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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Hintergrund

1.1.1 Epidemiologie

Mehr als drei Milliarden Menschen leben in Malariaendemiegebieten, dies ist fast die
Halfte der Weltbevdlkerung (WHO, 2011b). Die Malaria ist immer noch eine der hau-
figsten Erkrankungen weltweit, die durch Parasiten verursacht wird. Insgesamt war die
Malariainzidenz im Jahr 2010 mit 216 Millionen an die Weltgesundheitsorganisation
(WHO) gemeldeten Erkrankungsféllen im Vergleich zu den Vorjahren leicht ricklaufig,
dennoch ist insbesondere die Malaria tropica eine Erkrankung mit einer hohen Mortali-
tat. Zwar konnte von 2000 bis 2010 eine Reduktion der Mortalitdt um mehr als 25%
verzeichnet werden, aber im Jahr 2010 starben weltweit immer noch mehr als 650.000
Menschen an dieser Erkrankung. 86% der tddlichen Verldufe betrafen zudem Kinder
unter funf Jahren. Am stérksten ist das subsaharische Afrika betroffen, aus dem fast
90% aller Malariafalle gemeldet werden. Der Malaria tropica kommt hier die gréBte
Bedeutung zu. Sie ist die haufigste Malariaform und die haufigste Ursache fir Todes-
falle bei einer Malariaerkrankung (WHO, 2011b).

Nicht nur fir die Bewohner von Endemiegebieten spielt die Malaria eine wichtige Rolle.
Durch Globalisierung und Migration ist sie auch fir Reisende eine bedeutende und
ernstzunehmende Erkrankung geworden (Jensenius et al., 2013). Mehr als 125 Millio-
nen Reisende besuchen jahrlich Malariaendemiegebiete und mehrere Tausend Rei-
sende erkranken pro Jahr an einer Malaria (WHO, 2011a). Erfreulicherweise hat die
Inzidenz der importierten Malaria in den letzten Jahren abgenommen (Odolini et al.,
2011). Wéhrend vor circa zehn Jahren jahrlich noch bis zu 12.000 nach Europa impor-
tierte Falle gemeldet wurden (World Health Organization (2006) Regional office for
Europe, 2006), wurden dem European Centre for Disease Prevention and Control
(ECDC) im Jahr 2009 nur noch 6050 Falle gemeldet. Somit liegt die Inzidenz bei
0,89/100.000 Einwohner (ECDC, 2011).

Far das Jahr 2011 gibt das Robert-Koch-Institut (RKI) insgesamt 562 nach Deutsch-
land importierte Malariafélle an. Darunter waren 407 Malaria tropica-Falle, von denen
der Hauptteil in Afrika erworben wurde. Nach den Bundeslandern Nordrhein-Westfalen,
Bayern und Baden-Wirttemberg lag Hamburg mit einer Malariainzidenz von 2,7 pro
100.000 Einwohner im selben Jahr an vierter Stelle (RKI, 2012). Dass die Malariainzi-
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denz in Hamburg im Vergleich zu anderen Bundeslandern relativ hoch ist, liegt sicher-
lich auch an der Bevélkerungsstruktur Hamburgs. Ein GroBteil der in Hamburg behan-
delten Malariapatienten hat einen Migrationshintergrund und stammt urspriinglich aus
Malariaendemiegebieten. Eine Malaria wird bei dieser Patientengruppe meist im Rah-
men von Besuchen bei Freunden oder der Familie in ihrem Geburtsland erworben.
AuBerdem leben in einer internationalen Stadt wie Hamburg viele reisefreudige Men-
schen, die ihren Urlaub auch in Malariaendemiegebieten verbringen (RKI, 2010).

Insgesamt liegt die Letalitat bei importierter Malaria in Industrienationen mit guter me-
dizinischer Versorgung weit unter der Letalitat der Endemiegebiete. Bei intensivpflichti-
ger, schwerer Malaria tropica aber ist sie dennoch besorgniserregend hoch. In Frank-
reich verstarben zwischen 2000 und 2006 noch 42 (10,5 %) von 400 intensivpflichtigen
Malariapatienten (Bruneel et al., 2010). Im Jahr 2009 verstarben in Deutschland drei
(0,6 %) Malariakranke (RKI, 2010).

1.1.2 Erreger und Zyklus

Fanf bekannte Plasmodienarten sind in der Lage, den Menschen zu infizieren: Plas-
modium (P). falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae und das urspringlich nur bei
slidostasiatischen Makaken nachgewiesene P. knowlesi (White, 2008). Die Ubertra-
gung der Parasiten erfolgt Gber den Stich der weiblichen Anophelesmiicke, wahrend in
der sexuellen Phase des Zyklus der Micke die Vereinigung der weiblichen Makro- und
der mannlichen Mikrogametozyten stattfindet. Uber weitere Zwischenstufen dieses
Entwicklungszyklus entstehen die beweglichen und fir den Menschen infektidsen
Sporozoiten, die beim Saugakt der Micke in die Blutbahn des Menschen gelangen.
Die asexuelle Teilungsphase mit ihrer hepatischen (extraerythrozytaren) und erythro-
zytaren Schizogonie erfolgt dann im Menschen (Léscher et al., 2010).

Innerhalb von 15 bis 45 Minuten nach Inokulation dringen die Sporozoiten in die Leber-
zellen des befallenen Menschen ein, in denen Uber verschiedene Entwicklungsstufen
die Bildung von sogenannten Gewebsschizonten erfolgt. Je nach Plasmodienart ent-
halten diese 2.000 bis 30.000 aus den Plasmodien entstandene Merozoiten. Nachfol-
gend kommt es zum Abschniiren merozoitenhaltiger Gewebsschizonten, welche nun
als Merosomen in den Blutkreislauf ausgeschwemmt werden und dort ihre Merozoiten
freisetzen. Im Vergleich zu den anderen drei Plasmodienarten, bei denen diese Ent-
wicklung gleich nach Eindringen in die Leberzelle ablduft, kdnnen die Parasiten, wenn
es sich um eine Infektion mit P. ovale oder P. vivax handelt, hingegen als einzellige
Hypnozoiten eine Ruhephase in der Leber durchlaufen. Die hepatische Schizogonie
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kann hier durch unbekannte Trigger auch noch Wochen oder Jahre spéter beginnen
(Léscher et al., 2010).

Fir alle Plasmodienarten beginnt die erythrozytére Schizogonie nach dem aktiven Ein-
dringen der Merozoiten in zirkulierende Erythrozyten zunachst mit der Bildung von
amo@boiden Trophozoiten. Dies sind die lichtmikroskopisch auffalligen Ringformen.
Durch Reifung und Teilung entwickeln sich aus diesen die erythrozytédren Schizonten,
welche jeweils acht bis 32 Merozoiten enthalten kénnen. Infizierte Erythrozyten ruptu-
rieren und setzen ihre Merozoiten frei, welche wiederum gesunde Erythrozyten befallen
kénnen. Die erythrozytare Schizogonie kann so erneut beginnen und eine massive und

schnelle Vermehrung der Parasiten kann die Folge sein (L6scher et al., 2010).

Ursache der klinischen Symptome des Infizierten, wie zum Beispiel Fieber, ist eine
ausreichend hohe Parasitamie im Blut. Die Dauer der erythrozytédren Schizogonie defi-
niert die Zeitspanne der zyklischen Fieberschibe und unterscheidet sich bei den ver-
schiedenen Plasmodienarten. Eine synchronisierte erythrozytédre Schizogonie lauft
typischerweise bei P. vivax alle 48 Stunden, bei P. ovale alle 50 Stunden, bei P. mala-
riae alle 72 Stunden und bei P. knowlesi alle 24 Stunden ab. Bei P. falciparum verlauft
sie nicht synchron und es kommt trotz eines 48-stiindigen Entwicklungszyklus zu nicht-
periodisch auftretenden Fieberschiben.

Einige der in die Erythrozyten eingedrungenen Merozoiten teilen sich nicht, sondern
entwickeln sich hier zu Mikro- oder Makrogametozyten, die bei einer Blutmahlzeit von
der Anopheles-Micke aufgenommen werden kénnen (Léscher et al., 2010).

1.1.3 Pathogenetische Grundlagen

Allgemeine Grundlagen

Die genaue Pathogenese der Malariaerkrankung und ihrer so unterschiedlichen klini-
schen Auspragungen ist zwar viel untersucht worden, aber noch nicht abschlieBend
geklart. Wie bei den meisten Infektionskrankheiten spielen bei der Auspragung dieser
Erkrankung einerseits Pathogenitatsfaktoren des Erregers eine Rolle, andererseits
auch die Immunitétslage des Patienten. Alle Malariainfektionen rufen eine systemische
Entzindungsreaktion hervor. Das klinische Korrelat sind Fieber und andere unspezifi-
sche Begleitsymptome. Immunologisch spielt bei der Malariainfektion das Monozyten-
Makrophagensystem bei der zellvermittelten Immunitéat eine groBe Rolle. Zirkulierende
und gewebsstandige Phagozyten setzen durch den Angriff auf parasitierte Erythrozyten
eine komplexe Kaskade von Abwehrmechanismen in Gang. Durch die Erythrozyten-
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ruptur werden wahrend der erythrozytdren Phase Merozoiten und Zellreste von Schi-
zonten in das Blut ausgeschwemmt. Diese Parasitenbestandteile, auch Malariatoxine
genannt, setzen durch direkte Wirkung Entziindungsreaktionen in Gang. Gut unter-
suchte Malariatoxine sind zum Beispiel Glykosyl-Phosphatidyl-Inositolphosphat und
Hamozoin (Casals-Pascual et al., 2006, Shio et al., 2010). Das Monozyten-
Makrophagen-System wird unter anderem durch diese Malariatoxine aktiviert und kann
seinerseits verschiedene anti- und proinflammatorische Zytokine und Entziindungsme-
diatoren freisetzen (Urquhart, 1994, Shio et al., 2010). Proinflammatorisch wirken zum
Beispiel die Interleukine (IL) IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, Interferon gamma (IFN-y)
und der Tumornekrosefaktor (TNF) (Lyke et al., 2004, Kassa et al., 2011). IL-4 und IL-
10 haben antiinflammatorische und antiparasitare Eigenschaften (Peyron et al., 1994,
Robinson et al., 2009).

Der Ablauf der Immunreaktion ist ein komplexer Vorgang, und die Immunantwort ist bei
jedem Patienten potenziell unterschiedlich. Bei einer Erstinfektion mit Malariaparasiten
ist die Phagozytenaktivitdt am gréBten. Sie wird mit jeder weiteren Infektion reduziert
(Brown et al., 1990). Einige der Zytokine, wie zum Beispiel TNF und IL-10, haben so-
wohl anti- als auch proinflammatorische Qualitdten (Kremsner et al., 1995, Brandts et
al., 1997). Ein stark erhdhter TNF-Spiegel korreliert zum Beispiel positiv mit einem
schweren Krankheitsverlauf und einer erhéhten Letalitat, ein niedrigerer TNF-Spiegel
scheint einen gewissen Schutz vor einem fulminanten Verlauf zu bieten (Urquhart,
1994, Robinson et al., 2009).

Die Milz spielt beim Abbau parasitierter Erythrozyten bei Immunen sowie Nichtimmu-
nen eine tragende Rolle. Klinisch zeigen in der Regel alle Malariapatienten eine Sple-
nomegalie. Parasitierte Erythrozyten werden aufgrund ihrer geringen Verformbarkeit in
der Milz frihzeitig durch Gewebsmakrophagen eliminiert. AuBerdem sind die Makro-
phagen in der Lage, rigide Strukturen wie Plasmodien durch bestimmte Mechanismen
aus Erythrozyten zu entfernen. Dieser Prozess wird splenic pitting genannt (Buffet et
al., 2011).

Ebenfalls auffallend ist bei dem GroBteil der Malariapatienten eine Anamie, die meist
multifaktoriell bedingt ist. Eine schwere, lebensbedrohliche Anamie ist haufig bei be-
troffenen Kindern in Endemiegebieten zu beobachten (Ldscher et al., 2010). Ursachen
sind neben der Hamolyse durch Erythrozytenruptur der vermehrte Abbau durch die
Milz und eine Hemmung der Erythropoese (Casals-Pascual et al., 2006, Roberts et al.,
2005).
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P. falciparum - spezifische pathogenetische Grundlagen

Die Pathogenese der Malaria tropica hebt sich in einigen Punkten deutlich von der der
anderen Malariaformen ab. Eine Infektion mit P. falciparum verursacht die meisten To-
desfélle bei Malariakranken. Durch verschiedene fur diesen Erreger spezifische Me-
chanismen kann sich aus einer unkomplizierten Malaria tropica schnell eine komplizier-
te Malaria mit erhdéhter Mortalitat entwickeln. Im Gegensatz zu den anderen humanpa-
thogenen Plasmodienarten, die nur junge Erythrozyten befallen kénnen, zeigt sich bei
der Malaria tropica h&ufig eine sehr hohe Parasitdmie, die dadurch bedingt ist, dass P.
falciparum Erythrozyten aller Reifungsstadien befallen kann (Léscher et al., 2010).

