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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie der Malaria

Malaria ist eine lebensbedrohliche, in tropischen Weltregionen hochendemische, durch
Stechmiicken iibertragene parasitire Infektionskrankheit. Sie zahlt heute neben dem
humanen Immunodefizienz-Virus (HIV) bzw. Aids und Tuberkulose zu den gro8-
ten Herausforderungen des internationalen Gesundheitswesens. Die Infektion wird
durch sogenannte Plasmodien iibertragen. Plasmodium falciparum wird als Verur-
sacher der Malaria tropica mit der hochsten Mortalitatsrate die grofite Bedeutung

zugeschrieben.[212]

1.1.1 Historischer Hintergrund

Der Begriff Malaria (mal’aria = ”schlechte Luft“) entstammt dem mittelalterlichen
Latein. Die Erkrankung wurde frither landlaufig aufgrund ihres raumlichen Bezugs
zu Stiimpfen und Marschland und seines schubweisen Fieberverlaufs auch als Sumpf-
oder Wechselfieber bezeichnet. 1880 legte Alphone Laveran mit der Identifikation
von Plasmodien im Blut den Grundstein der modernen Malariaforschung.[98] 1927
konnte Wagner-Jauregg mit seiner “Malariatherapie” fiir Neurosyphilispatienten zei-
gen, dass eine Immunitat gegen Malaria im Menschen induzierbar ist, was in den
folgenden Jahrzehnten durch zahlreiche Studien bestétigt werden konnte.[36, 86].
Cohen et al. (1961) und weitere Autoren zeigten anhand passiver Serumtransferex-
perimente, dass Antikorper dabei eine zentrale Rolle in der Entwicklung der natiirlich

erworbenen Malariaimmunitat spielen.[32, 160, 168]

1.1.2 Geographische Verteilung der Malaria tropica

Malaria ist in einer breiten Fliche um den Aquator, dem sogenannten Malariagiir-
tel, endemisch verbreitet. Es werden drei Endemietypen unterschieden: Die stabile
endemische Malaria, in der die Bevolkerung konstanten Malariainfektionsraten aus-
gesetzt sind; die instabile endemische Malaria, mit einem mehr oder weniger kon-
stanten, zeitlich schwankendem Malariarisiko; und der epidemischen Malaria, in der
eine Gruppe von Individuen plotzlich, oft aufgrund atypischer Klimabedingungen

oder Migration, einem stark erhohten Malariarisiko ausgesetzt sind. Die Gebiete



stabiler und instabiler Malaria entsprechen den tropischen Weltregionen (s. Abb.
1.1). Sie zeichnen sich durch tropisches Klima mit durchgehend hohen Tempera-
turen, hoher Luftfeuchtigkeit und hohen Niederschlagsmengen in Verbindung mit
stehenden Wasserfldchen aus, die den iibertragenden Stechmiicken konstant gute
Brutstatten bieten. In trockeneren Regionen treten endemische Malariaausbriiche
meist nur wiahrend der Regenzeit auf. Das Malariarisiko wird insgesamt in landli-

chen Gebieten hoher, als in Stadten angegeben.[30]

.
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Abb. 1.1: Weltweite Privalenz der Malaria tropica innerhalb der stabilen Ubertragungs-
grenze, 2010. Der abgebildete Kennwert (PfPRy —10) ist die nach Alter genormte P. fal-
ciparum Parasitenrate. Sie beschreibt den geschdtzten Anteil zwei bis zehn Jahre alter
Individuen der Allgemeinbevilkerung, die auf das Jahr 2010 gemittelt jeweils mit P. fal-
ciparum infiziert waren.[108]

1.1.3 Bedeutung

Nahezu 50 % der Weltbevolkerung (3,2 von tiber 7,3 Mrd. Menschen 2015) sind dem
Risiko ausgesetzt an Malaria zu erkranken. 2015 wurden laut der Weltgesundheits-
organisation (WHO) 214 Mio. Neuerkrankungen mit insgesamt 438.000 Todesféllen,
davon tber 80 % in Afrika, verzeichnet.[212, 191] Andere Autoren bezifferten die
Anzahl der Todesfélle im Jahr 2010 auf auf 1,24 Mio, die WHO im Vergleich auf
650.000. Dies zeigt die Unsicherheit bei der Schiatzung der durch Malaria verur-
sachten Krankheitslast.[125, 209] In hochendemischen Gebieten haben schwangere

Frauen und Kinder im ersten bis fiinften Lebensjahr ein besonders hohes Risiko



schwer zu erkranken. So treten 78 % der todlichen Verldufe bei Kindern in dieser
Altersgruppe auf.[211]

Malaria wirkt sich zudem negativ auf die wirtschaftliche Entwicklung der betroffe-
nen Regionen aus. Der durch Malaria verursachte direkte finanzielle Schaden (z. B.
aufgrund von Krankheitslast, Arbeitsausfall, Therapiekosten oder frithem Tod) wird
in Afrika auf ca. 12 Mrd. US $ pro Jahr geschitzt und hemmt das Wirtschaftswachs-
tum jéhrlich um schatzungsweise 1,3 %.[65, 184] Weltweit wurden zur Bekdmpfung
der Endemie 2013 zusétzlich 2,7 Mrd. US § investiert.[211]

Zur Einddmmung bzw. Ausrottung der Erkrankung wird eine dreiteilige Ausrot-
tungsstrategie aus (1) aggressiver Kontrolle in hochendemischen Gebieten zur Re-
duktion der Transmission und Sterblichkeit; (2) progressiver Elimination in den
niedrigendemischen Randgebieten; und (3) Erforschung moglicher Medikamente,
Impfstoffe, Diagnoseverfahren, Insektizide und anderer Interventionen verfolgt.[62]
Dazu zéhlen die primare Vektorkontrolle durch Insektizid-impragnierte Moskito-
netze (ITN) und Innenrauminsektizide, diagnosebasierte Therapien mithilfe von
Schnelltests und effektiven Artemisinin-Kombinationstherapeutika (ACT) und die
Entwicklung effektiver Impfstoffe. Insbesondere beztiglich Punkt (1) konnten in den
letzten zwei Jahrzehnten Erfolge verzeichnet werden: die um das Bevolkerungswachs-
tum bereinigte Malariainzidenz sank laut der WHO zwischen 2000 und 2015 um 37
%, die Malariasterblichkeit im gleichen Zeitraum iiber alle Altersgruppen um 66 %
und um tber 70 % bei Kindern unter finf Jahren.[212]

Doch ist anzuzweifeln, ob die internationale Gemeinschaft ihre Ziele zur Malariae-
liminierung erreicht. In einigen Regionen sind trotz des positiven WHO-Restimees
aus 2010 Steigerungen der Inzidenz erfasst worden.[139, 23] Die oft schlechten in-
frastrukturellen Voraussetzungen der Gesundheitssektoren in endemischen Regionen
erschweren es, oben genannte praventive Mafinahmen allgemein zugénglich zu ma-
chen. Es werden dartiber hinaus zunehmend Resistenzentwicklungen von Miicken
gegen die meisten eingesetzten Insektizide bzw. von Plasmodien gegen Malariathe-
rapeutika der ersten Wahl verzeichnet.[130, 45] Trotz aller Bemithungen sind auch
aufgrund des derzeit verzeichneten Bevolkerungswachstums in tropischen Weltregio-
nen zunehmend mehr Menschen dem Malariarisiko ausgesetzt.[75]

