144], bei der die IL-3 Produktion in CFU-S
(colony-forming units in spleen) in Mausen viel hdéher bei den mit nicht-letalem
P. yoelii 17x-infiziert als bei den mit dem letalen P. beghei, welches von einer
quantitativen Erhéhung von Markophagen gefolgt war.

Frihere Studien berichteten Uber eine signifikant bessere Wirksamkeit des rh/L-3/S8
(engl. recombinant human IL-3/serine 8) als rhIL-3/P8 (engl. recombinant human
IL-3/proline 8) in Sensibilisierung von Leukozyten zur Freisetzung von IL-4 und in
TNF-a [109]. Dies entspricht einer hohen /L-3 Aktivitat und somit hdheren IL-4- und

TNF-o-Titern fur die Trager der T Allelvariante. Aus einer Studie mit burkinischer
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Fulani ergab sich eine erhdhte Antikorperkonzentration gegen Plasmodien bei den
Tragern der Promotorvariante 1L4-524 T. IL-4 und IL-3 sind Zytokine, die eine
wichtige Rolle in der Pathophysiologie der Malaria spielen und beide scheinen zur
Malaria-resistenz beizutragen [76].

Das geometrische Mittel der P.-falciparum-Parasitamie von IL-3 rs40401 wurde
ermittelt und zeigte, wie vermutet, keine signifikante Erhdhung in Anwesenheit des
IL-3 rs40401°¢ Allels. Die Hohe einer P.-falciparum-Parasitimie kann aus
unterschiedlichen Grlinden individuellen Schwankungen unterliegen.
Altersunterschiede der Probanden und Zeitpunkt der Messung sind konfundiert.
Besonders bei asymptomatischen Parasitentragern kann die Anzahl der Parasiten
pro ul Blut sehr gering sein. Die Schwankung kann auch mit dem Zeitpunkt der
Messung zusammenhangen, da das Blut flir die mikroskopische Diagnostik pro
Untersuchung einmalig abgenommen wurde.

Die Bedeutung einer strukturellen und funktionellen Anderung auf Proteinebene
durch die /L-3 rs40401°”T Mutation ist spekulativ, da physikalische und komparative

Erwagungen nicht in der Literatur zu finden sind.

4.4.2 Assoziation von Interleukin-3 rs40401 und Malaria-bedingter Anamie

Anamie ist eine der haufigsten Manifestationen der Malaria in Gebieten mit hoher
Ubertragung von P. falciparum [145,146,147] und betrifft vor allem Kinder unter fiinf
Jahren [148]. Auch in unserer Studienpopulation war das Vorkommen einer Malaria-
bedingten Anamie verbreitet. Weiter wurde ein signifikant geringeres Risiko einer
Anamie bei Patienten mit heterozygotem Genotyp IL-3 rs40401°" und homozygotem
IL-3 rs404017T beobachtet. Dieses Ergebnis unterstreicht die Vermutung, dass die
IL-3 rs40401-Variante die Manifestation bestimmter Symptome der Malaria
beeinflussen kdnnte.

In Malaria-Endemiegebieten ist die Auspragung der Anamie vom Alter und Gewicht
des Kindes, dem Ernahrungszustand, dem Bildungsniveau der Eltern, ihrer
Entfernung zum nachsten Krankenhaus, dem Gesundheitsbewusstsein, der Art der
Unterkunft, der kirzlichen und aktuellen Krankengeschichte und vor allem dem
Vorhandensein einer P.-falciparum-Malaria, beeinflusst [149].