Mit P. falciparum infizierte Erythrozyten besitzen die besondere Fahigkeit der Sequest-
ration, d.h. sie kdnnen sich in der Peripherie an GefaBendothelzellen binden. In kleinen
GefaBen kénnen Mikrozirkulationsstérungen und nachfolgend gegebenenfalls Infarzie-
rungen stattfinden (Dondorp et al., 2005). Dieser Mechanismus ist wahrscheinlich auch
eine Ursache der lebensbedrohlichen zerebralen Malaria, bei der zerebrale Punktblu-
tungen beschrieben worden sind (Ponsford et al., 2012, Hanson et al., 2012). Wahr-
scheinlich beeintrachtigen zusatzlich lokal wirkende Entzindungsmediatoren die
Durchblutung der GeféaBe. Parasitierte Erythrozyten kénnen sich durch Sequestration
dem Blutkreislauf und dem Abbau in der Milz entziehen, ihre Lebenszeit dadurch ver-
langern und ihre Chance auf Vermehrung verbessern (Ho und White, 1999). Es ist also
davon auszugehen, dass die peripher gemessene Parasitdmie nicht die reale Para-
sitdmie aufzeigt (Dondorp et al., 2005).

Der genaue Mechanismus der Sequestration ist noch nicht abschlieBend geklart, je-
doch scheinen von P. falciparum exprimierte Adhasionsproteine, wie zum Beispiel das
polymorphe P.-falciparum-Erythrozyten-Membranprotein-1 (PfEMP-1), welches auf der
Oberflache groBer parasitierter Erythrozyten erscheint, eine Rolle zu spielen. Auf der
Erythrozytenoberflache werden sogenannte knobs, also Vorwdlbungen, gebildet, Uber
die durch die Adhasionsproteine die Bindung an das Endothel geférdert wird. PfEMP-1
gilt als ein wichtiger Ligand flr die Endotheladhasion befallener Erythrozyten. Das Be-
sondere an diesem Protein ist, dass in jedem Parasitenisolat ungefahr 60 Gene fiir die
Kodierung von PfEMP-1 zusténdig sind, jedoch weisen diese eine hohe strukturelle
Variabilitat auf. Daher werden diese Gene auch var-Gene genannt. Pro Parasitenklon
scheint in einer Parasitengeneration nur ein var-Gen exprimiert zu werden, andere Ge-
nerationen exprimieren wiederum andere var-Gene. So wird durch standige Verande-
rung von exprimiertem PfEMP-1 eine sequenzielle Antigen- und Adh&sionsvariation
verursacht (Smith et al., 1995, Pasternak und Dzikowski, 2009, Léscher et al., 2010).
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Dieser Parasit hat also einen Weg gefunden, sein Uberleben im Kérper zu verbessern

und seine Eliminierung aus dem Koérper des Menschen zu erschweren.

PfEMP-1 ist ein Ligand fir diverse Endothelrezeptoren, deren Exprimierung in den Ge-
faBen verschiedener Organe unterschiedlich hoch sein kann. Das ist ein Grund flr die
unterschiedliche Auspragung und Schwere der Organbeteiligung bei der Malaria tropi-
ca (Pasternak und Dzikowski, 2009). Bisher sind 11 Rezeptoren bekannt. Zwei der
wichtigsten sind die Membranproteine Cluster of Differentiation 36 (CD 36) und Inter-
cellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), an die fast alle P.-falciparum-Isolate binden
kénnen. Die Adhéasionsmolekile ICAM-1 und das vascular cell adhesion molecule-1
(VCAM-1) sind Transmembran-Glykoproteine und werden auf einer Vielzahl verschie-
dener Zellen, unter anderem auch auf Endothelzellen, gebildet. Trigger fir die ver-
mehrte Bildung sind Zytokine, wie zum Beispiel TNF. Gemessen wird im Blut die 16sli-
che Form dieser Rezeptoren, die entweder von den Endothelzellen abgestoBen wer-
den oder durch mRNA-SpleiBBen entstehen (Pigott et al., 1992). Beide Rezeptoren sind
bei der Malaria tropica hochreguliert. Die erhéhte Exprimierung von ICAM-1 auf En-
dothelzellen des Gehirns spielt eine Rolle bei der komplizierten und zerebralen Malaria
und ist mit einer erhéhten Mortalitat assoziiert (Turner et al., 1994, Ochola et al., 2011).
VCAM-1 hingegen bindet weitaus weniger Parasitenisolate. Bei Kindern aus Endemie-
gebieten, die an einer komplizierten Malaria tropica erkrankt sind, wird dieser Rezeptor
sehr stark hochreguliert, bei Erwachsenen konnte dies nicht bestatigt werden (Tchinda
et al., 2007). Viele weitere Adhé&sionsrezeptoren, deren Rolle noch weiter erforscht
werden muss, werden in der Literatur beschrieben (Conroy et al., 2010).

1.1.4 Natirliche und erworbene Immunitat

Zusatzlich zu den Virulenzfaktoren der Plasmodien bestimmt die individuelle Immuni-
tatslage des Patienten die Auspragung und den Schweregrad der Klinik. Sie spielt bei
der Malaria tropica mit ihnrem hohen Potenzial zur Ausbildung von Komplikationen die
gréBte Rolle.

In den ersten Lebensmonaten eines Kindes gibt es eine Art Nestschutz gegen eine
komplizierte Malaria tropica. Neugeborene und Sauglinge sind teilweise durch ihr eige-
nes fetales Hamoglobin, aber auch durch diaplazentar Ubertragene, maternale 1gG-
Antikdrper geschiitzt. Eine Malaria tropica nimmt hier oft einen milden Verlauf, die Pa-
rasitamie ist eher niedrig (Amaratunga et al., 2011). Im Laufe der ersten Lebensjahre
bilden sich durch regelmaBige Neuinfektionen mit P. falciparum eigene protektive IgG-
Antikérper gegen den Parasiten, welche die Grundlage der humoralen Immunitat bilden.
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Bewohner eines Hochendemiegebietes entwickeln so eine Teilimmunitat, die potenziell
die Ausbildung einer hohen Parasitdmie im Blut verhindert und somit vor einer kompli-
zierten Malaria schutzen kann. Die zellulare Immunitat verbessert sich im Laufe der
ersten Lebensjahre ebenfalls. Die schwersten Krankheitsverldufe und Todesfélle bei
einer Malaria tropica treten bei Kindern unter finf Jahren auf. Je élter das Kind wird,
umso seltener sind schwere Infektionen, und die Letalitat sinkt durch Ausbildung der
Teilimmunitat (Gill und Beeching, 2009). Die erworbene Teilimmunitat kann sich nach
Verlassen eines Endemiegebietes Uber einige Jahre wieder zurlckbilden. Dies zu wis-
sen ist wichtig bei Menschen mit Migrationshintergrund, die zum Beispiel in Deutsch-
land leben und nach dem Besuch eines Endemiegebietes an einer Malaria erkranken.
Komplizierte Verlaufe kdnnen hier auftreten, Todesfélle sind aber selten (Loscher et al.,
2010).

1.1.5 Klinik

Die Malaria tropica ist eine Multisystemerkrankung, bei der potenziell alle Organe in
Mitleidenschaft gezogen werden kénnen. Die Vielfalt der klinischen Auspragung ist
umfangreich. In der Regel zeigt sich die Klinik in der erythrozytdren Phase des Ver-
mehrungszyklus. In der Phase der hepatischen Schizogonie sind die Patienten asymp-
tomatisch.

Leitsymptom der unkomplizierten Malaria tropica im Endemiegebiet ist, neben dem
Nachweis von P. falciparum im Blut, eine Hyperpyrexie von oftmals > 38,5°C. Hinzu
kommen meist Allgemeinsymptome, wie zum Beispiel Myalgien und Kopfschmerzen.
Andere Ursachen fir das Fieber und die Symptomatik sollten ausgeschlossen werden.
Eine unkomplizierte Malaria tropica kann sich schnell zur komplizierten Form mit
schwerem Verlauf und erhéhter Mortalitéat entwickeln (Checkley et al., 2012, Marks et
al., 2013).

Komplizierte Malaria tropica

Die Diagnosestellung der komplizierten Malaria tropica erfolgt nach der Definition der
Deutschen Gesellschaft fiir Tropenmedizin und Internationale Gesundheit e.V. (DTG)
und der WHO, deren Kriterien in Tabelle 1 dargestellt sind.
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Tab. 1: Kriterien der komplizierten Malaria tropica, modifiziert nach DTG (DTG, 2011) und
WHO (WHO, 2000, WHO, 2010).

Klinische Kriterien Laborkriterien

— Bewusstseinseintriibung oder Koma — Hypoglykdmie
(BZ < 40 mg/dl)

— Metabolische Azidose
(Bicarbonat < 15mmol/l)

— Hypotonie, Schocksymptomatik — Schwere Anamie (Hb < 80g/)
(RRsys < 70mmHg) — Hamoglobinurie

— Zerebrale Krampfanfalle

— Azidotische Atmung, respiratorische Insuf-
fizienz, Dyspnoe

— lkterus — Hyperparasitamie

_ Spontanblutungen (> 5% befallene Erythrozyten)

— Niereninsuffizienz

— Lungencdem (Kreatinin > 265umol/l)

Aufgrund der fur P. falciparum spezifischen Pathomechanismen kdnnen sich im Rah-
men der Erkrankung eine systemische Inflammation, Endothelaktivierung, Koagulopa-
thie und kardiale Dysfunktion entwickeln. In dieser Arbeit soll ein Fokus auf eben diese
Mechanismen gelegt werden.

Endothelbeteiligung

Das Phanomen der Endothelschadigung im Rahmen einer Malaria tropica, insbeson-
dere bei der komplizierten Form, ist in den letzen Jahren gut untersucht worden, aber
die genaue Pathogenese bleibt unklar. Wie auch bei anderen systemischen Infektions-
krankheiten kommt es durch einen Zytokinsturm Uber verschiedene Mechanismen zur
Schadigung des GefaBendothels. Diskutiert wird die Aktivierung des Endothels durch
Einschwemmen von Neutrophilen und Bildung verschiedener Zytokine und Entzln-
dungsmediatoren, wie zum Beispiel Endothelin-1, Nitritoxid (NO) und C-Typ natriureti-
sches Peptid (CNP). Im weiteren Verlauf werden verschiedene Gene vermehrt expri-
miert und die GefaBoberflache wird verandert (Pober und Sessa, 2007). Dies erleich-
tert die Sequestration parasitierter Erythrozyten.

Herz und GefaBsystem

Schon in dlteren Publikationen wird die Sequestration parasitierter Erythrozyten in den
KoronargefaBen von Menschen und Affen erwahnt (Merkel, 1946, Luse und Miller,
1971).

Wie bei der Sepsis sind Herz-Kreislauf-Versagen und kardiale Dysfunktion bekannte
Charakteristika einer komplizierten Malaria tropica und gehen mit einer hohen Letalitat
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einher (WHO, 2000). Im Rahmen eines multifaktoriell bedingten Schocksyndroms ent-
wickeln sich eine erhdhte GefaBpermeabilitat, Hypotonie und Hypovolamie. Ursachlich
ist zusatzlich zum Fllssigkeitsverlust bei Hyperpyrexie die vermehrte Ausschittung
von Toxinen und Zytokinen mit nachfolgenden GefaBleckagen. Die genaue Pathoge-

nese ist noch unklar.

Insgesamt tritt eine kardiale Manifestation bei der Malaria tropica eher selten auf, ob-
wohl bis zu einem Drittel der Patienten Repolarisierungsstérungen im EKG aufweisen.
Nur wenige Félle mit signifikanten Rhythmusstérungen oder Ischamien sind beschrie-
ben worden (Léscher et al., 2010).