Es bedarf zusatzlicher Strategien der Infektions- bzw. Morbiditatsreduzierung, z.
B. im Bereich der Impfstoffentwicklung, um Malaria nachhaltig kontrollieren und

gegebenenfalls ausrotten zu konnen.[125]



1.2 Malaria tropica und ihr Erreger Plasmodium falciparum

1.2.1 Erreger

Malariainfektionen werden durch parasitare Plasmo-
dien hervorgerufen. Plasmodien sind einzellige, obli-
gat intrazellulare Protozoen. Zu den insgesamt vier

humanpathogenen Erregern zéhlen Plasmodium (P.) 9 q
falciparum (s. Abb. 1.2), P. wvivax, P. ovale und o
P. malariae.[143] Auch das vornehmlich Affen be-

fallende P. knowlesi kann Infektionen im Menschen d

verursachen.[159] P. falciparum verursacht 91 % al- Abb. 1.2: Pf-Malaria -
Blutausstrich.[3]

UOG

ler Malariafélle weltweit, davon 86 % in afrikanischen
Endemiegebieten. P. falciparum verursacht dariiber
hinaus die mit Abstand héchsten Komplikations- und Mortalitdtsraten und zeigt

das héchste Resistenzprofil aller humanpathogenen Varianten.[143, 211]

Vektoren des Plasmodium falciparum

P. falciparum kann den Menschen iiber einen Vektor oder in seltenen Féllen iiber
parenterale Verabreichung (z. B. Bluttransfusionen) infizieren. In den meisten Fallen
wird er tiber den Stich einer infizierten weiblichen Anopheles-Miicke iibertragen. Sie
gehort zur Familie der Stechmiicken ( Culicidae).[209]

Die Eier der Anopheles-Miicke entwickeln sich unter feucht-warmen Bedingungen
innerhalb von 5-14 Tagen zu ausgereiften Miicken. Sie sind nachtaktiv (v. a. dam-
merungsaktiv) und erndhren sich iiberwiegend von Pflanzenséiften. Nur die weib-
liche Miicke benotigt tierisches bzw. menschliches Blut zur Proteinaufnahmen fiir
ihre Ovarreifung.[26] Ein in Afrika haufig vorkommender Malariavektor ist Anophe-
les gambiae. Sie Uibertragt tiberwiegend P. falciparum und ist aufgrund ihrer langen
Lebensdauer, ihrer bevorzugten Erndhrung von menschlichem Blut und aufgrund ih-
res Lebensraums nahe menschlicher Behausungen einer der effizientesten und damit
fir den Menschen gefiahrlichsten Malariavektoren.[78] In Lambaréné und Umgebung
sind Anopheles gambiae, Anopheles moucheti und Anopheles funestus haufig anzu-
treffende Vektoren.[180)]

Lebenszyklus des Plasmodium falciparum

P. falciparum durchlauft wahrend seiner Entwicklung einen komplexen Lebenszyklus
mit zehn morphologischen Ubergingen in fiinf verschiedenen Geweben: eine unge-

schlechtliche (asexuelle) Reproduktion in einem Wirbeltier (Zwischenwirt, in unserer
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Abb. 1.3: Lebenszyklus — (1) Anopheles—Miicke inokuliert Sporozoiten; (2) Sporozoit
infiziert Leberzelle; (3) Sporozoit reift zu Schizont; (4) Schizont rupturiert, setzt Mero-
zoiten in Blutkreislauf frei. Ubergang vom Leberstadium (A) zum Blutstadium (B). (5)
Merozoit infiziert Erythrozyt; (6) ringformiger Trophozoit reift zu asexuellem reifem Tro-
phozoiten, vermehrt sich zu Schizont, rupturiert und setzt Merozoiten in Blutstrom frei;
(7) einzelne Trophozoiten entwickeln sich parallel zu Keimzellen. Wechsel vom Blutstadi-
um zum Miickenstadium (sexuelle sporongonische Phase) (C). (8) Mikrogametozyt (mdnn-
lich) und Makrogametozyt (weiblich) werden von Miicke aufgenommen; (9) Mikrogametozyt
verschmilzt mit Makrogametozyten zur Zygote; (10) Zygote entwickelt sich zu Ookinete,
wandert in Wand des Mitteldarms, entwickelt sich zur Qozyste; (11) Oozyste wdchst, rup-
turiert und setzt Sporozoiten frei; (12) Sporozoiten wandern in Speicheldriise der Miicke.
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Betrachtung dem Menschen) wechselt sich dabei mit einer obligaten geschlechtlichen
(sexuellen) Reproduktion in der Anopheles-Miicke (Endwirt) ab.[27] Nachfolgenden
werden die verschiedenen Entwicklungsstadien und -phasen, angelehnt an Abbil-
dung 1.3, ndher erlautert, um ein Grundverstindnis fiir mogliche Angriffspunkte

des menschlichen Immunsystems gegen P. falciparum zu vermitteln.

Asexuelle Phase im Menschen (Schizogonie) FEine Miicke injiziert wahrend ei-
nes Blutmahls asexuelle Sporozoiten in oberflédchliche Kapillaren und die menschliche
Haut (1), wo die Sporozoiten bis zu 6 Stunden verbleiben konnen.[218] Ca. ein Drittel
der Sporozoiten gelangt iiber die Lymphe in lokale Lymphknoten. Dort degradiert
ein Grofiteil. Einige Sporozoiten konnen bis zu 24 Stunden in den Lymphknoten
iiberleben und sich dort zu Merozoiten entwickeln, ein Prozess der in nicht zuein-
ander adaptierten Modellen auch fiir Sporozoiten in der Dermis, Epidermis und in
Haarfollikeln beschrieben wurde.[5, 72] Der Grofiteil der Sporozoiten gelangt jedoch
tiber den Blutstrom in die Leber und invadiert dort Hepatozyten (2).[153] Nach
mehreren Zellteilungen reifen die Parasiten zu Leber-Schizonten, die intrazellular
durchschnittlich 30.000 Vorlaufer-Merozoiten enthalten (3).[123] Dieses sogenannte
praerythrozytéire Leberstadium (A) wird nach 5,5-7 Tagen durch eine Ruptur der
Schizonten vom erythrozytaren Stadium (B) abgelost. Dabei werden Merozoiten in
sogenannten Merosomen, mit Parasiten gefiillten Vesikeln mit korpereigener Zell-
membran, in den Blutstrom freigesetzt (4), um dort das Merosom zu verlassen und
Erythrozyten zu befallen.[177]