Im Rahmen einer Plasmodium-Infektion ist es haufig schwer nachzuvollziehen,

inwiefern die vorliegende Anamie auf die Malaria zurickzuflhren ist. In Tamale,
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Norden von Ghana, wurde die Anamie unabhangig von der Auspragung der
Parasitamie mit dem Alter der Patienten und Unterernahrung assoziiert [150,151].
Ein stufenweiser Abfall der Hamoglobinwerte wird durch wiederholte oder chronische
Infektionen verursacht, potenziell unabhangig von der Parasitamie. Die Hohe der
Anzahl der Parasiten im Blut galt in Ergebnisse einer Studie mit tanzanischen
Patienten als die weit starkste Ursache einer schweren Anamie [149]. Forschungs-
ergebnisse deuteten darauf hin, dass der pathophysiologische Mechanismus einer
P.-falciparum-Malaria-bedingten Anamie sich in den verschiedenen
Erkrankungs-stadien unterscheidet, wobei die Anamie bei Kindern mit einer akuten
Infektion auf immunologischen und mechanischen Vorgangen und die Anamie mit
chronischer Parasitamie auf einer Dyserythropoiese im Knochenmark beruht [145].

Die pathophysiologischen Hintergriinde der Anamie bei Malaria sind sehr komplex
und multifaktoriell [152,153]. Eine Kombination akuter Eisensequestrierung im
retikulo-endothelialen  System assoziiert mit einer kirzeren Erythrozyten
Uberlebenszeit ist lange vermutet worden. Die Immunhamolyse scheint eine geringe
Rolle zu spielen. Frihere Studien legen nahe, dass eine herabgesetzte Erythropoese
zur  Entwicklung einer Anamie Dbeitragt [154] wund eine inadaquate
Erythropoetin-produktion wurde in Patienten mit akuter P.-falciparum-Malaria
festgestellt [155]. Anderseits sind IL-1, TNF-a und Interferon-y, welche zur
Pathologie der Malaria beitragen, mit einer [In-vitro-Inhibition der Erythropoese
verbunden. Zum Zweck der Bestimmung der SCF (engl. stem cell factor) und IL-3
Spiegel im Serum von Patienten mit akuter P.-falciparum-Malaria hat die
Arbeitsgruppe Burgmann et al. [113] einen vorubergehenden /L-3 Serumanstieg bei
anamischen Patienten beobachtet. Da SCF und /L-3 Wachstumsfaktoren sind, ist ein
Anamie-induzierter Anstieg dieser Faktoren zu erwarten. Hinsichtlich der Ergebnisse
vorliegender Arbeit, ist die Anwesenheit der [L-3 rs40401°>T Mutation in der
Studienkohorte mit einem niedrigeren Risiko einer Malaria-bedingten Anamie

verbunden.
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5 Zusammenfassung

Die hohe Mortalitat der Malaria vor dem reproduktiven Alter hat einen bedeutenden
Selektionsdruck auf das humane Genom ausgeubt. Zeitpunkt und Verlauf der ersten
Infektionen mit P. falciparum im Kleinkindalter sind entscheidend flr das Risiko des
Auftretens einer schweren Malaria tropica [156] und sind von genetischen
Wirts-faktoren abhangig. In Segregationsanalysen wurde die Chromosomenregion
5931-33 mit der Kontrolle von Parasitamie und Reinfektionsdynamik bei jlingeren
Individuen  assoziiert. Wichtige Einflussfaktoren fir den Verlauf der
Malariapathogenese waren das Alter bei der Erstinfektionen, sowie der damit
verbundene immunologische Status der infizierten Kinder [1-3]. Das /L-3-Gen liegt
auf dem Multigencluster 5q31-33, wobei eine direkte Rolle in der Pathologie der
Malaria nicht bekannt ist.