Eine im Rahmen einer Malaria tropica auftretende Erhéhung kardialer Enzyme, wie
zum Beispiel Troponin T, Kreatinkinase vom Herztyp (CK-MB) und Heart-type fatty
acid-binding protein (H-FABP), konnte in Studien belegt werden. Auch das N-terminale
pro Brain natriurale Peptid (NT-proBNP), ein sensitiver Marker flr eine eingeschrankte
linksventrikulare Pumpfunktion des Herzens, ist bei Patienten mit einer komplizierten
Malaria tropica erhéht (Ehrhardt et al., 2004).

Gerinnungssystem

Laborchemisch zeigt sich bei der Malaria tropica eine prokoagulatorische Aktivitat der
Gerinnungskaskade, welche mit zunehmender Schwere der Erkrankung gesteigert wird.
Dieses Phanomen ist zwar in vielen Studien untersucht worden, die genaue Pathoge-
nese ist aber auch hier weiterhin unklar. Parasitierte Erythrozyten haben mdglicher-
weise einen direkten, prokoagulatorischen Einfluss auf die Gerinnungskaskade. Ahn-
lich wie bei der Sepsis scheinen ausgeschuttete Zytokine, wie zum Beispiel das Inter-
leukin-6 und Tumornekrosefaktor-alfa (TNF-a), als Trigger zu fungieren (Francischetti,
2008). Die Folge ist ein erhdéhter Fibrinogenumsatz und der Verbrauch verschiedener,
an der Gerinnung beteiligter Proteine, wie zum Beispiel Antithrombin-1ll. Abbauproduk-
te des Fibrins, wie zum Beispiel D-Dimere, sind im Serum erhéht zu messen (White,
2009). Uberraschenderweise treten Blutungen bei der schweren Malaria tropica, an-
ders als bei der Sepsis, nur bei < 5% der Patienten auf, obwohl formal oftmals die Kri-
terien einer disseminierten intravasalen Gerinnung erflllt werden (Toh und Hoots,
2007). Blutungskomplikationen scheinen bei einer Mischinfektion von P. falciparum und
P. vivax oder der Monoinfektion durch P. vivax haufiger aufzutreten (Lacerda et al.,
2011).
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Nervensystem

Die Symptome einer zerebralen Beteiligung, der schwersten Komplikation der Malaria
tropica, variieren im Rahmen einer meist diffusen, symmetrischen Enzephalopathie
und kdénnen sich im Sinne einer leichten Bewusstseinseinschrankung, zerebraler
Krampfanfélle und fokaler neurologischer Symptome bis hin zum Koma darstellen.
Neurologische Folgeschaden kénnen auftreten (Roze et al., 2001, Santos et al., 2012).
Auch behandelt verlauft die zerebrale Malaria noch in 15% - 20% der Falle letal.

Weitere Manifestationen einer komplizierten Malaria
Klinische Manifestationen, wie zum Beispiel die schwere Anamie, Nieren- und Lungen-
beteiligung (Léscher et al., 2010), sollen hier nur erwahnt, aber nicht im Detail be-

schrieben werden.

1.2 Biomarker

Biomarker sind messbare biochemische oder molekulare Substanzen, die einen patho-
logischen oder physiologischen Mechanismus oder die Reaktion auf eine therapeuti-
sche Intervention beschreiben (Biomarkers Definitions Working Group, 2001). Sie sind
Indikatoren fir den aktuellen Gesundheitszustand eines Patienten. Sie kdnnen als so-
genannte diagnostische Biomarker, die die Diagnosestellung einer Erkrankung erleich-
tern, hilfreich eingesetzt werden. Prognostische Biomarker hingegen erlauben, Aussa-
gen zu treffen Uber den zu erwartenden Krankheitsverlauf und die Heilungschancen
einer Erkrankung. Im Gegensatz dazu kénnen pradiktive Biomarker einerseits zur Er-
mittlung der Wahrscheinlichkeit, im Verlauf an einer Krankheit zu erkranken, eingesetzt
werden. Andererseits verbessern sie maoglicherweise die Risikostratifizierung im

Krankheitsfall. Im Idealfall sollte ein Biomarker folgende Fahigkeiten besitzen:

— ldentifikation von Risikopatienten

— Risikostratifizierung eines Patienten, abhangig von der Schwere des Krankheitsbil-
des

— Erleichterung der Ermittlung der Prognose im Krankheitsfall

— Erleichterung der Therapiestrategie im Krankheitsfall

— Ermittlung des Risikos fir Langzeitkomplikationen.

1.2.1 Untersuchte Biomarker

Untersucht wurden in dieser Arbeit Biomarker, die die P. falciparum-spezifische Patho-
physiologie, wie zum Beispiel Inflammation, endotheliale und kardiale Dysfunktion und



1 Einleitung 11

Koagulopathie, widerspiegeln. Die untersuchten Biomarker kdnnen potenziell einerseits
eine Progression von einer unkomplizierten zu einer komplizierten Malaria tropica an-
zeigen und/oder andererseits in der Frihphase der Erkrankung oder bei Erstvorstel-
lung eines Malariapatienten zwischen unkomplizierter und komplizierter Malaria tropica
unterscheiden. Folgende Marker wurden in dieser Arbeit untersucht:

1.2.1.1 Marker einer Inflammation

— Copeptin (Carboxy-terminales-pro Arginin Vasopressin)
— PAPP-A (Pregnancy-associated plasma protein-A)

— CRP (C-reaktives Protein)

1.2.1.2 Marker einer Endothelaktivierung

— MPO (Myeloperoxidase)

— Elastase-2

— Endothelin-1

— sICAM-1 (lésliches interzellulares Adhasionsmolekiil-1)

— sVCAM-1 (Iésliches vaskulares Adhdsionsmolekil-1)

1.2.1.3 Marker einer kardialen Dysfunktion
— NT-proBNP (N-terminales pro-brain natriuretisches Peptid)
— MR-proANP (Midregionales pro-atriales natriuretisches Peptid)

1.2.1.4 Marker einer Koagulopathie
— Fibrinogen
— D-Dimere

— Thrombozytenzahl

1.2.1.5 Hamolysemarker

— LDH (Laktatdehydrogenase)

Eine detaillierte Beschreibung aller untersuchten Biomarker erfolgt im Diskussionsteil
dieser Arbeit.

1.3 Fragestellung und Ziele der Studie

Das Spektrum der klinischen Symptomatik bei der Malaria tropica ist wie bereits darge-
legt vielfaltig. Einige Laborparameter korrelieren zwar mit der Schwere der Erkrankung,

jedoch gibt es bisher keine in der Routinediagnostik eingesetzten prognostischen Mar-
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ker, die bereits in der Frihphase einen Hinweis auf den Verlauf der Erkrankung geben.
Ziel der Studie war es, zu ermitteln, ob verschiedene, bereits etablierte und auch neue-
re Biomarker einerseits zwischen Patienten mit einer Malaria tropica und Gesunden
unterscheiden kénnen und ob sie andererseits die Schwere der Krankheitsbilder bei
der importierten Malaria tropica abbilden kénnen und so eine Bedeutung hinsichtlich
der Prognose und der Risikostratifizierung haben. Die Hypothese, die sich aus dieser
Fragestellung ergibt, ist folgende: Wenn die hier untersuchten Biomarker mit der
Schwere der Malariaerkrankung korrelieren, dann sind Patienten mit erhéht gemesse-
nen Markern Risikopatienten, auch wenn die WHO- und DTG-Kriterien fir eine kompli-

zierte Malaria nicht beachtet wirden.

Die Auswahl der Biomarker reflektiert die wichtigsten pathogenetischen Eigenschaften
von P. falciparum: Inflammation, Endothelaktivierung, Myokardschadigung, Koagulopa-

thie und Hamolyse.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienort

Die Durchfihrung der Studie erfolgte am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf in
der I. Medizinischen Klinik, Sektion Tropenmedizin. Die Patientengruppe wurde entwe-
der wahrend der stationaren Therapie auf der Station M10 (seit 2010 Bernhard-Nocht-
Klinik) oder, wie auch alle Probanden der Kontrollgruppe, ambulant in der Bernhard-
Nocht-Ambulanz fir Tropenmedizin eingeschlossen.

2.2 Krankengut

Zwischen Juni 2007 und Februar 2011 wurden 91 volljahrige Patienten gescreent, von
diesen wurden 79 Patienten in die Studie eingeschlossen, 12 waren Screening Failures.
Eine Auflistung der Ein- und Ausschlusskriterien ist in Tabelle 2 zu finden:

Tab. 2: Ein- und Ausschlusskriterien der Patientengruppe

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien

— schriftliche Einverstandniserklarung
— Alter >18 Jahre

— Patienten mit nachgewiesener Mala-
ria tropica im dicken oder dinnen
Blutausstrich

Vigilanzstérung oder Koma, die ein Auf-
klarungsgesprach und die Mitarbeit an
der Studie unmdéglich machten

— signifikante Ko-Infektion wie z.B. HIV,
Hepatitis B oder C

— Krebsleiden
— Schwangerschaft

2.3 Kontroligruppe

Es wurden 41 Probanden in die Kontrollgruppe eingeschlossen. Wahrend eines einma-
ligen ambulanten Besuchs erfolgten eine kérperliche Untersuchung und eine Blutent-
nahme. Die Einschlusskriterien flr die Kontrollgruppe lauten wie folgt:

— Schriftliche Einverstandniserklarung

— Alter >18 Jahre

— Keine bekannten signifikanten Infektionen

— Keine bekannte Malariaerkrankung zum Untersuchungszeitpunkt und in der Vorge-

schichte.
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2.4 Grundlagen der Auswertung

Folgende Punkte wurden bei der Auswertung der Patientengruppe berlcksichtigt und
innerhalb von 24 Stunden nach dem ersten Arztkontakt im Universitatsklinikum Ham-
burg-Eppendorf erhoben:

— Angaben zur Person, wie Name, Alter, Geschlecht und Ethnie, welche wichtig zur

Einschétzung der Immunitat ist.

— Allgemeine Anamnese, wie aktuelle Beschwerden, Vorerkrankungen, regelmaBige

Medikamenteneinnahme.

— Reiseanamnese: Reiseland, Dauer der Reise, Grund der Reise.
— Korperliche Untersuchung inklusive Blutdruck, Herzfrequenz, Temperatur.
— Labordiagnostik:

— Mikroskopische Diagnosestellung einer P. falciparum-Infektion im dicken (Di-
cker Tropfen) oder dinnen Blutausstrich.

— Routinediagnostik: Differentialblutbild, Leberwerte, Kreatinin, Harnstoff, Entziin-
dungsparameter, Gerinnungsstatus, bei Fieber > 38,5°C Abnahme aerober und
anaerober Blutkulturen.

— Zur Messung zuséatzlicher Parameter erfolgte die Abnahme von Serum, welches
bis zum Zeitpunkt der Messung bei -80°C eingefroren wurde. Im Anhang findet
sich eine Auflistung der untersuchten Laborwerte.

2.5 Malariadiagnostik

Labordiagnostik
Die mikroskopische Malariadiagnostik erfolgte im Labor Klinisch 1 des Bernhard-Nocht-
Instituts fir Tropenmedizin in Hamburg. Laborleiter ist Prof. Dr. med. Egbert Tannich.

Durchfihrung: Der Nachweis der intraerythrozytar zu sehenden Plasmodien erfolgte im
Konzentrationsverfahren mikroskopisch durch den Direktnachweis von Plasmodien,
entweder im Dicken Tropfen oder im Blutausstrich. Ein Tropfen EDTA-Blut wurde hier-
fir auf einen Objekttrager aufgetragen und nach Giemsa-Farbung mikroskopisch un-
tersucht. Im Dicken Tropfen sind die Erythrozyten hamolysiert, wodurch eine Spezies-
differenzierung gelegentlich erschwert ist. Diese féllt im Blutausstrich oft leichter, in
dem die Erythrozyten nicht hdmolysieren. Der klassische Befund einer Malaria tropica
ist die Ringform-Morphologie der Parasiten. Bestimmt wurden die asexuellen Formen
der Plasmodien. Gametozyten wurden nicht mitgez&hlt. Bei einer Parasitdmie <1%
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erfolgte die Bestimmung der absoluten Zahl im Dicken Tropfen. Bezug genommen
wurde hier auf die in 20 - 50 Blickfeldern ausgezéhlte Leukozytenzahl. Nachfolgend
wurde die Parasitenzahl zur Leukozytenzahl in Relation gestellt und als Menge der
Parasiten pro Mikroliter Blut angegeben. Bei einer Parasitamie von >1% wurde die Pa-
rasitenzahl im dinnen Blutausstrich ermittelt. Ausgezahlt wurde eine Erythrozytenzahl
von 300, zu der die ausgezahlten parasitierten Erythrozyten in Relation gesetzt wurden.
Die Angabe erfolgte in diesem Fall in Prozent.