Die nun im Blutstrom zirkulierenden Merozoiten (5) invadieren iiber eine spezifi-
sche Interaktion zwischen Liganden auf der Merozoitenoberfliche und Rezeptoren
auf der Erythrozytenmembran innerhalb kiirzester Zeit (ca. 60 s) Erythrozyten.[73]
Intraerythrozytar entwickeln sich die Parasiten in prasitophoren Vakuolen tiber ein
unreifes Ringstadium zu Trophozoiten und schlielich zu Schizonten (6).[105] Jeder
Schizont produziert durch mitotische Teilungen jeweils ca. 20-30 Merozoiten. Nach
Abschluss eines erythrozytaren Zyklus (jeweils 43-48 h) rupturieren die mit Schizon-
ten infizierten Erythrozyten und setzen dadurch Merozoiten in den Blutstrom frei.
Ein weiterer erythrozytarer Zyklus (s. o.) schlieit sich an.[37]

Die Dichte Pf-infizierter Erythrozyten im Blut, die sogenannte Parasitamie, variiert
im individuellen Vergleich stark iiber den zeitlichen Verlauf. Uber die oben beschrie-
benen wiederkehrenden Vermehrungszyklen entsteht ein exponentielles Wachstum
der Pf-Biomasse im menschlichen Organismus. In der Regel steigt die Biomasse
logarithmisch an, bis sie auf Tage bis Wochen einem Plateau verweilt und dann all-

mahlich wieder abnimmt.[46] Mikroskopisch sind Pf-Infektionen erst ab einer Bio-



masse von etwa 10® Pf-infizierten Erythrozyten im Blut nachweisbar, was einer

Parasitdmie von 10-20 Parasiten pro ul entspricht.[165, 46]

Sexuelle Phase im Menschen Die Pf-Transmission in den Miickenvektor beginnt
im menschlichen Vektor durch die Heranreifung sexueller Parasitenstadien, den so-
genannten Gametozyten. Sie sind das Ausgangsstadium der sexuellen genetischen
Rekombination und dienen als Transmissionsform in den Miickenorganismus. Schon
wahrend des Beginns des asexuellen Blutstadiums differenziert ein kleiner Anteil
intraerytrhozytarer asexueller Merozoiten zu Gametozyten; es wird angenommen,
dass auch vereinzelte Merozoiten aus Leberschizonten zu Gametozyten heranreifen
konnen. Der Zyklus der Gametozytenreifung dhnelt mit Zyklen aus intraerythro-
zytarer Reifung, Schizontenruptur und Invasion freier Erythrozyten den asexuellen
Blutstadienzyklen, ist mit ca. acht Tagen jedoch langer. Ein erythrozytéirer Schizont
differenziert in der sexuellen Reifung entweder in méannliche (Mikro-) oder weibliche
(Makro-) Gametozyten. Vom asexuellen Parasitenstadium bis zum reifen Gameto-
zyten werden fiinf morphologische Substadien durchlaufen (7).[13]

7-15 nach Tage nach dem ersten erythrozytaren Zyklus zirkulieren reife Gametozy-
ten im Verhéltnis von ca. 1:159 zu asexuellen Stadien fiir einige Tage bis zu wenigen
Wochen im peripheren Blut. Miicken kénnen diese aufnehmen (C) und nach einer

plasmodialen sexuellen Reifung erneut in die menschliche Haut injizieren.[56].

Sexuelle Phase in der Miicke (Sporogonie) Die Micke nimmt Plasmodien auf,
indem sie Blut eines infizierten Menschen saugt (C). Der Wirtswechsel der Parasi-
ten zur Miicke ist nur in intraerythrozytéir-gametozytarer Form moglich. Sie werden
mit der Blutmahlzeit in den Mitteldarm der Miicke aufgenommen (8), wo sie durch
das veranderte AuBenmedium aktiviert werden. Die Gametozyten verlassen nun die
Erythrozyten und reifen zu weiblichen Makrogameten und mannlichen Mikrogame-
ten heran. Die Mikrogameten verschmelzen mit den Makrogameten zu Zygoten (9),
die zu beweglichen Ookineten (10) heranreifen. Die sexuelle Reifung der Plasmodi-
en ist hiermit abgeschlossen. Die ausgereiften Ookineten wandern in die Wand des
Mitteldarms der Miicke ein, wo sie zur Oozysten heranreifen und und schliefSlich
rupturieren (12). Dabei werden intrazellular gebildete Sporozoiten freigesetzt, die
nun in die Speicheldriise der Miicke einwandern. Ein neuer Zyklus beginnt mit der

Beimpfung eines neuen oder desselben Zwischenwirtes wéihrend eines Blutmahls. [95]



Adaptationsmechanismen des Plasmodium falciparum an den humanen Wirt

Das Genom von P. falciparum hat sich tiber Jahrtausende evolutionsbiologisch an
das menschliche Immunsystem, den Miickenvektor und Umweltfaktoren angepasst.
P. falciparum hat dabei Adaptationsmechanismen entwickelt, die ihm ermdéglichen
das menschliche Immunsystem auf hochkomplexe Weise zu umgehen bzw. auszu-
schalten und Resistenzen gegen einen hohen Anteil an verfiigharen Medikamenten

und Insektiziden hervorzubringen.[161, 103]

Plasmodien halten sich jeweils nur kurzweilig als

. Sporozoiten oder Merozoiten auflerhalb von Hepato-

. - \.' zyten oder Erythrozyten auf.[34] Intraerythrozyta-
/ re Plasmodien im Trophozoitenstadium konnen se-

-
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Abb. 1.4: Ery- - griert werden, um an andere Zellen (Zytoadhérenz)
throytdre Phase mit

Erythrozytensequestration. [61] oder Endothelzellen (Sequestration) adhérieren zu

kénnen.[105, 117] Intrazelluldre Plasmodien sind da-
durch deutlich besser vor der Immunabwehr des Wirtes geschiitzt. Vom Immun-
system erkannte und opsonierte Pf-infizierte Erythrozyten gelangen erst tiber den
Blutstrom in die Milz, wo sie ausgesondert und phagozytiert werden. Durch die
Sequestration kann sich P. falciparum in der zweiten Halfte eines erythrozytaren
Zyklus (24-43 h), wenn die befallenen Erythrozyten morphologisch und biochemisch
stark modifiziert sind und so vom Immunsystem leichter erkannt werden, dem Blut-
fluss und damit den zirkulierenden Immunzellen und der phagozytaren Clearance in
der Milz entziehen.[103]

Antigenvariation des Plasmodium falciparums Die
parasitar exprimierten Oberflichenmolekiile werden iiber
variante Genfamilien kodiert, wodurch ein grofier Pool
an morphologisch unterschiedlichen Oberflichenstruktu-
ren Pf-infizierter Erythrozyten entsteht. Es sind bislang
die war-, rif-, stevor und Pfmc-2TM-Genfamilien mit
respektive 60, 149, 28 und elf Genen erforscht. Erste-

re kodieren fiir Varianten des Plasmodium falciparum- Abb

1.5: Sequestration
Erythrozytenmembranprotein 1 (PfEMP1). PIEMPI1- an Endothelien; Schizon-

Proteine dienen der Sequestration iiber Adhésion an Re- tenruptur mit Freisetzung
von Merozoiten.[73]

zeptoren mikrovaskuldrer Endothelien in Kapillaren und
postkapilldren Venolen (s. Abb. 1.5).[25, 105, 104, 197]