Es wurde eine molekularbiologische Typisierung von funf ausgesuchten [L-3-
Varianten (eine exonische und vier auf dem Promotor) basierend auf Blutproben und
Daten einer klinisch-epidemiologischen Studie von 1070 Kindern aus Zentralghana
durchgefuhrt. Die Kinder wurden im Alter von 3 Monaten rekrutiert und die
Untersuchungen liefen bis zum Erreichen des 2. Lebensjahres. Die anschliel3ende
Assoziationsanalyse fur Parasitamie mit P. falciparum, milde klinische Malaria, und
Malaria-bedingte Anamie fanden in einer Langsschnittuntersuchung statt. Neben den
Kandidaten-SNPs zeigte der Locus /L-3 rs40401, welche eine exonische, nicht-
synonyme Mutation aufweist, die starkste Assoziation (rs40401°T, RR 0,75; p = 4,1 x
10°; rs40401™"; RR 0,67; p = 2,0 x 10®) fiir die milde Malaria auf. Dieser SNP
verursacht einen Aminosaurenaustausch von Prolin auf Serin (Ser27Pro) durch die
Substituition von Cytosin gegen Thymin (C—T) auf dem ersten Nukleotid der 27sten
Codon. AnschlieRende TDT und qTDT wurden durchgefurht, um informative
Transmissionen festzustellen, bzw. In madgliche ethnische Abweichungen zu
kontrollieren. Die Ergebnisse unterstreichen die Rolle von /L-3-Gen-Varianten fur das
Risiko einer milden Malaria und weisen auf eine Bedeutung von [L-3 fur die

Malariapathogenese hin.
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6 Anhang
6.1 Abkiirzungen

A
ANKA
A. funestus
ATP
BNI

C

CD
CFU-S
Cl
CTP
DNS
dNTP
ddATP
FRET
FY

G
GM-CSF
GPI
GPS
GTP
Hb
HIV
HLA
HWG
ICAM
IL

INF, IFN
IPTi

IR

RR
KCCR

Adenin

Angstromquelle Karlsruhe

Anopheles funestus

Adenosintriphosphat
Bernhard-Nocht-Institut fir Tropenmedizin
Cytosin

engl. cluster of differentiation

engl. colony-forming units in spleen
Konfidenzinterval

Cytosintriphosphat
Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleotidtriphosphat
Didesoxyadenosintriphosphat
Fluoreszenzresonanz-Energietransfer
Duffy

Guanin
Granulozyten-Makrophagen-Kolinie-stimulierenden Faktor
engl. glucose phosphate isomerase

engl. Global Positioning System
Guanosintriphosphat

Hamoglobin

Humanes Immundefizienz Virus

Humane Leukozytenantigen
Hardy-Weinberg Gleichgewicht, engl. HWE
engl. intercellular adhesion molecule
Interleukin

Interferon (engl. to interfere)
intermittierende praventive Behandlung von Kleinkindern
Inzidenzdiche, engl. incidence rate
Relatives Risiko

Kumasi Center for Collabrative Research in Tropical Medicine
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LD

min

mi
NCBI
nm

NO

P, Pro
PCR

P. berghei
P. falciparum
P. vivax
P. yoelii
PYAR
qTDT
RNA

S, Ser
sec
SNP

T

DT
Tm
TNF
TH
VCAM
WHO
YRI

pl

Kopplungsungleichgewicht

Minute(n)

Milliliter

National Center for Biotechnology Information
Nanometer

Stickstoffmonoxid

Prolin

Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
Plasmodium berghei

Plasmodium falciparum

Plasmodium vivax

Plasmodium yoelii

engl. person-year-risk

quantitativer Transmissions-Ungleichgewicht-Tests
Ribonukleinsaure (engl. ribonicleic acid)

Serin

Sekunde(n)

Punktmutation (engl. single nucleotide polymorphism)
Thymin

Transmissions-Ungleichgewicht-Tests

Schmelzpunkt

Tumornekrosefaktor

T (Thymus) , H (Helfer)

engl. vascular adhesion molecule
Weltgesundheitsorganisation (engl. World Health Organization)
Yoruba

Mikroliter
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6.2 Hersteller

Hemocue, Grossostheim, Deutschland.

NucleoMag 96 Blood, Macherey-Nagel, Diuren, Deutschland.
PicoGreen dsDNA Quantitation Assay/Kit, Molecular Probes, USA.
LightTyper, Roche Holding GmbH, Mannheim, Deutschland.

4th Dimension, 4D v6.8.5, San Jose, USA.

Intercooled Stata MP v10, StataCorp, College Station, USA.
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