Klinische Diagnostik

Die klinische Diagnose der Malaria tropica setzte einen Nachweis von Plasmodium
falciparum im dicken oder dinnen Blutausstrich voraus. Fieber und/oder allgemeines
Unwohlsein des Patienten waren weitere Kriterien. Zuséatzliche signifikante Infektionen
als Ursache der Beschwerden wurden ausgeschlossen. Klinisch erfolgte die Einteilung
der Malaria nach modifizierten Kriterien der DTG und der WHO in ,unkompliziert” und
,kompliziert* (= schwere Malaria) (DTG, 2011, WHO, 2000, WHO, 2010). Die entschei-
denden Kriterien der komplizierten Malaria sind in Tabelle 1 zu finden.

2.6 Weitere Laboruntersuchungen

Folgende Routinelaboruntersuchungen und -messungen wurden nach den dort Ubli-
chen Standardverfahren im Institut fir Klinische Chemie des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf durchgefihrt: Differentialblutbild, C-Reaktives Protein, Laktatde-
hydrogenase, Gerinnungsparameter, Nieren- und Leberfunktionstests. Blutkulturen und
andere mikrobiologische Materialien wurden im Institut fir Mikrobiologie, Virologie und
Hygiene im Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf untersucht.

Im Labor von Dr. Norbert Brattig, Abteilung fir Molekulare Medizin des Bernhard-
Nocht-Instituts, erfolgte die Bestimmung von sVCAM-1 und sICAM-1. Die Messung von
PAPP-A, Copeptin und MR-pro-ANP wurde im Labor Dr. Fenner, Hamburg durchge-
fihrt. Im Kardiolab des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf wurden Myeloper-
oxidase, Elastase-2, Endothelin-1 und NT-proBNP bestimmt.

Folgende Testkits kamen hier zum Einsatz:

Die kommerziell erhéltlichen und freundlicherweise teilweise zur Verfligung gestellten
Immunfluoreszenz Assays von Thermo Scientific, Hennigsdorf, Deutschland: BRAHMS
Copeptin KRYPTOR, PAPP-A KRYPTOR und MR-proANP KRYPTOR. Weiterhin wur-
den das Human ELISA Kit ELH-sICAM1-001 von RayBio, Norcross, USA, das Human
sVCAM-1 Platinum ELISA Kit BMS232 von eBioscience, Frankfurt, Germany, das
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PMN-Elastase ELISA Kit BE59311 von IBL-America Minnesota, USA, das Endothelin
ELISA Kit BI-20052 von Biomedica, Vienna, Austria, das CardioMPO kit von Cleveland
HeartLab 7601, Ohio, USA und das NT-proBNP ELISA Kit Dimension Vista System
von Siemens Healthcare Diagnostics Ltd., Camberley, UK eingesetzt.

2.7 Korperliche Untersuchung

Bei allen Patienten wurde eine grindliche kérperliche Untersuchung einschlieBlich neu-
rologischer Untersuchung durchgeflhrt.

2.8 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse erfolgte mit der SPSS Statistics 17.0 Software (SPSS Inc.®
Chicago, IL, USA). Die gemessenen Biomarker wurden zunachst deskriptiv mithilfe von
Boxplots untersucht. So konnten Unterschiede zwischen Patienten und gesunden Pro-
banden sowie zwischen Patienten mit komplizierter und unkomplizierter Malaria ermit-
telt werden. Nachfolgend wurden die Sensitivitdt und Spezifitdt grafisch mithilfe einer
Receiver Operating Characteristic (ROC)-Kurve analysiert. Die Flache unterhalb der
Kurve (AUROC) und das zugehdérige 95%-Konfidenzintervall wurden berechnet. Die als
relevant befundenen Parameter wurden in eine binar-logistische Regression einge-
schlossen. Die Korrelationen der untersuchten Parameter miteinander wurden mit dem
Korrelationskoeffizienten nach Pearson berechnet. Mittels multivariater Analyse unter
Einschluss der Kreatininwerte wurde fir eine potenziell eingeschrénkte renale Eliminie-
rung korrigiert. Aufgrund der stark ausgepragten Kollinearitdten zwischen den einzel-
nen Parametern wurde auf eine zusatzliche Analyse mit einem multivariaten Modell
verzichtet. Zur Beurteilung der diagnostischen Gute der Marker erfolgte die Berech-
nung des Youden-Index aus der Sensitivitdt und Spezifitdt. Der Cutpoint der Marker
wurde Uber den maximalen Youden-Index ermittelt. Ein p-Wert von <0,05 wurde als
statistisch signifikant eingestuft.

2.9 Ethik und Datensicherheit

Das positive Ethikvotum erfolgte im Mai 2007 durch die Arztekammer Hamburg.

Jeder Patient und jeder gesunde Proband wurde durch einen Prlfarzt detailliert Gber
den Inhalt, den Ablauf, den potenziellen Nutzen sowie die Risiken der Studie aufgeklart.
Nach Unterschrift der Einverstandnis- und Datenschutzerklarung wurde eine Studien-
akte angelegt, in der alle Patientendaten pseudonymisiert mit einem individuellen
Buchstaben- und Nummerncode gesammelt und bearbeitet wurden.
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3 Ergebnisse

3.1 Demografische Daten

Von 91 gescreenten, an einer Malaria tropica erkrankten Patienten wurden nach Pri-
fung der Ein- und Ausschlusskriterien 79 in die Studie eingeschlossen. Unter den 12
(10,9%) Screening failures befanden sich je sechs mannliche und weibliche Patienten.
Grunde fur den Ausschluss aus der Studie waren bei zwei Patientinnen eine vorliegen-
de Schwangerschaft, alle anderen Patienten wurden aufgrund einer signifikanten Ko-
Infektion ausgeschlossen. Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht der Griinde fiir den Aus-
schluss aus der Studie.

Tab. 3: Grinde fur den Ausschluss aus der Studie (Screening Failures).

Prostata- | Schwanger- Hepa- |HIV|HSV- Adnexitis | gesamt
Ca schaft titis B Pneumonie
Frauen |0 2 2 1 0
Ménner | 1 0 2 2 |1 0 6
gesamt |1 2 4 3 1 1 12

Zwolf (15,2%) Patienten wurden nach den in Tabelle 1 dargestellten modifizierten Kri-
terien der DTG und der WHO aus folgenden Griinden als an einer komplizierten Mala-
ria erkrankt eingestuft: zehn hatten eine Hyperparasitamie, ein Patient hatte eine
schwere Anamie, vier Patienten zeigten neurologische Symptome und zwei hatten eine
Niereninsuffizienz. Auf vier Patienten traf mehr als eines der genannten Kriterien fur
eine schwere Malaria zu. Neun (75%) der Patienten mit einer komplizierten Malaria
tropica hatten entweder einen Migrationshintergrund oder lebten zum Zeitpunkt der
Studie im tropischen Ausland. Todesfélle wurden nicht verzeichnet.

Die antiparasitare und supportive Therapie aller Patienten erfolgte streng nach den
Leitlinien der DTG (DTG, 2011).

Das Durchschnittsalter der eingeschlossenen Patienten betrug 43,8 Jahre (Altersbe-
reich 21 - 69 Jahre), 60 (75,9%) Patienten waren mannlich.

Vierundflinfzig (68,4%) eingeschlossene Patienten waren afrikanischer, zwei (2,5%)
waren asiatischer und 23 (29,1%) waren kaukasischer Herkunft. Neben Asien und
Sudostasien wurden auch Indien, Arabien und nordostafrikanische Herkunftslander
unter der Region ,Asien“ zusammengefasst. Abbildung 1 zeigt die Ethnie der Patienten

anhand eines Tortendiagramms.
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B Afrikaner (68,4%)
| Asiaten (2,5%)
B Kaukasier (29,1%)

Abb. 1: Ethnie der eingeschlossenen Patienten

3.2 Reiseanamnestische Daten

Mehr als drei Viertel der Patienten (96,2%) zogen sich die Malariaerkrankung in Afrika
zu, nur eine Malariainfektion (1,3%) wurde aus Zentralamerika nach Deutschland im-
portiert.

Vier (5,3%) Studienteilnehmer gaben an, eine adaquate Malariaprophylaxe eingenom-
men zu haben: ein Patient mit komplizierter Malaria und zwei Patienten mit unkompli-
zierter Malaria hatten Mefloquin eingenommen, ein weiterer Patient mit unkomplizierter
Malaria bestétigte die Einnahme von Atovaquon/Proguanil.

Bezlglich des Symptombeginns nach Rickkehr der Reise gab es deutliche Unter-
schiede laut den Angaben der einzelnen Patienten. Mehr als die Halfte (64,8%) gab an,
innerhalb der ersten sieben Tage nach der Rickkehr symptomatisch geworden zu sein,
fast ein Viertel (23,0%) erkrankte innerhalb von 7 bis 14 Tagen. Zwischen Tag 14 und
21 nach Ruackkehr erkrankten 5,4%, und 6,8% entwickelten erst nach mehr als drei
Wochen eine Symptomatik. Von den 12 Patienten mit einer komplizierten Malaria er-
krankten neun (81,8%) innerhalb der ersten Woche nach Reiserlickkehr.

Grinde fur die Reise in ein Malariaendemiegebiet waren fir Patienten mit Migrations-
hintergrund unter anderem der Besuch von Familie und Freunden, fir die Kaukasier

wurden hauptsachlich geschaftliche oder touristische Griinde angegeben.
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3.3 Kontroligruppe

Die Kontrollgruppe setzte sich aus 41 gesunden Probanden zusammen, von denen alle
in Deutschland lebende Kaukasier waren. Das Durchschnittsalter betrug 32,51 Jahre
(Altersbereich 18 — 72 Jahre).

Tabelle 4 zeigt einen Uberblick tiber die demografischen Daten der Studienteilnehmer.

Tab. 4: Demografische Daten aller Studienteilnehmer

Malaria |CM UM Kontrol- |p-Wert*
(n=79) (n=12) (n=67) len
(n=41)

Geschlecht,
mannlich / weiblich 60/19 7/5 53/14 17 /24 < 0,001
Alter 43,8 51,7 424 32,5
(Range) (21-69) [(29-69) |(21—65) |(18-72) |< 0,001
Reiseziel, n (%)
Afrika 76 (96,2) [11(100,0) |65 (98,5)
Mittelamerika 1(1,3) 0 1(1,5) NA NA
Reisedauer, Tage (%)
<7 4 (5,5) 0 4 (6,25)
7-14 9(12,3) (2(22,2) |7(10,9)
14 - 21 7 (9,6) 2(22,2) |5(7,8)
> 21 53 (72,6) |5 (55,6) |48 (75,00 |[NA NA
Zeit bis Symptombildung,
Tage (%)
<7 48 (64,8) |9(81,8) |39 (61,9)
7-14 17 (23,0) |2 (18,2) [15(23,8)
14 - 21 4 (5,4) 0 4 (6,3)
> 21 5 (6,8) 0 5(7,9) NA NA
Malariaprophylaxe, n (%) (4 (5,3) 1(9,1) 3 (4,6) NA NA

NA = not applicable; SD = Standardabweichung; Malaria = alle Malariapatienten; CM =
komplizierte Malaria; UM = unkomplizierte Malaria; *Vergleich der Mittelwerte (+SD) zwischen
Malariapatienten (alle) und den gesunden Kontrollen (t-Test)

3.4 Kilinische Befunde

Verglichen mit der Kontrollgruppe waren folgende Parameter in der Patientengruppe

signifikant erhéht:

— Herzfrequenz: Die mittlere Herzfrequenz der Patienten lag bei 90 Schlagen pro Mi-
nute, die der Gesunden bei 70 Schlagen pro Minute (p <0,001).

— Temperatur: Die Kérpertemperatur der Patienten lag im Mittel bei 37,8°C, die der
gesunden Kontrollen bei 36,5°C (p <0,001).
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Hinsichtlich des mittleren arteriellen systolischen Blutdrucks zeigte sich mit einem Wert
von 122,4 mmHg fir die Kontrollgruppe und 119,6 mmHg flr die Patientengruppe (p =
0,283) kein signifikanter Unterschied. Tabelle 5 gibt einen Uberblick Giber die klinischen
Daten der Studienteilnehmer.