Die Sequestration bzw. die Zytoadharenz sind, neben dem Mechanismus der Immu-
nevasion, lokal bedeutende pathogene Faktoren der schweren Malaria.[161] P. falci-
parum reagiert auf Verdnderungen in der Wirtsimmunitat mit Modulation der oben
genannten Oberflichenproteine und kann somit in jedem Zyklus morphologisch neue
Pf-Varianten hervorbringen. Neue Klone kénnen vom Immunsystem unzureichend
erkannt zunéchst relativ widerstandslos expandieren und eine neue Parasitamiewelle
induzieren.[161, 103] P. falciparum kann folglich eine lang andauernde chronische
Infektion mit sukzessiven Parasitamiewellen etablieren oder ein Individuum wieder-
holt infizieren.[161]

1.2.2 Pathogenese

Das Leberstadium, erstes Stadium einer Pf-Infektion, verlauft klinisch stumm. Erst
eine Vermehrung der Parasiten im Blut fithrt besonders bei nicht-immunen Indivi-
duen zum klinischen Bild der Malaria.[46]

Durch die Schizontenruptur hé&molysieren Millionen infizierter Erythrozyten und
schwemmen wirtseigene und parasitire Stoffe in den Blutkreislauf aus, die eine Frei-
setzung korpereigener proinflammatorischer Zytokine und damit ein unspezifisches
Fiebersyndrom induzieren.[104, 156]

Nur ein Teil der Infektionen geht in eine einer Sepsis ahnelnden Multisystemerkran-
kung iiber.[104] Letztere ist hochkomplex und bis heute nicht vollstédndig verstanden.
[117] Die Zytoadhdrenz und Sequestration der infizierten Erythrozyten konnen eine
verstiarkte Endothelaktivierung, Ko-Sequestration von Blutelementen, endothelia-
le Dysfunktion und mikrovaskulare Zirkulationsstorungen mit hamostatischer Dys-
funktion und lokaler Hypoxémie auslosen.[61] Die Hamolyse fithrt zwar zur direkten
Zerstorung von Erythrozyten, doch sind parallel ablaufende Prozesse wie die intra-
und extravasale Hamolyse nicht infizierter Erythrozyten wesentlich an der Enstehung
einer schweren Malariaanédmie beteiligt.[104, 217, 219] Letztendlich wird ein schwerer
Verlauf durch eine hamostatische Dysfunktion (mechanisch) und eine dysregulierte
oder iiberschiefende Entziindungsantwort mit Ungleichgewicht zwischen pro- und
anti-inflammatorischen Zytokinen (immunologisch) verursacht.[40, 97] Eine schwe-
re Anédmie, zerebrale Malaria, metabolische Azidose, Hypoglykédmie, disseminierte
intravasale Gerinnung, Nierenfunktionsstorung, Ikterus und andere Organkomplika-
tionen konnen die Folge sein.[33, 73, 117, 145, 174]

1.2.3 Kilinik

Die Klinik der Malaria tropica ist sehr heterogen. Die mangelnde Spezifitat der Sym-

ptomatik fithrt hiufig zu einer “Uberbehandlung” von nicht-Malariafillen in hoch-



endemischen Gebieten und zu Komplikationen durch zu spate Diagnosestellung in
niedrigendemischen Gebieten.[100] Bei typischen Infektionen beginnen die klinischen
Symptome frithestens neun Tage nach Inokulation.[193] Die klinische Auspragung
und Prognose der Erkrankung hingen vom Patientenalter (v. a. Kleinkinder), ei-
ner moglichen Schwangerschaft, dem Immunstatuts, der Wirts- und Erregergenetik,
einer moglichen Organbeteiligung und von dem Beginn einer wirksamen pharmakolo-

gischen Therapie ab.[205] Es wird zwischen folgenden Auspragungen unterschieden.

Akute unkomplizierte Malaria Die akute unkomplizierte Pf-Malaria entsteht durch
die exponentielle Expansion der Parasitenpopulation im Blutstadium bis zu etwa
100.000 Parasiten/ul Blut und verursacht ein Fiebersyndrom, das dem eines syste-
mischen viralen Infektes dhnelt. Haufige Symptome sind Fieber und eines oder meh-
rere der folgenden Symptome: Schiittelfrost und Schwitzen, Kopfschmerzen, Gelenk-
oder Muskelschmerzen, Ubelkeit oder Erbrechen, wissrige Diarrhd, Andmie, leicht-
gradiger Ikterus und eventuell eine Hepatosplenomegalie bei Kindern. Ein klassisches
Malariasyndrom mit einer schubweisen Periodik von zwei bis drei Tagen ist bei der
Pf-Malaria selten zu beobachten, da sie durch multiple asynchrone Parasitenko-
horten tiiberlagert ist.[46, 71, 205] Andmien werden bei Kleinkindern aufgrund sich
wiederholender Reinfizierungen in endemischen Regionen héufig auch im beschwer-
defreien Intervall beobachtet.[73]

Akute komplizierte Malaria Wird bei nicht-immunen Individuen nicht unverziig-
lich oder nicht effektiv pharmakologisch interveniert, kann die Erkrankung in eine
akute komplizierte Malaria mit schweren bis letalen sepsisdhnlichen Verlaufen tiber-
gehen. Schwere Malariaandmien, zerebrale Malaria und Atemnotsyndrome verursa-
chen dabei die hochste Morbiditdt und Mortalitét.[205]

Chronische Malaria FEine chronische Malaria ist durch niedrige, fluktuierende Pa-
rasitamien gekennzeichnet und tritt hauptsachlich in Personen mit partieller Im-
munitat auf. Symptomfreie Intervalle wechseln sich mit intermittierenden in ihrer
Frequenz regredienten Fieberepisoden ab, bis die Pf-Infektion, wahrscheinlich meist
erst nach einigen Monaten, vom Korper eliminiert werden kann. Chronische Infek-

tionen gehen oft mit Anédmie und Splenomegalie einher.[205]

Asymptomatische Pf-Infektionen Insbesondere in Gebieten ganzjiahriger Trans-
mission weisen viele sogenannte semi-immune Individuen haufig asymptomatische
Pf-Infektionen mit sehr niedrigen Parasitdmien auf. Auch wenn klinisch stumme

Infektionen keine Gefahr fiir das Individuum darstellen, haben sie als Erregerpool
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einen Einfluss auf die Transmissionsdynamik in der jeweiligen Region. Weit ver-
breitete Diagnosekriterien einer asymptomatischen Malaria sind ein mikroskopischer
Parasitennachweis (s. 1.2.4) bei Fieberfreiheit und Abwesenheit anderer Malariasym-
ptome. Problematisch sind dabei mikroskopisch oft nicht nachweisbare subpatente
Parasitamien und primar asymptomatische Verlaufe, die erst verzogert Symptome

provozieren.[39, 96]

1.2.4 Diagnostik

In der Routine- Pf-Diagnostik werden Plasmodien bzw. ihre Antigene im peripheren

Blut nachgewiesen.