Tab. 5: Vitalzeichen aller Studienteilnehmer

Malaria CM UM Kontrol- |p-Wert*
( n=79) (n=12) (n=67) len
(n=41)

Koérpertemperatur 37,8 37,9 37,8 36,5
°C (+SD) (1,2) (1,2) (1,2) (0,4) < 0,001
Systolischer Blutdruck |119,6 118,9 119,7 122,4
mmHg (+SD) (16,0) (11,8) (16,7) (11,7) 0,283
Herzfrequenz, 90 92,5 89,6 70
Schlage/min (+SD) (18) (18,5) (17.,6) (8,4) < 0,001

SD = Standardabweichung; Malaria = alle Malariapatienten; CM = komplizierte Malaria; UM =
unkomplizierte Malaria; *Vergleich der Mittelwerte (+SD) zwischen Malariapatienten (alle) und
den gesunden Kontrollen (t-Test)

3.5 Laborergebnisse

3.5.1 Allgemeine Laborergebnisse

Hinsichtlich der in der Regel im Rahmen einer Malariaerkrankung getesteten Standard-
Laborparameter wie Hamoglobin, Leukozyten, Thrombozyten, Leberenzyme, Gesamt-
Bilirubin und Kreatinin wurden signifikant veranderte Werte ermittelt.

— Blutbild: Bei insgesamt 45 (56,9%) Patienten konnte eine Anamie festgestellt wer-
den. Darunter waren 8 (17,8%) Patienten mit einer komplizierten Malaria. Grenzwer-
te waren hier fir Frauen (w) ein Hb <123 g/l und bei Mannern (m) <140 g/I. Von 29
(36,7%) leukopenischen Patienten (Leukozytenzahl <3.800/ul), befand sich einer
(5,8%) unter den Patienten mit einer komplizierten Malaria. Eine Thrombopenie
(Thrombozyten <150.000/ul) hatten 64 (81%) der Patienten, darunter waren 9
(

14,2%) mit einer komplizierten Malaria tropica.

— Leberwerte: 46 Patienten (62,1%) wiesen eine Hyperbilirubindmie (Grenzwert: Bili-
rubin gesamt >1 mg/dl) vor, 7 (15,2%) befanden sich unter den Patienten mit einer
komplizierten Malaria. AST war bei 31 (39,2%) erhéht, darunter 5 (16,1%) Patienten
mit komplizierter Malaria. Eine ALT-Erhéhung zeigten 22 (27,8%) der Patienten, es
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befanden sich 6 (27,3%) davon in der Gruppe der kompliziert Erkrankten. Als
Grenzwerte fir AST und ALT galten w > 35 U/l und m>50 U/I.

— Nierenwerte: Eine eingeschrankte Nierenfunktion mit einem erhdhten Kreatinin

(Grenzwerte: w >0,9 mg/dl, m>1,1 mg/dl) konnte bei 36 (46,2%) Patienten festge-

stellt werden. Darunter waren 6 (16,7%) Patienten aus der Gruppe mit einer kompli-

zierten Malaria tropica.

Alle in dieser Studie untersuchten Laborwerte sind zur Ubersicht im Anhang aufgelistet.

Tabelle 6 zeigt ausgewahlte pathologische Laborwerte aller Studienteilnehmer.

Die mittlere Parasitendichte (geometric mean parasite density = GMPD) aller einge-

schlossenen Patienten betrug 97.974/ul. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied

zwischen den Patienten mit einer komplizierten Malaria (GMPD = 407.028/ul) und den

Patienten mit einer unkomplizierten Malaria (GMPD = 41.783/ul), der p-Wert betrug

<0,001.

Tab. 6: Ausgewahlte pathologische Laborwerte aller Studienteilnehmer, gemessen innerhalb

von 24h nach Erstvorstellung

Malaria CM UM Kontrollen p-Wert*
(n=79) (n=12) (n=67) (n=41)
Hamoglobin 131,6 121,4 133,5 137,8
g/l (+SD) (19,3) (25,0) (17,7) (11,0) 0,030
Thrombozyten 96,6 52,6 104,4 250,2
x1000/pul (+SD) (63,0) (33,4) (63,9) (87,1) < 0,001
Leukozyten 5,5 5,8 5,4 6,3
x1000/pl (+SD) (2,3) (2,3) (2,3) (1,1 0,014
Parasitendichte 97.974 407.028 41.783
Parasiten/pl (+SD) (176.183) |(274.253) |(56.595) |NA < 0,001
Bilirubin gesamt 1,7 2,6 1,5 0,7
mg/dl (+SD) (1,2) (1,6) (1,1) (0,5) < 0,001
ALT 449 68,0 40,8 23,8
U/l (+SD) (30,7) (45,9) (25,4) (13,2) < 0,001
AST 51,8 108,6 41,7 25,3
U/l (+SD) (50,6) (105,9) (21,6) (5,9) < 0,001
Kreatinin 1,1 1,6 1,1 0,8
mg/dl (+SD) (0,4) (0,8) (0,2) (0,1) < 0,001

NA = not applicable; SD = Standardabweichung; Malaria =
komplizierte Malaria; UM = unkomplizierte Malaria; *Vergleich der Mittelwerte (+SD) zwischen
Malariapatienten (alle) und den gesunden Kontrollen (t-Test)

alle Malariapatienten; CM =
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3.5.2 Biomarker

Vergleich alle Malariapatienten versus Kontrollgruppe

Folgende Biomarker waren signifikant erhéht in der Patientengruppe: Copeptin, CRP,
MPO, Elastase-2, Endothelin-1, sICAM-1, sVCAM-1, NT-proBNP, MR-proANP, Fibri-
nogen, D-Dimere und LDH. Die Ergebnisse fir PAPP-A zeigten keinen signifikanten
Unterschied.

Die diagnostische Gute und die Trennscharfe wurden Uber die Fldche unter der ROC-
Kurve (AUROC) und die dazugehdrigen 95%-Konfidenzintervalle ermittelt. Unabhangig
von der Schwere der Krankheitsbilder (kompliziert oder unkompliziert), konnte in der
Gruppe der Malariapatienten fir folgende Marker die gréBte Flache unter der Kurve
dargestellt werden: CRP (AUROC = 1,00), MPO (AUROC = 0,99), D-Dimere (AUROC
= 0,98), Elastase -2 (AUROC = 0,98) und sICAM-1 (AUROC = 0,98). Die AUROC-
Werte far LDH, Thrombozyten, sVCAM, Copeptin und Fibrinogen lagen geringfiigig
niedriger, die von Endothelin-1, NT-proBNP und MR-proANP deutlich darunter. Die
einzelnen Ergebnisse sind in den Tabellen 7 und 8 dargestellt.

Vergleich komplizierte versus unkomplizierte Malaria tropica

Ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen konnte fiir folgende Biomarker
aufgezeigt werden: CRP, MPO, sICAM-1, sVCAM-1, D-Dimere, Thrombozyten und
LDH. Die weitere Analyse dieser Marker mittels ROC-Kurve ergab jedoch breite Ver-
trauensintervalle, was als Hinweis flir eine unzureichende prognostische Giite der ein-
zelnen Werte zu deuten ist. Fir Copeptin, Elastase-2 und Fibrinogen konnten keine
signifikant unterschiedlichen Ergebnisse aufgezeigt werden. Eine Ubersicht (iber die
ermittelten Ergebnisse dieser Gruppen liefert Tabelle 7.
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Tab. 7: Biomarker in Patienten mit komplizierter und unkomplizierter Malaria tropica, gemes-

sen innerhalb von 24 Stunden nach Erstvorstellung

om [onzaht Median | auROC 95% 1 B,
MARKER EINER INFLAMMATION
Wy ettt ——0769 (0589|0950 (0,003
Copoptin[OM_112__125 o506 |0.420 0771 0.209
) V(6 T7aa {0771 |0.645|0,896|0,003
MARKER EINER ENDOTHELAKTIVIERUNG
(ool VT opaa {0699 0,569 0,829 0,029
o o tasaro—ose2 (0416|0708 |0.495
fmotmy o —tee——t12——0.505 [0,325|0,685|0,956
hom) ol o784 |0650/0,919|0,003
ham) o Tee—oare—{0752  |0,604|0900 0,008

MARKER EINER KARDIALEN DYSFUNKTION

NT-proBNP |CM 12 204,5

0,752 0,596 0,909 0,006

(pg/ml) UM |67 56,0
MR-pro-ANP |CM |12 82,5
(pmol/l) UM 67 43.0 0,738 |0,581 (0,894 0,009

MARKER EINER KOAGULOPATHIE

Fibrinogen CM 12 4,7

0,482 |0,287|0,676 0,842

(g/l) UM |59 5,0
D-Dimere CM 7 3,7
(mg/l) UM |51 14 0,775 10,643|0,915(0,019
Thrombozyten | CM 12 51,0
(x1000/pl) UM |67 910 0,777 0,646 (0,908 0,002
HAMOLYSEMARKER
LDH CM |12 385,0

: 1 710,924 001
(U/1) UM |65 260.0 0,810 |0,697 (0,924 | <0,
GMPD CM |12 255.946
(Parasiten/pl) 0,926 0,826 1,000 | <0,001

UM 66 10.635

95% Cl = 95% Konfidenzintervall fir AUROC; GMPD = geometric mean parasite density
*p-Wert fir AUROC
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4 Diskussion

Die in dieser Studie untersuchten Biomarker eignen sich, bezogen auf die Differenzie-
rung zwischen Patienten mit importierter Malaria tropica und Gesunden, bis auf das
PAPP-A alle gut als diagnostische Marker. Hilfreich ist diese Eigenschaft insbesondere
bei Patienten, die sich zum Beispiel in der Frihphase der Erkrankung vorstellen und
bei denen trotz eines negativen mikroskopischen Direktnachweises aufgrund der Rei-
seanamnese und der deutlich auf eine Malaria hinweisenden Klinik der hochgradige
Verdacht auf eine Malaria tropica bestehen bleibt.

Die Malaria tropica ist eine Multisystemerkrankung und der Endothelaktivierung kommt
pathophysiologisch eine groBe Rolle zu. Ahnliche pathophysiologische Ph&dnomene
sind bei der Sepsis zu finden. Dies erklart unter anderem, warum die Mehrzahl der in
dieser Studie gemessenen Marker gute diagnostische diskriminatorische Fahigkeiten

aufweist.

Keiner der in dieser Arbeit untersuchten Biomarker eignet sich als pradiktiver oder
prognostischer Biomarker.

In der Literatur wurden bereits einige andere inflammatorische oder endotheliale Bio-
marker mit pradiktiver Aussagekraft bei der Malaria Tropica beschrieben. Als Beispiel
seien Angiopoietin-2, sFit-1 (I6sliche FMS-like tyrosine kinase-1), Procalcitonin, IP-10
(Interferon-gamma induced protein 10 kD) und l6slicher TREM-1 (Triggering receptor
expressed on myeloid cells-1) oder auch die Kombination dieser Biomarker genannt
(Erdmann et al., 2011, Conroy et al., 2012). In der Routinediagnostik werden sie aber
ebenfalls noch nicht eingesetzt. Die Untersuchung der Marker erfolgte bisher nur in
Endemiegebieten an Kindern und nicht, wie in dieser Studie, an Reisenden.

4.1 Untersuchte Biomarker

4.1.1 Marker einer Inflammation

Inflammatorische Prozesse sind maBgeblich an der klinischen Ausprégung einer Infek-
tion mit P. falciparum beteiligt. Koinfektionen treten im Rahmen der Malariaerkrankung
haufig auf (Bruneel et al., 2010). Zur Gewinnung akkurater Ergebnisse fir inflammato-
rische Prozesse in der Patientengruppe wurden Patienten mit Koinfektionen aus der
Studie ausgeschlossen.
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Copeptin

Das Protein Copeptin ist das C-terminale Fragment des Prapro-Hormons von Vasop-
ressin (Antidiuretisches Hormon = ADH) und ist somit Surrogatmarker fiir zirkulieren-
des ADH, dessen Messung technisch anspruchsvoller und teurer ist. Als potenter Va-
sokonstriktor wirkt Vasopressin antidiuretisch. Die Messung von Copeptin ist nicht nur
zur Abklarung eines gestérten Elektrolythaushalts sinnvoll, es wird auch im Rahmen
akuter Infektionskrankheiten als Reaktion auf endogenen Stress freigesetzt. So korre-
liert ein erhdhter Spiegel zum Beispiel mit der Schwere einer Sepsis (Struck et al.,
2005) oder einer Leptospirose (Limper et al., 2010). In einer klrzlich erschienenen
Studie wurde belegt, dass Copeptin bei der importierten Malaria nicht mit der Schwere
der Erkrankung korreliert (van Wolfswinkel et al., 2012). Erhdhte Spiegel finden sich
auch im Rahmen verschiedener Myokarderkrankungen (Nickel et al., 2012, von
Haehling et al., 2012), beim akuten Koronarsyndrom gilt Copeptin als starker Pradiktor
fir Mortalitéat und die Entwicklung einer manifesten Herzinsuffizienz (Khan et al., 2007).
Auch beim Schlaganfall scheint Copeptin eine Rolle zu spielen (Morgenthaler, 2010).

Die Messung von Copeptin in der Patientengruppe dieser Arbeit ergab signifikant er-
héhte Spiegel in der Gruppe aller Malariapatienten, aber nur eine niedrige Sensitivitat
und Spezifitat hinsichtlich des Schweregrades der Erkrankung. Wie bereits vorher be-
schrieben, war eine Unterscheidung zwischen komplizierter und unkomplizierter Mala-

ria anhand des Copeptinspiegels nicht méglich.

Pregnancy-associated plasma protein-A (PAPP-A)

PAPP-A ist eine Zink bindende Matrix-Metalloproteinase, die unter anderem im Synzy-
tiotrophoblasten schwangerer Frauen gebildet und im ersten Trimenon zum Aus-
schluss chromosomaler Anomalien im Plasma gemessen wird. Ein erniedrigter Wert
kann zum Beispiel auf eine Trisomie-21 hinweisen. Neuere Studien belegen, dass
PAPP-A im Rahmen einer Herzinsuffizienz erhéht und beim akuten Koronarsyndrom in
instabilen oder rupturierten Plaques und extrazelluldrer Matrix von Koronararterien
nachweisbar ist. Als Aktivator des Insulin-like growth Factors-1 wirkt es potenziell
proatherosklerotisch (Bayes-Genis et al., 2001, Funayama et al., 2011, Schaub et al.,
2012). Bei Hamodialyse-Patienten korrelieren erhdhte PAPP-A-Werte mit einer erhéh-
ten Mortalitat (Etter et al., 2010). Eine signifikante Erhéhung von PAPP-A konnte bei
Schwangeren mit einer HIV- oder Hepatitis B- Koinfektion im Vergleich zu gesunden
Schwangeren nicht gemessen werden (Savvidou et al., 2010, Cheng et al., 2010). Die
Bedeutung von PAPP-A in der Malarialogie war bisher unerforscht.
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In dieser Studie wurden im Vergleich zu den gesunden Kontrollen zwar keine erhéhten
Wirkspiegel in der Patientengruppe gemessen, jedoch war der PAPP-A-Spiegel bei
den Patienten mit einer komplizierten Malaria signifikant erhéht im Vergleich zu denen
mit einer unkomplizierten Malaria. Diese Ergebnisse sind widersprichlich, denn es
handelt sich um einen Marker, der im Normalfall nicht im Serum von Gesunden gefun-
den wird. Méglicherweise sind Messfehler die Ursache fir diese Ergebnisse. Die Un-
tersuchung von PAPP-A in einer gréBeren Patientengruppe zur Verifizierung der Er-

gebnisse erscheint sinnvoll.

C-Reaktives Protein (CRP)

Das gut erforschte Akut-Phase-Protein CRP wird in der Leber gebildet und im Rahmen
von Entzindungsreaktionen vermehrt produziert. Ein erhdhter Wert ist nicht spezifisch
fir bestimmte Erreger, korreliert aber unter anderem mit der Schwere entziindlicher
Erkrankungen. Starkster Stimulus sind bakterielle Infektionen, aber auch bei der Mala-
ria sind erhéhte Werte beschrieben worden (Léscher et al., 2010). Gut untersucht ist
das CRP bei der Sepsis, bei der ein erhdhter Spiegel mit der Schwere der Sepsis kor-
reliert, und bei kardiovaskularen Erkrankungen, bei denen es mit einer erhéhen Mortali-
tat einhergeht (Anzai et al., 1997, Castelli et al., 2004, Suleiman et al., 2006, Uusitalo-
Seppala et al., 2011).

In dieser Studie konnten fir CRP die besten Ergebnisse ermittelt werden. Signifikant
unterschied sich der Median in der Gruppe der Malariapatienten im Vergleich zur Kon-
troligruppe. Passend dazu betrugen Sensitivitat und Spezifitat jeweils 100%. Ein signi-
fikanter Unterschied wurde auch bei der komplizierten und der unkomplizierten Malaria
ermittelt, jedoch konnte eine gute diskriminatorische Aussagekraft hinsichtlich der
Schwere der Erkrankung anhand der ROC-Analyse nicht dargestellt werden.

Vielerorts wird die CRP-Messung routinemaBig im Rahmen der Standard-
Laboruntersuchungen im ambulanten sowie stationdren Bereich durchgefihrt. Sie ist
preisglnstig und einfach durchfihrbar. Jedoch liegt der in dieser Arbeit ermittelte Cut-
point von 10,8 mg/l im eher niedrigen Bereich und kann im Rahmen vieler Erkrankun-
gen und inflammatorischer Geschehen vorgefunden werden. So zum Beispiel auch bei
Rauchern, bei denen eine Aktivierung des Immunsystems vorliegt (Tonstad und Cowan,
2009).
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4.1.2 Marker einer Endothelaktivierung

Myeloperoxidase (MPO)

MPO ist ein Hamprotein und spielt als Enzym der neutrophilen Granulozyten und des
Monozyten-Makrophagensystems eine Rolle bei der Regulation und Terminierung von
Entzindungsprozessen. MPO hat, wahrscheinlich bedingt durch eine positive Oberfla-
chenladung, eine hohe Affinitdt zu Endothelzellen und zur Leukozytenoberflache (Klin-
ke et al,, 2011). Bei Herz- und Nierenkrankheiten wurden erhéhte MPO-Spiegel in
atheromatésen Plaques gemessen, hier fungiert es als Verbindungsglied zwischen
oxidativem Stress, endothelialer Dysfunktion und Inflammation (Maruyama et al., 2004).
Bei hospitalisierten Patienten mit einem interventionell behandelten ST-Hebungsinfarkt
ist ein erhdhter Spiegel Pradiktor flr eine erhdhte Letalitat (Stankovic et al., 2012).
Auch im Rahmen einer Sepsis und verschiedener Infektionskrankheiten, wie zum Bei-
spiel der Brucellose und Infektion mit HIV, werden erhéhte MPO-Spiegel gemessen
(Kothari et al., 2011, Karahocagil et al., 2012, Borato et al., 2012).

Zur Leukozyten- und Endothelaktivierung mit erhéhten MPO-Spiegeln kommt es eben-
falls bei der Malariaerkrankung (Mohammed et al., 2003). In dieser Arbeit zeigten sich
in der Patientengruppe sehr hohe MPO-Werte, ein Hinweis auf GeféaBschadigung und
Inflammation. MPO kann ebenfalls zwischen komplizierter und unkomplizierter Malaria
unterscheiden, allerdings mit deutlich geringerer Signifikanz (p = 0,029) und breitem
95%-Konfidenzintervall. Als prognostischer Test erscheint MPO aufgrund niedriger
diskriminatorischer Aussagekraft also ungeeignet.

Elastase-2

Elastasen sind in Infektsituationen als Proteasen ein wichtiger Bestandteil der Immun-
antwort auf bestimmte Erreger. Von den neun beim Menschen bekannten Elastasen
wurde in dieser Arbeit die neutrophile Elastase-2 untersucht. Sie wird durch Leukozy-
tenaktivierung bei entziindlichen Prozessen, wie dem Systemischen Inflammatorischen
Response Syndrom (SIRS) (Dollery et al., 2003, Gando et al., 2007), bei verschiede-
nen GefaBerkrankungen und im Rahmen einer Disseminierten Intravasalen Koagulo-

pathie (DIC) erh6ht gemessen (Hayakawa et al., 2011).

Frihere Untersuchungen bei Malariapatienten konnten darlegen, dass die Elastase-2
im Zusammenspiel mit Tumornekrosefaktor-a antiparasitare Eigenschaften besitzt und
auch eine Rolle bei der Organmanifestation spielt (Janoff et al., 1988, Pukrittayakamee
et al., 1992, Hemmer et al., 2006).
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In dieser Arbeit konnten signifikant erhéhte Ergebnisse fir Elastase-2-Spiegel in der
Patientengruppe gezeigt werden, mit sehr guten diskriminatorischen Eigenschaften.
Jedoch ergab die weitere Analyse hinsichtlich der Schwere der Erkrankung keine aus-
reichend hohe diskriminatorische F&higkeit.

Endothelin-1

Endotheline sind Proteine und kénnen von vielen verschiedenen Zellen gebildet wer-
den. Zu ihren Aufgaben gehdren unter anderem die Regulation des GefaBtonus, die
Mitwirkung bei der Zell- und Gewebeproliferation und die Reparatur beschadigten Ge-
webes. Im Rahmen einer Entziindungsreaktion sind sie auch als Entziindungsmediato-
ren tatig (Kedzierski und Yanagisawa, 2001). Das in dieser Arbeit untersuchte En-
dothelin-1 wird in Endothelzellen produziert und gilt als hochpotenter Vasokonstriktor
im Herz-Kreislaufsystem. Es wird Uber Zwischenstufen aus pro-Endothelin gebildet,
Trigger ist wahrscheinlich eine Gewebshypoxie. In mehreren Untersuchungen zur Sep-
sis und zu anderen Infektionskrankheiten, wie der Chagas-Krankheit, sind erhéhte En-
dothelin-Spiegel gemessen worden (Wittner et al., 1995, Wanecek et al., 2000). Diet-
man et al. konnten zeigen, dass bei gabunesischen Kindern mit einer Malaria tropica
die Endothelin-1-Spiegel im Vergleich zu gesunden Kindern erhéht sind (Dietmann et
al., 2008). In einer anderen Arbeit wurden bei Patienten mit komplizierter Malaria eben-
falls erhéhte Endothelin-1-Spiegel gemessen (Wenisch et al., 1996).

In unserer Patientengruppe war Endothelin-1 im Vergleich zur Kontrollgruppe ebenfalls
signifikant erhéht. Aufgrund eines breiten 95%-Konfidenzintervalls ist der Test jedoch
nur als durchschnittlich zu bewerten. Die Endothelin-1-Spiegel waren in beiden Patien-
tengruppen gleich.

Zelladhdsionsmolekiile

Zelladhasionsmolekile des Immunsystems sind auf Endothelzellen gebildete Oberfla-
chenrezeptoren, die die Verbindung verschiedener Zellen miteinander erméglichen. Sie
steuern die Leukozytenadhasion und die Akquirierung von Leukozyten in Entzin-
dungsgebiete. Somit spielen sie eine wichtige Rolle bei der Einleitung einer Immunan-
twort des Kérpers. Messbar ist ihre I6sliche Form im Blut. Bei der Sepsis wie auch bei
der Malaria tropica wird das Endothel aktiviert und es werden vermehrt Adhasionsmo-
lekile gebildet. Bei der Malaria tropica geschieht dies unter anderem entweder durch
direkte Wirkung parasitierter Erythrozyten oder durch Endothelschaden mit Ausscht-
tung von Zytokinen, die wiederum Einfluss auf die Regulation des Adh&sionsmolekiil-
Haushalts haben (Turner et al., 1998). Im Gegensatz zu Gesunden zeigen sich bei an
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Malaria tropica Erkrankten erhdhte Spiegel der I6slichen Form von Interzelluldrem Ad-
hasionsmolekil-1 (sICAM-1) und Vaskularem Adhasionsmolekil-1 (sVCAM-1). Ob es
hierbei einen signifikanten Unterschied zwischen einer unkomplizierten und einer kom-
plizierten Malaria gibt, wird in Studien kontrovers diskutiert (Vogetseder et al., 2004,
Tchinda et al., 2007).