Verfahren Goldstandard ist der lichtmikroskopische Nachweis von Parasiten im
dicken Bluttropfen (Plasmodium-Nachweis) und diinn ausgestrichenen Bluttropfen
(Spezies-Nachweis) mit Giemsa-Farbung. Sie erlauben eine verléssliche Quantifizie-
rung der Parasiten im Blut (Plasmodien/ul). Nachteilig ist die relativ geringe Sen-
sitivitat bei sehr niedrigen Parasitenraten, z. B. asymptomatischer Individuen, und
die Abhéngigkeit von der Expertise des Untersuchers.[141, 136] Eine neues mikrosko-
pisches Verfahren ist die bei Tageslicht durchfithrbare LED-Fluoreszenzmikroskopie.
Sie ist schnell, prazise und kostengiinstig, allerdings sind gemischte Plasmodienin-
fektionen schlechter zu diagnostizieren und Prédparate miissen in der Regel direkt

nach der Féarbung untersucht werden.[99]

Schnelltests Rapid Diagnostic Tests (RDT) sind schnell (< 15 min) und ohne
grofle Expertise durchfithrbar. Immuno-chromatographische Banden mit fixierten
Antikorpern (Ak) binden Pf-Antigene aus einem Tropfen Patientenblut.[215] Meist
werden Ak gegen Histidine-Rich Protein 2 (HRP-2)- oder Parasitidre Laktatdehy-
drogenase (pLDH)-Antigene eingesetzt. HRP-2-Ak-Tests sind sensitiver, als pLDH-
Ak-Tests, allerdings weniger spezifisch, da sie bis zu einigen Wochen nach einer
behandelten Infektion positiv ausfallen konnen. RDT konnen daher keine validen
Riickschliisse tiber einen Behandlungserfolg oder Reinfektionen liefern, sind teurer,
als mikroskopische Verfahren und ermoglichen dartiber hinaus keine exakte Quan-
tifizierung der Parasitamie. Zudem verfligen sie nur iiber eine eingeschrankte Halt-
barkeit und miissen trocken gelagert werden, was in tropischen Regionen durchaus

ein Problem darstellen kann.[1]

Molekularbiologische Verfahren Polymerase Chain Reaction (PCR) basierte Ver-

fahren haben die hochste Spezifitdt und Sensitivitat und sind besonders bei niedrigen
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Parasitamien (< 0,0001 % Pf-infizierte Erythrozyten) asymptomatischer Triager und
bei gemischten Plasmodieninfektionen im Vorteil.[119] Studien konnten zeigen, dass
zum Teil zwei Drittel mikroskopisch negativer Proben in der PCR positiv getestet
werden konnten.[96] Fiir die Detektion und Therapie asymptomatischer Individu-
en waren daher standardisierte PCR-basierte Diagnoseverfahren mit longitudinalem
klinischen Follow-up sinnvoll. Die Nachteile der PCR liegen jedoch in der Komple-
xitédt der Durchfithrung, ihren hohen Anschaffungs- und Verfahrenskosten sowie des
langeren Zeitintervalls zwischen Probenentnahme und Ergebnis.[39, 96]

Eine Alternative bietet das Verfahren der Loop Mediated Isothermal Amplification.
Es weist das 18S-Ribosmen-RNA-Gen von Pf nach und ist einfacher und kosten-
glinstiger durchfiihrbar, als die PCR und dennoch hochsensitiv. In der Forschung an-
gewandte Verfahren, wie das Enzyme Linked Immunsorbent Assay (ELISA), Immun-
fluoreszenz- Antikorper-Verfahren und Quantitative Buffy Coat, werden in der Regel

nicht in der Routinediagnostik angewandt.[151]

1.2.5 Therapie

Die Auswahl an Malariamedikamenten ist begrenzt. ACT sind erste Wahl bei der
Therapie der unkomplizierten Malaria in Endemiegebieten.[209] Artemisinine greifen
Frihstadien der erythrozytaren Phase an, bevor diese heranreifen und sequestrieren
konnen. Sie werden aufgrund ihrer kurzen Halbwertszeit mit langer wirksamen Qui-
nolinen oder Antifolaten kombiniert.[47] ACT haben einen schnellen Wirkungsein-
tritt, miissen nur wenige Tage eingenommen werden und bringen relative wenig plas-
modidre Resistenzen hervor.[206] Dihydroartemisinin-Piperaquin, Artesunat-Amodi-
aquin und Artemether-Lumefantrin sind in der klinischen Anwendung hochwirksame
ACT, wobei die letzteren beiden Kombinationspriaparate am haufigsten eingesetzt
werden. [7] Chloroquin und Sulfadoxin-Pyrimethamin werden mittlerweile aufgrund
weit verbreiteter Resistenzen nur bei sehr wenigen Indikationen verwendet.[206]

Erste Wahl bei der Therapie der komplizierten Malaria ist laut The Cochrane Library
Artesunat i. v., alternativ kann auch Chinin i.v. verabreicht werden.[166] Zusétzlich
miissen Komplikationen jeweils supportiv symptomatisch behandelt werden.[42]

Es existieren mittlerweile in der klinischen Anwendung insbesondere durch Mono-
therapien induzierte Resistenzen gegen jedes zugelassene Malariamedikament, auch
gegen die Artemisinin-Derivate. Laut WHO sollten daher keine reinen Artemisinin-
Medikamente mehr produziert werden.[209] Westkambodscha ist die erste Region,
in der auch die Effektivitat der ACT deutlich abgenommen hat. Es ist unklar welche
Faktoren hierzu gefithrt haben und inwieweit Artemisinin-Resistenzen und Resisten-

zen gegen Kombinationspréiparate eine Rolle spielen.[47]
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1.3 Das menschliche Immunsystem

Der menschliche Korper reagiert auf eine Infektion durch Pathogene mit einer Immu-
nantwort, die von Funktionstragern des Immunsystems gebildet wird. Letztere sind
in der Lage Pathogene zu erkennen und zu zerstoren, sich selbst zu regulieren und
ein immunologisches Gedéchtnis (Memory) zu generieren. Es wird dabei zwischen
unspezifischer angeborener und spezifischer adaptiver Immunitét unterschieden.[91]
Die Arbeit legt den Fokus auf ausgewéahlte adaptive immunologische Prozesse, die
im Folgenden im Kontext anderer immunologischer Mechanismen néher erlautert

werden.

1.3.1 Angeborene (unspezifische) Immunantwort

Die angeborene Immunantwort ist bei Pathogenkontakt unmittelbar verfiighar und
kann Pathogene an bestimmten molekularen Mustern (den sog. Pathogen-Associated
Molecular Pattern - PAMP) abwehren und wird von Immunzellen (Leukozyten) und
dem Komplementsystem gebildet. Sie ist fundamental fiir eine verzogert einsetzende
adaptive Immunantwort, erkennt jedoch nicht alle Pathogene als solche und gene-
riert kein immunologisches Memory, das vor Reinfektionen schiitzen wiirde (s. 1.3.2).
Zu den Leukozyten der angeborenen Immunantwort zahlen Phagozyten (Monozy-
ten bzw. Makrophagen), Granulozyten (neutrophile, eosinophile, basophile), den-
dritische Zellen, proinflammatorische Mastzellen und Nattrliche Killerzellen (NK).
Sie erkennen molekulare Muster auf Pathogenen bzw. von zerstorten korpereigenen
Zellen freigesetzte Molektile iiber Pattern Recognition Receptors. Makrophagen und
dendritische Zellen nehmen dabei unter anderem Proteine und andere Pathomolekii-
le, sogenannte Antigen (Ag) am Infektionsherd auf und migrieren tiber den Blutfluss
in sekundére lymphatische Organe (u. a. Milz, Lymphknoten). Dort aktivieren sie
als Antigenprésentierende Zellen (APC) Zellen der adaptiven Immunantwort durch
Zytokine und auf der Oberfléche prasentierte Antigenpeptide im sogenannten Major
Histocompatibility Complex (MCH).[91]

1.3.2 Adaptive (spezifische) Immunantwort

Die adaptive Immunantwort wird lebenslang als Anpassung des Korpers an Infek-
tionen mit Pathogenen entwickelt. Sie wird durch Lymphozyten und ihre Produkte
(s. humorale Immunantwort) generiert und setzt typischerweise ca. 4-5 Tagen nach
Erstinfektion ein.

Grundprinzip der adaptiven Immunantwort ist die lymphozytére klonale Selektion:

jeder Lymphozyt bringt nur einen Antigenrezeptortyp mit einer einzigartigen Spe-
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zifitdt hervor; eine hochaffine Bindung des Rezeptors mit Antigen bzw. -peptiden
fithrt zu einer Aktivierung, Proliferation und Differenzierung von Lymphozyten zu
voll funktionsfahigen Effektorzellen; Lymphozyten, die ineffektiv oder autoreaktiv
sind, werden schon in frithem lymphoiden Entwicklungsstadium eliminiert. Einige
Lymphozyten differenzieren zu Gedéchtnisklonen (sog. Memory-Zellen). Sie ermog-
lichen eine schnellere und effektivere Abwehr bei Reinfektionen und somit eine lang
andauernde, bis zu lebenslange protektive Immunitéit gegen ein spezifisches Patho-
gen.

Lymphozyten werden in B- und T-Zellen eingeteilt. B-Zellen sind auf extrazellulére
Antigene spezialisiert. Sie erzeugen eine spezifische humorale Immunantwort, indem
sie nach Differenzierung Antikérper in extrazellulare Fliissigkeiten sezernieren. T-
Zellen haben diverse Funktionen. Ein Grofiteil ist darauf spezialisiert intrazellulare
Antigene zu erkennen und die adaptive Immunantwort zu regulieren. Sie vermitteln
eine direkte zellulare Immunantwort und stimulieren B-Zellen. Dartiber hinaus spie-
len einige T-Zellpopulationen eine wichtige Rolle in der angeborenen Immunitét.
Beide Lymphozytentypen verfligen tiber mannigfaltige spezifische Membranrezep-
toren, mit denen die Immunreaktion im Detail gesteuert werden kann, wobei jede

einzelne Zelle nur eine Antigenrezeptorsperzifitat aufweist.[91]

1.3.3 Die humorale Immunantwort durch B-Zellen und Antikorper
1.3.4 Antikorper

Antikorper, sogenannte Immunglobuline (Ig), représentieren den humoralen Arm
der adaptiven Immunantwort. Es handelt sich dabei um extrem variable Protei-
ne, die an dreidimensionale Strukturen (Epitope) freier Antigene binden kénnen.
Ein grofies Repertoire an unterschiedlichen B-Zellrezeptoren ist notig, um effektiv
die grofle Bandbreite an moglichen infektiosen Antigenen abwehren zu kénnen. B-
Zellrezeptoren dienen (1) der Signaltransduktion in die B-Zelle; (2) dem Transport
des Antigens in die B-Zelle; und (3) als freies Ig der Eliminierung extrazellularer
Antigene.[91]

Ig sind in einer flexiblen Y-Struktur aufgebaut und setzen sich aus jeweils zwei iden-
tischen leichten (L) und schweren (H) Polypeptid-Ketten zusammen. Jede Kette
besteht aus konstanten (C) und variablen (V) Doménen (s. Abb. 1.6). Der Ig-
Stamm (Fc-Fragment) besteht nur aus C-Doménen der H-Kette (Cp), die bei-
den Arme (Fab-Fragmente) aus C- und V-Doménen beider Ketten (Cy und Cy,
Vg und Vp). Die V-Doménen liegen endstdndig und bilden zwei identische varia-

ble Regionen. Sie bestehen je nach Ig aus unterschiedlich kombinierten Aminosau-
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ren und fungieren als Ig-Antigenbindungsstellen. Thre doppelte und flexibel gekop-
pelte Ausfithrung ermdéglicht zwischen verschiedenen Antigenen querzuvernetzen.

B-Zellen kénnen die finf Ig-Hauptklassen Immunglo-

bulin M (IgM), Imunglobulin D (IgD), Immunglobu- [N terminus

Variable
region

lin G (IgG), Immunglobulin A (IgA) und Immunglo-
bulin E (IgE) exprimieren, die teilweise noch in Un-
terklassen (IgG 1-4 und IgA 1-2) eingeteilt werden | disulfide

bonds

(s. Tab. 1.1). Ig-Klassen einer reifen B-Zelle un- C°:'e5;la:r:

terscheiden sich bei gleicher Spezifitdt nur in den —
erminus

antigen-binding
sites ' |

G

Cg-Doménen (u, 0, v, a, €). IgD entsteht bei nai-
ven B-Zellen durch einen Spleiflvorgang der IgM-
mRNA; [gG, IgA und IgE entstehen erst bei aktivier-
ten B-Zellen tiber eine DNA-Rekombination der Cp-

Gensequenzen. Die Ig-Klassen unterscheiden in ih-

Vu

hinge

disulfide
ren Fe-Fragmenten, die jeweils in hydrophober Form SSDilE Cu2
carbohydrate
membranstindig (mlg) oder in hydrophiler sezernier- i3

b

barer Form (Ig) exprimiert werden konnen. An Anti- ——-—-—"—>—q
gen gebunden dient das Fe-Fragment, je nach Klasse

) ) Abb. 1.6: Antikérperstruktur.
der Effektorfunktion des Ig, der (1) direkten Neu- . g 0o 0 riable Re-
tralisierung von Pathogenen oder ihren Produkten gion; b: Leichte und schwere
(z. B. Toxine); (2) Opsonisierung von Pathogenen Kettendomdnen. [91]
fir Phagozyten; (3) Stimulation von Leukozyten zur
Freisetzung von Mediatoren; (4) Komplementaktivierung; (5) Aktivierung von na-
tirlichen Killerzellen; und (5) Quervernetzung von Pathogenen. Ig kénnen durch

biochemische Methoden im Serum untersucht werden.[91]

1.3.5 B-Zellentwicklung und daraus hervorgehende B-Zellklassen
Entwicklung und Reifung naiver B-Zellen im Knochenmark

B-Zellen und ihre Subtypen konnen, wie auch andere korpereigene Zellen, durch
immunphanotypische Oberflichenmerkmale, sogenannte Cluster of Differentiation
(CD), differenziert werden. Je nach Entwicklungsschritt verdndern sich die Oberflé-
chenmerkmale der B-Zellen, sie werden im Folgenden jeweils zusatzlich aufgefiihrt.
B-Zellen entstehen und vollziehen ihren ersten Reifungsprozess im Knochenmark.
Unter Einfluss von Stromazellen entsteht auf ihrer Oberfliche ein initiales mem-
branstandiges Immunglobulin-Repertoire (mlg): (1) die V-Doménen beider Ketten
werden durch V(D)J-Gensegmente kodiert, die jeweils im Genom in vielen unter-

schiedlichen Kopien vorliegen. V(D)J-Segmente werden durch somatische Rekombi-
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Tabelle 1.1: Ig-Hauptklassen — Verteilung und Funktionen.[91]

Ig- Verteilung und Funktionen
Klasse

IgM 10 % der Serum-Ig; niedrigaffin — Kompensation durch Bildung grofler
Pentamere, daher Vorkommen insbesondere im Blut; erstes mlg — do-
miniert Frithstadium der Infektion.