Lésliches interzellulares Adhasionsmolekiil-1 (sSICAM-1)

Dieses Glykoprotein gehdrt zur Immunoglobulin-Superfamilie der Zelladh&sionsmole-
kile und agiert bei der Malaria tropica als Rezeptor flr parasitierte Erythrozyten. Es
spielt eine zentrale Rolle bei der Immunantwort, fast alle Patientenisolate kénnen an
diesen Rezeptor binden. Die proinflammatorischen Enzyme TNF-a, Interferon-gamma,
und Interleukin-1 (IL-1) kénnen eine Hochregulation des Proteins bewirken. Zu finden
ist es in hoher Zahl auf Endothelzellen des vendsen GefaBsystems, wo es die Adhési-
on von Neutrophilen an das Endothel erleichtert. So auch bei der zerebralen Malaria
tropica, bei der es verstarkt lokal im zerebralen GefaBsystem gebildet wird (Ho und
White, 1999, Léscher et al., 2010). Eine Messung von sICAM-1 erscheint daher im
Rahmen einer komplizierten Malaria nicht sinnvoll, welche zum Beispiel durch eine
schwere Andmie ohne zerebrale Beteiligung definiert ist. Die Frage, ob bestimmte Bi-
omarker also spezifisch sind flr die Manifestation zum Beispiel einer Malaria-Anamie
oder einer zerebralen Malaria, kann nur anhand von Folgestudien mit einer hohen An-
zahl von Studienteilnehmern und deren Einteilung in Subgruppen nach WHO-Kriterien

beantwortet werden.

Lésliches vaskulares Adhasionsmolekiil-1 (sVCAM-1)

Dieses integrale Membranprotein wird ebenfalls bei der Malaria tropica im Rahmen der
Sequestrierung parasitierter Erythrozyten hochreguliert, jedoch binden nur wenige Pa-
tientenisolate an dieses Protein (Boehme et al., 1994, Ho und White, 1999, Léscher et
al., 2010).

Auch fir sICAM-1 und sVCAM-1 fanden sich signifikant erhéhte Werte in der Gruppe
der mit P. falciparum-Infizierten. Dabei konnten fir sICAM-1 etwas bessere Ergebnisse
erzielt werden. Eine gute Korrelation der gemessenen Werte mit der Schwere der
Erkrankung konnte aufgrund der breit gestreuten 95%-Konfidenzintervalle weder fir
sICAM-1 noch fir sVCAM-1 festgestellt werden. Eine pradiktive oder prognostische
Aussagekraft ergibt sich somit nicht.
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4.1.3 Marker einer kardialen Dysfunktion

Der genaue Mechanismus der Myokardschadigung und dadurch verminderter Herzleis-
tung bei der Malaria tropica ist noch nicht eindeutig geklart. Verschiedene Faktoren
tragen dazu bei. Diskutiert wird eine direkt-toxische Wirkung auf die Struktur der Herz-
muskelzellen durch von P. falciparum freigesetzte Toxine, wie zum Beispiel das Glyko-
sylphosphatidylinositol (Wichmann et al., 2007). Eine Ursache der erhéhten Herzmus-
kelwandspannung kénnte die erhéhte Nachlast und nachfolgend die erhéhte Druckbe-
lastung des linken Ventrikels sein (Herr et al., 2011). Die Einschréankung der Herzfunk-
tion ist biochemisch messbar unter anderem durch die hier getesteten kardialen Marker
NT-proBNP und MR-proANP. Weitere Herzenzyme, wie das Troponin, wurden in die-
ser Arbeit nicht untersucht. Somit kann keine Aussage getroffen werden hinsichtlich
eines relevanten Untergangs der Herzmuskelzellen und dessen Reversibilitat.

NT-proBNP

NT-proBNP ist ein im Serum stabil und langer messbarer Surrogatmarker des Brain
natriuretischen Peptids (BNP). BNP wird in den Ventrikelwdnden des Herzens gebildet
und reguliert unter anderem den Salz- und Wasserhaushalt und den systemischen
Blutdruck. Bei Volumenbelastung des Herzens oder in Stresssituationen des Myokards
wird es infolge eines Dehnungsreizes vermehrt gebildet. Das in die Blutbahn ausge-
schittete Prohormon proBNP wird in aktives BNP und sein N-terminales Fragment NT-
proBNP gespalten. Eingesetzt wird es unter anderem zur Ausschluss- und Verlaufsdi-
agnostik der Herzinsuffizienz (Dao et al., 2001, Nielsen et al., 2004). Bei der Malaria
tropica konnten als Hinweis auf eine begleitende Myokardschadigung erhéhte Werte
gemessen werden (Ehrhardt et al., 2004, Ehrhardt et al., 2005)

MR-proANP

MR-proANP ist ein inaktives Spaltprodukt des Prohormons des atrialen natriuretischen
Peptids (ANP). Es ist stabiler messbar als sein aktiver Spaltproduktpartner ANP. ANP
wird in den Zellen der kardialen Vorhéfe gebildet, nach Dehnungsreiz der Vorhéfe aus-
geschittet und reguliert den Salz-und Wasserhaushalt des Koérpers (Silbernagl und
Despopoulos, 1991). Ahnlich wie das NT-proBNP ist auch das MR-proANP bei Patien-
ten mit einer Herzinsuffizienz erhdht und hat eine gewisse prognostische Aussagekraft.
Erhéhte Werte korrelieren mit einer erhéhten Mortalitdt (von Haehling et al., 2007).
Auch im Rahmen verschiedener Infektionskrankheiten kann MR-proANP erhéht sein.
Bei der ambulant erworbenen Pneumonie steigt der MR-proANP-Spiegel mit zuneh-
mendem Schweregrad der Erkrankung an, bei Bakteriamie hat ein erhdhter Spiegel



4 Diskussion 31

keinen zusatzlichen prognostischen Wert (Guinard-Barbier et al., 2011). Im Rahmen
eines septischen Schocks hat MR-proANP eine prognostische Aussagekraft hinsicht-
lich der Mortalitat innerhalb der ersten 28 Tage (Guignant et al., 2010).

Die Rolle von MR-proANP bei der Malariainfektion ist bisher unerforscht.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe konnten in dieser Arbeit als Hinweis auf eine kardiale
Beteiligung beide Marker in der Patientengruppe erhéht gemessen werden. Auch hier
hat die weitere Analyse keine guten diskriminatorischen Eigenschaften ergeben, weder
beim Vergleich der Patientengruppe mit der Kontrollgruppe noch beim Vergleich der
Patienten mit komplizierter und unkomplizierter Malaria tropica. Es ist also anzuneh-
men, dass die schwere Malaria tropica nicht immer mit einer Herzbeteiligung einher-

geht.
4.1.4 Marker einer Koagulopathie

Fibrinogen

Als Marker einer Koagulopathie bei der Malaria tropica wurde in dieser Arbeit das Fib-
rinogen untersucht. Dieses in der Leber gebildete Glykoprotein tritt als Faktor | in die
Gerinnungskaskade ein. Mithilfe des Enzyms Thrombin und Kalzium erfolgt die Um-
wandlung zum Fibrin, welches notwendig ist fir die Vernetzung der Thrombozyten bei
der Ausbildung des sekundaren Thrombus. Fibrinogen ist in zweierlei Hinsicht ein be-
deutendes, im Serum messbares Protein. Einerseits ist es ein Aktut-Phase-Protein. Im
Rahmen einer Infektion, wie auch bei der Malaria tropica, bildet sich durch verschiede-
ne Trigger vermehrt Fibrinogen (Horstmann und Dietrich, 1985, White, 2009). Dieses
Ph@nomen ist sehr unspezifisch. Auf der anderen Seite weist ein im Rahmen einer
Infektion erworbener Fibrinogenmangel auf eine Stérung des Gerinnungssystems mit
UberschieBendem Fibrinogenverbrauch hin (Hazelzet et al., 2001). Im schlimmsten Fall
kommt es zur disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC), zu Blutungen und/oder

Thromboembolien.

D-Dimere

Im Rahmen der Fibrinolyse wird Fibrin durch die Endopeptidase Plasmin gespalten, als
Abbauprodukte entstehen unter anderem D-Dimere, die im Serum messbar sind und
somit auf eine ablaufende Fibrinolyse hindeuten. Auch bei der Malaria tropica ist in
mehreren Studien die intravaskulére Fibrinbildung Uber die Messung der D-Dimere im
Serum nachgewiesen worden (Horstmann und Dietrich, 1985, Francischetti et al.,
2008).
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Thrombozyten

Obwohl die Thrombopenie nicht zu den DTG- und WHO-Kriterien einer komplizierten
Malaria tropica gehort, stellt sie eine der haufigsten Komplikationen dar. Anders als bei
der Sepsis entwickelt sich jedoch sehr selten eine disseminierte intravasale Gerinnung
mit Thrombozytenverbrauch. Mégliche Ursachen der Thrombopenie sind in verschie-
denen Studien untersucht worden. Neben Knochenmarkssuppression mit Thrombozy-
tenbildungsstérung kommt das sogenannte splenic pooling, also die Ansammlung von
Thrombozyten in der Milz, als Ursache in Betracht (Léscher et al., 2010). Méglicher-
weise spielen die Ansammlung von Thrombozyten im von P. falciparum geschéadigten
GefaBsystem (Horstmann and Dietrich, 1985) und die Entwicklung einer Immunthrom-
bopenie ebenfalls eine Rolle (Lacerda et al., 2011). Interessanterweise zeigt sich eine
Thrombopenie in milderer Auspragung am haufigsten bei teilimmunen Kindern in En-
demiegebieten und in starker Auspragung bei Patienten mit importierter Malaria tropica,
also bei meist Nicht-lmmunen (D'Acremont et al., 2002).

Die Aktivierung der Fibrinolyse und die nachfolgende Entwicklung einer Koagulopathie
werden in dieser Arbeit reflektiert durch signifikant erhéhte Spiegel der D-Dimere und
des Fibrinogens in der Patientengruppe. Ebenfalls messbar war eine signifikante
Thrombozytopenie, die mdglicherweise durch die Koagulopathie und zusatzlich durch
eine gestorte Mikrozirkulation verschlimmert wurde. Wahrend die Werte der D-Dimere
und der Thrombozyten signifikant unterschiedlich waren bei Patienten mit einer kompli-
zierten Malaria, verglichen mit denen mit einer unkomplizierten Malaria, konnte dies fr
das Fibrinogen nicht bestatigt werden. Alle drei Biomarker haben aufgrund der niedri-
gen diskriminatorischen Aussagekraft keine pradiktive oder prognostische Bedeutung.

4.1.5 Hamolysemarker

Laktatdehydrogenase (LDH)

LDH ist ein Enzym, welches in praktisch allen Zellen des Koérpers vorkommt. Eine Er-
héhung ist daher relativ unspezifisch. Die LDH ist einer der Hadmolyseparameter bei
hamolytischer Anamie, so auch bei der Malaria (Fendel et al., 2010).

Wie auch alle anderen Marker war das LDH in der Patientengruppe signifikant erhéht.
Aufgrund des in der weiteren Analyse dargestellten breiten 95%-Konfidenzintervalls ist
auch hier eine unzureichende diskriminatorische Eigenschaft hinsichtlich der Unter-
scheidung zwischen komplizierter und unkomplizierter Malaria tropica dargelegt wor-
den.
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4.2 Diagnosekriterien fur die komplizierte Malaria tropica

Die Modifikation der WHO-Kriterien flirr eine schwere Malaria tropica (WHO, 2000) er-
folgte, weil die Kriterien anhand von Studien in Endemiegebieten festgesetzt wurden.
Dort sind insbesondere Kinder von einer komplizierten Malaria betroffen, flr die im
Vergleich zu Erwachsenen teilweise andere Indikatoren flr eine schwere Malaria gel-
ten. Zum Beispiel ist eine schwere Anamie mit einem Hb von <6 g/l in Endemiegebie-
ten haufig bei der arztlichen Erstvorstellung zu finden. Aufgrund verschiedener Ursa-
chen leiden dort viele Menschen bereits vor der Malariaerkrankung an einer Andmie,
welche durch den Befall mit P. falciparum zusatzlich verschlimmert werden kann. Die
Anamie ist in der Regel multifaktoriell bedingt, so zum Beispiel durch chronischen Pa-
rasitenbefall (Brooker et al., 2007). Eine schwere Andmie mit einem Hb <6 g/l ist in
Industrienationen oftmals im Rahmen eines akuten Blutungsgeschehens vorzufinden.
Deshalb wurde fiir diese Studie ein Hb <8 g/l als Grenzwert fir eine schwere Anamie
angegeben. Ahnliches gilt fiir die Hyperparasitamie, die in dieser Studie mit >5% Para-
siten/ul definiert war. In Endemiegebieten gilt aufgrund der Teilimmunitat der Patienten
eine deutlich héhere Parasitdmie als Richtwert fir eine komplizierte Malaria tropica.
Far Nicht-Immune wird im Allgemeinen aufgrund des haufig schwereren Verlaufs je-

doch die 5%-Grenze angegeben.

4.3 Reiseanamnese

Die in dieser Arbeit untersuchte Patientengruppe setzte sich aus Migranten aus Mala-
riaendemiegebieten und nicht-immunen Reisenden zusammen. Es ist anzunehmen,
dass sich die individuelle Immunitat der Patientengruppe von Patienten unterscheidet,
die in Endemiegebieten leben.

Nur 5,3% aller Malariapatienten gaben an, eine Malariaprophylaxe eingenommen zu
haben. Eine adaquate Chemoprophylaxe ist einerseits wichtig zur Pravention einer
Malariaerkrankung, andererseits kann durch sie bei einer Infektion wenigstens ein
komplizierter Verlauf verhindert werden (Bourgeade et al., 1990, Steffen, 1991). Daher
empfiehlt die WHO seit Jahren fir Reisende in Hochendemiegebiete eine entspre-
chende Prophylaxe, die bei richtiger Einnahme in der Regel eine gute vorbeugende
Wirkung zeigt. Bei den hier verzeichneten vier Patienten, die trotz Malariaprophylaxe
mit P. falciparum infiziert wurden, ist anzunehmen, dass die Einnahme entweder nicht
konsequent erfolgte oder eine beeintrachtigte Resorption der Medikamente z.B. durch
eine Enteritis vorlag. Von den 79 Patienten haben 67 gar keine Prophylaxe eingenom-
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men. Mdglicherweise war ein GroBteil der Patienten langerfristig auf Reisen und hat
deshalb keine Prophylaxe eingenommen. Die Zahlen machen noch einmal deutlich,
wie wichtig eine adaquate Malariaprophylaxe ist.

Aufgrund der Vielfalt der klinischen Symptomatik und der Unterschiede in der subjekti-
ven Befindlichkeitsstérung stellten sich die hier untersuchten Patienten zu sehr unter-
schiedlichen Zeitpunkten erstmals arztlich vor.

4.4 Limitationen

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind teilweise nur begrenzt aussagekraftig. Zur besseren
Untersuchung der heterogenen Pathophysiologie und prognostischen Gite waére die
Testung der Biomarker bezogen auf die verschiedenen Subgruppen einer komplizier-
ten Malaria tropica nach WHO-Kriterien hilfreich. Die Fallzahl der hier untersuchten
Malariapatienten ist mit 79 Patienten zu gering, um eine Einteilung in diese Subgrup-
pen zuzulassen. Es ist mdglich, dass die pathophysiologischen Prozesse bei Reisen-
den mit unterschiedlicher Herkunft verschieden sind. Die Ethnie der untersuchten Pati-
enten war sehr heterogen und setzte sich aus Menschen mit Migrationshintergrund und
Kaukasiern zusammen. Im Vergleich dazu waren alle Kontrollpersonen Kaukasier. Wir
gehen jedoch davon aus, dass die Ergebnisse auch auf Gesunde mit anderem ethni-

schen Hintergrund anwendbar sind.

Ausblick

Diese Studie ist eine Pilotstudie mit den genannten Limitationen. Trotzdem tragen die
in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse zum besseren Verstédndnis der heterogenen
pathopyhsiologischen Ablaufe bei importierter Malaria tropica bei Erwachsenen bei.
Weiterflhrende Studien mit héheren Patientenzahlen sind jedoch nétig, um diese Er-

gebnisse zu stitzen und weiterzuentwickeln.
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5 Zusammenfassung

Die Ergebnisse dieser Arbeit reflektieren die heterogene Pathophysiologie der Malaria
tropica. Um zu ermitteln, ob verschiedene Biomarker die Schwere der Krankheitsbilder
abbilden und so eine Bedeutung hinsichtlich der Prognose und der Risikostratifizierung
haben, wurde das Serum von 79 Erwachsenen mit importierter Malaria tropica unter-
sucht. Hinsichtlich der diagnostischen Gite konnten fir mehrere Biomarker gute bis
sehr gute Ergebnisse erzielt werden. Copeptin, CRP, MPO, Elastase-2, Endothelin-1,
sICAM-1, sVCAM-1, Fibrinogen, D-Dimere, LDH und die Thrombozytenzahl waren in
der Patientengruppe signifikant verschieden und konnten somit gut zwischen gesunden
Kontrollen und Malariakranken unterscheiden. Die Diaghose einer Malaria ist in Ende-
miegebieten aufgrund mangelnder Ressourcen oft schwierig und nicht durchflihrbar. In
Industrienationen besteht dagegen aufgrund der relativ niedrigen Pravalenz unter di-
agnostizierenden Arzten ohne tropenmedizinische Erfahrung eine groBe Unsicherheit
bezlglich der Diagnosestellung, der Abschatzung der Schwere und der Prognose der
Malariaerkrankung. Das kann dazu fiihren, dass die Diagnose erst spat gestellt wird
und somit das Risiko der Mortalitét ansteigt. Zur Verbesserung der Risikostratifizierung
bei der arztlichen Erstvorstellung eines Malariapatienten wéaren die hier getesteten
Marker also hilfreich einzusetzen. Es ist darauf hinzuweisen, dass die Marker flr die
Malaria tropica nicht spezifisch sind, somit bleibt die diagnostische Mikroskopie der
Goldstandard. Erhéhte Spiegel der Biomarker sollten den behandelnden Arzt jedoch
alarmieren und die Malaria zur Liste der Differenzialdiagnosen hinzufiigen. Die Folge
sollte die Durchfiihrung der diagnostischen Mikroskopie und gegebenenfalls die Uber-
weisung an einen Tropenmediziner sein. Fir keinen der hier untersuchten Marker
konnte eine Assoziation zur Schwere der Erkrankung festgestellt werden. In Industrie-
nationen werden einige der getesteten Biomarker bereits im Rahmen der Routine-
Laboruntersuchungen bei Erstvorstellung eines Patienten mit fieberhaftem Infekt unter-
sucht. Darunter sind unter anderem CRP, Fibrinogen, die Thrombozytenzahl und LDH.
Es ist zu empfehlen, weitere der hier getesteten Marker aufgrund der guten diagnosti-
schen Gute bei Malariapatienten zur Liste der Routine-Laborparameter hinzuzuftgen.
Sinnvoll wéren hier zum Beispiel die Endothelmarker Elastase-2, sICAM-1, sVCAM-1
und MPO.
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N/A o not applicable

NG e Nanogramm

0 number = Anzahl

NT-proBNP ......cooeeiiiiiiiinen. N-terminal pro-brain natriuretic peptide

P e Plasmodium

PAPP-A ..., pregnancy-associated plasma-protein-A

P et Pikogramm

PIEMP 1 ..o, Plasmodium-falciparum-infected erythrocyte membrane

protein 1
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P-Wert.......cooviiiiee Signifikanzwert

RKI e Robert-Koch-Institut

ROC-Kurve.......cccccvvvvvvvnnnnnee receiver operating characteristic-Kurve = Grenzwertop-
timierungskurve

SD standard deviation = Standardabweichung

TNF e Tumornekrosefaktor

U e Unit

UM, e, uncomplicated malaria = unkomplizierte Malaria

WHO.....ooviiiiiiiiiiieeeeeee World Health Organisation = Weltgesundheitsorganisa-
tion

G e Prozent

S ettt kleiner
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Untersuchte Laborparameter
ALT (U/)

AST (U/l)

Bilirubin gesamt (mg/dl)
Copeptin (pmol/l)

CRP (mg/l)

D-Dimere (mg/l)

Elastase-2 (ng/ml)

Fibrinogen (g/l)

Hb (g/dl)

Kreatinin (mg/dl)

LDH (U/l)

Leukozyten (mrd/ml)

MPO (pmol/l)

NT-proBNP (pg/ml)
Parasitenlast (Parasitenzahl/pl)
sICAM-1 (ng/ml)

sVCAM-1 (ng/ml)

Thrombozyten (mrd/ml)
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Tab. 8: Inflammatorische und Endothelmarker in allen Malariapatienten und der Kontrollgruppe, gemessen innerhalb von 24 Stunden nach

Erstvorstellung

Fall / Anzahl | Median |AUROC |95% CI Sensitivitdt | Spezifitit | Youden- |Cutpoint PPV |NPV | p-Wert*
Kontrolle |(n) Index (%)™ | (Y%)***
MARKER EINER INFLAMMATION
PAPP-A Fall 79 6,0
(1uny Kontrolle e 63 0,494 0,386 |0,602 |0,09 1,00 0,09 11,0 100,0 |36,3 0,912
Copeptin Fall 79 8,9
(pmol/) Kontrolle 20 25 0,812 0,735 |0,888 |0,76 0,78 0,53 5,7 87,0 62,0 < 0,001
CRP Fall 79 90,0
(mg/l) Kontrolle 39 50 1,000 1,000 |1,000 |1,00 1,00 1,00 10,8 100,0 |100,0 |<0,001
MARKER EINER ENDOTHELIALEN DYSFUNKTION
MPO Fall 79 3110,4
(pmol/l) Kontrolle a1 5570 0,989 0,975 |1000 |0,09 1,00 0,09 8938.,8 100,0 |36,3 < 0,001
Elastase-2 Fall 79 2959,0
(ng/ml) Kontrolle a1 5070 0,979 0,956 | 1000 |0,95 0,90 0,85 7475 94,9 90,2 < 0,001
Endothelin-1 Fall 79 1,2
(fmol/ml) Kontrolle e 06 0,741 0,651 |0,832 |0,47 0,90 0,37 1,4 88,1 46,2 < 0,001
SICAM-1 Fall 79 142,3
(ng/ml) Kontrolle a1 171 0,977 0,955 |0,999 |0,92 1,00 0,92 56,2 100,0 |84,6 < 0,001
sVCAM-1 Fall 79 1120,0
(ng/ml) Kontrolle |41 420,0 0,911 0,858 |0,964 |0,77 0,93 0,70 667,5 953 |67,9 |<0,001
Kontrolle 39 152,0

95% CI = 95% Konfidenzintervall fir AUROC; *p-Wert fir AUROC; **PPV: positiv pradiktiver Wert; ***NPV: negativ pradiktiver Wert
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Tab. 9: Marker einer kardialen Dysfunktion, einer Koagulopathie und Hamolysemarker in allen Malariapatienten und der Kontrollgruppe, gemessen

innerhalb von 24 Stunden nach Erstvorstellung

Fall / Anzahl |Median | AUROC |95% CI Sensitivitdt | Spezifitat | Youden- | Cutpoint |PPV |NPV | p-
Kontrolle |(n) Index (%)** | (%)*** | Wert*

MARKER EINER KARDIALEN DYSFUNKTION
NT-proBNP Fall 79 61,9

0,695 0,602 | 0,789 (0,43 0,93 0,36 86,2 91,9 45,8 |<0,001
(pg/ml) Kontrolle |41 35,6
MR-proANP Fall 79 443

0,721 0,632 | 0,810 0,48 0,93 0,41 46,1 92,7 |47,4 |<0,001
(pmol/l) Kontrolle |40 28,3
MARKER EINER KOAGULOPATHIE
Fibrinogen Fall 71 5,0

0,910 0,852 | 0,924 (0,92 0,85 0,76 3,2 90,3 84,2 |<0,001
(g Kontrolle |39 2,7
D-Dimere Fall 58 3,9

0,980 0,958 | 0,924 (0,86 1,00 0,86 0,6 98,0 82,6 |<0,001
(mg/l) Kontrolle |39 0,3
Thrombozyten | Fall 79 85,0

0,958 0,922 10,995 (0,87 0,97 0,85 163,0 83,3 |97,0 |<0,001
(x1000/ul) Kontrolle |39 236,0
HAMOLYSEMARKER
LDH Fall 77 273,0

0,967 0,936 | 0,924 (0,90 0,97 0,87 196,5 98,6 82,6 |<0,001
(um Kontrolle |39 152,0

95% CI = 95% Konfidenzintervall fir AUROC; *p-Wert fir AUROC; **PPV: positiv pradiktiver Wert; ***NPV: negativ pradiktiver Wert
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Abb. 2: Gemessene Konzentrationen der inflammatorischen, der Endothel- und der kardialen
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MARKER EINER KOAGULOPATHIE
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Abb. 3: ROC-Analysen, Darstellung der diagnostischen Gulte der Marker einer Inflammation

(a), einer Endothelaktivierung (b), einer Koagulopathie (c), einer kardialen Dysfunktion
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