IgD Nur in geringen Mengen exprimiert; Funktion nicht vollstandig geklért.

IgG Hochste Konzentration aller Ig im Serum; hochaffines Monomer; Ig mit
der hochsten Halbwertszeit; als einziges Ig plazentagingig; ausgepragte
Neutralisierung, Opsonisierung, Komplement- und NK-Aktivierung; do-
miniert Spatstadium der Infektion.

IgA Hoéchste Konzentration aller Ig in Sekreten und (Driisen-)Epithelien; Mo-
nomer im Blut, Dimer in Sekreten; ausgepragte Neutralisierung; domi-
niert Spatstadium der Infektion.

IgE Geringe Serumkonzentration; Vorkommen v. a. in mikrovaskularisierten
Geweben in Epithelndhe; bindet iiber Quervernetzung multivalente Ags;
aktiviert Mastzellen; spezialisiert auf Parasitenabwehr.

nation (Gen-Rearrangement) zufillig zu einem V-Exon kombiniert (Kombinations-
diversitdt I); (2) Bei der Verbindung der Gensegmente werden einzelne Nukleotide
addiert und bzw. oder substrahiert (Junktionsdiversitit); (3) Die so entstehenden
V- und Vg-Ketten werden nach dem Zufallsprinzip miteinander kombiniert (Kom-
binationsdiversitat II). Durch diese Mechanismen konnen unreife naive B-Zellen
(CD197CD20"IgM™) mit bis zu 10! unterschiedlichen mIg-Spezifititen entstehen.
Unreife naive B-Zellen unterliegen einer negativen Selektion, das bedeutet bei inef-
fektiver Antigenbindung oder Bindung an korpereigene Molekiile werden die Zellen
ausgesondert. Funktionsfahige B-Zellen werden bis zu ihrem ersten Antigenkontakt
als naiv bezeichnet.

Transitorische naive B-Zellen (CD19TCD20"CD38 IgM/D™) diffundieren aus dem
Knochenmark iiber den ventsen Blutstrom in den Korper und zirkulieren kontinuier-
lich iber Blut und Lymphe. Sie ersetzen taglich 5-10 % des peripheren B-Zellpools
(sog. turn-over des mlg-Repertoires). Ein Teil migriert kompetitiv in sekundére
lymphatische Organe. Frei zirkulierende naive B-Zellen ohne Antigenkontakt sind
relativ kurzlebig. 50 % dieser Zellen sterben alle drei Tage, das entspricht 1-2 %
des gesamten peripheren B-Zellpools.[91] Naive B-Zellen kénnen in der Peripherie
nur durch tonische mlg-Stimulation und Stimulation durch den B-cell activating

factor-Rezeptor langer tberleben.[114]
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B-Zellaktivierung und -differenzierung in den sekundaren lymphatischen

Organen

Antigen diffundiert frei iiber die Lymphe oder APC in die sekundéren lymphatischen
Organe.[12] Naive B-Zellen werden in den sekundéren lymphatischen Organen durch
antigenspezifischen Kontakt aktiviert und zur klonalen Expansion angeregt, auch ein
extra-lymphatischer Antigenkontakt ist moglich.

Ein Teil der antigenaktivierten B-Zellen differenziert auflerhalb der Lymphfollikel
nach klonaler Expansion in der Frithphase der Infektion zu Ig-sezernierenden Plas-
mazellen. Diese sogenannten extrafollikularen Plasmazellen und ihre Ig sind auf-
grund der schnellen Differenzierung rasch verfiigbar, jedoch in der Regel niedri-
gaffin, kurzlebig und meist zwei Wochen nach Infektion histologisch nicht mehr
nachweisbar.[114, 196]

Der Grofiteil der antigenaktivierten B-Zellen wandert jedoch in den Lymphfolli-
kel, wo sie mit follikuldren dendritische Zellen und kognaten T rp-Zellen sogenann-
ten Keimzentren (germinal center) bilden. Keimzentren sind spezialisierte lymphoi-
de Strukturen, die 4-5 Tage nach Infektionsbeginn entstehen. Im Keimzentrum
durchlaufen B-Zellen einen komplexen durch kognate T pp-Zellen regulierten Zy-
klus. Dabei werden (1) antigenspezifische B-Zellen aktiviert und stimuliert klo-
nal zu expandieren und einen Sekundérfollikel zu bilden; (2) es findet eine mlg-
Diversifizierung statt (s. u.) aus der hochaffine mlg hervorgehen; und (6) autore-
aktive mlg werden ausgesondert und hochaffine mlg positiv selektiert. Die mlg-
Diversifizierung erfolgt in folgenden Etappen: (1) somatische Hypermutationen der
V-Exons fithren zu subtilen Verdnderungen in den mlg mit erhohter Antigenaffini-
tat oder teilweise abweichender Spezifitat von der Mutterzelle (Affinitatsreifung);
(2) ein Ig-Klassenwechsel von IgM zu anderen Ig-Klassen anderer Funktion erfolgt
unter Zytokineinfluss.[91, 114]

Die Differenzierung von B-Zellen in Keimzentrum-Reaktionen ist grundlegend fiir

die Entstehung eines suffizienten serologischen Memorys (s. 1.3.6).[91]

1.3.6 Entwicklung des serologischen Memorys

Das immunologische Memory ist fiir die einer Krankheitsepisode bzw. einer Impfung
folgenden lang anhaltenden (semi-)protektiven Immunitét verantwortlich. Seine Bio-
logie ist bis heute nicht im Detail verstanden.[114] Das B-Zell-Memory setzt sich aus
dem Keimzentrum hervorgehenden, langlebigen und hochaffinen Ig-sezernierenden

Plasmazellen und Memory-B-Zellen zusammen.[114, 182]
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Memory-Plasmazellkompartment

Ausgesprochen hochaffine B-Zellen, die relativ schnell aus der Keimzentrumsreaktio-
nen hervorgehen (post-GC), differenzieren préaferenziell in das Memory-Plasmazell-
kompartment. Sie verlassen das Keimzentrum und reifen in parakortikalen lympha-
tischen Arealen. Von dort migrieren post-GC-Plasmazellen in Uberlebensnischen
des Knochenmark zuriick. Stromazellen und CD93 scheinen ihr langes Uberleben
zu begiinstigen. Sie exprimieren weiterhin mlg und MCH-Molekiile und kénnen so-
mit mit Tppy-Zellen interagieren, um die Ig-Produktion zu regulieren. Post-GC-
Plasmazellen sezernieren aus dem Knochenmark kontinuierlich Ig in das periphere
Blut, lange tiber den Zeitpunkt der Antigen-Clearance hinaus. So produzieren sie
ein Minimallevel an zirkulierenden Ig, die Reinfektionen schon in der Frithphase ab-
wehren konnen.[114, 182] Plasmazellen, die nicht migrieren und in den sekundéren

lymphatischen Organen verbleiben, sind entsprechend kurzlebig.[91]

Memory-B-Zellen und ihre Subtypen

Memory-B-Zellen (MBC) sind fiir die zweite Phase der immunologischen Reaktion
einer Reinfektion mit einem bereits bekannten Antigen verantwortlich. Sie sind lang-
lebige, groBe, meist CD27TCD86™" B-Zellen mit einer niedrigen Teilungsfrequenz. Sie
exprimieren klassenspezifische (IgD™) und meist affinitatsgereifte mlg. Es gibt ver-
schiedene Subtypen von post-GC-Memory-B-Zellen (MBC).

CD80~™ MBC entstehen scheinbar frith auflerhalb des Keimzentrums. Thre Funk-
tion ist noch weitgehend ungeklirt. CD80T MBC sind meist IgG™, seltener IgA™ in
Sekreten, oder IgM™. Es sind zwei CD27~ Subtypen bekannt (IgG™ oder IgA™).

Sogenannte atypische MBC sind CD27~ und werden durch die Expression des in-
hibitorischen Fe Receptor-Like Protein (FcRL)-4 charakterisiert und wurden erstma-
lig in Tonsillen gesunder Individuen detektiert.[54, 55] Spater wurde ihr Vorkommen
in Mucosa Associated Lymphoid Tissue (MALT) und mesenterialen Lymphknoten
bestétigt.[182] In einer in vitro Studie tiber die Rolle atypischer MBC in chronischen
HIV-Infektionen zeigten sie Zeichen funktioneller Ermiidung und Hyperreagibilitét,
woraus man folgerte, dass ihre Funktion gestort ist und sie ein disfunktionales MBC-
Kompartment darstellen.[118] Vor Studienbeginn war ungeklért, ob atypische MBC

bei Pf-Infektionen Ig ins Blut sezernieren.

Post-GC-CD27 IgM* MBC gehen wahrscheinlich aus verzogerten Keimzentrums-

reaktionen hervor. Studien haben gezeigt, dass einige Antigene persistierende Keim-
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zentrumsreaktionen auslosen, aus denen weit iiber die Aktivierungsphase hinaus (bis
zu 1,5 Jahre) kontinuierlich neue IgM* MBC hervorgehen. post-GC-CD27TIgM ™
MBC scheinen schon bei sehr niedrigen Antigendosierungen mit fehlender Aktivie-
rung der angeborenen Immunantwort oder auch bei fehlenden zirkulierenden Ig zu

reagieren und eine sekundéare Keimzentrumsreaktion zu triggern.

Demgegeniiber stehen post-GC-IgG™ oder -IgA*™ MBC, den sogenannten klassi-
sche MBC. Sie konnen bei Reinfektion direkt ohne sekundére Keimzentrumsre-
aktion zu Plasmazellen differenzieren und schnell groie Mengen an IgG bzw. IgA

sezernieren.[18, 114]

Memory-B-Zelliiberleben

MBC unterscheiden sich von naiven B-Zellen in ihrer Langlebigkeit und beschleu-
nigten Reaktionsfahigkeit. Der Hohepunkt der B-Zellaktivitéit ist typischerweise vier
Wochen nach initialer Antigenexposition erreicht. AnschlieBend nimmt die MBC-
Frequenz ab, bis es sich auf ein Minimallevel einpendelt, das zum Teil iiber 50 Jahre
tiberdauern kann.[182] MBC bendétigen keine kontinuierliche Exposition mit ihrem
spezifischen Antigen, um zu iiberleben.[110] Thr langes Uberleben wird wahrschein-
lich intrinsisch durch eine Hochregulierung anti-apoptotischer Schliisselgene (Bcl-2,
A1, Mcl-1) in Uberlebensnischen der Milz und des Knochenmarks und eine reduzier-
te Expression negativer Regulatorgene des Zellzyklus und weniger durch die erh6h-
te Expression pro-proliferativer Gene getriggert. Des weiteren scheinen extrinsische
Faktoren beteiligt zu sein.[182]

Memory-B-Zellreaktivierung

MBC konnen bei niedrigen Antigenkonzentrationen, die noch keine messbare ange-
borene Immunantwort auslosen wiirden, hochsensitiv reaktiviert werden. Ein Kon-
takt der MBC mit spezifischem Antigen fiihrt zur klonalen Expansion und schnellen
Differenzierung in hochaffine Plasmazellen. Man geht von unterschiedlichen Fakto-
ren aus, die ihre schnelle Differenzierung auch bei niederschwelligen Reinfektionen
im Vergleich zu naiven B-Zellen begiinstigen: (1) Die Frequenz antigenspezifischer
MBC ist hoher, als die naiver B-Zellen; (2) MBC sind in Antigendrainagearealen
der sekundéren lymphatischen Organe (v. a. Milz) strategisch besser lokalisiert;
(3) sie besitzen affinere mlg, bilden schneller Immunkomplexe und stimulieren da-
durch frither kognate Trp-Zellen; (4) sie exprimieren zusatzliche kostimulierende
Molekiile (z. B. CD80 und CD86) fiir die Stimulation von T-Zellen bzw. reagieren

sensitiver auf deren Zytokine (v. a. IL-21); (5) sie konnen Tpp-Zellen quantitativ
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mehr Antigen présentieren; (6) MBC besitzen nach einem Ig-Klassenwechsel (IgG™
und IgA™) verinderte biochemische Eigenschaften mit verstirkten, linger andau-
ernden intrazelluldren mlg-Signalkaskaden, die die Ig-Produktion bis zu 100-fach
erhohen.[114, 182]

Man geht davon aus, dass IgG™'- und IgAT-MBC bei Reaktivierung vornehmlich di-
rekt zu Plasmazellen differenzieren und IgM™-MBC eher sekundire Keimzentrums-
reaktionen initiieren. Es ist fraglich, ob letztere dabei eine weitere mlg-Rediversifi-
zierung durchlaufen und Klone mit noch affineren mlg hervorbringen, was fiir die

Entwicklung verbesserter Impfschemata interessant wére.[114, 182]

1.4 Natirliche Immunantwort des Menschen auf Plasmodium

falciparum

1.4.1 Epidemiologie der natiirlich erworbenen Pf-lmmunitat
Natiirliche Entwicklung einer Pf-Immunitat

Die menschliche Immunantwort auf eine Pf-Infektion ist ein hochkomplexes Zusam-
menspiel aus angeborener und adaptiver Immuantwort, das bis heute nur unvoll-
standig aufgeklart ist.[97, 171] Eine natiirlich erworbene Pf-Immunitét ist in der
Regel nicht-steril und wird daher als Semi-Immunitdt oder auch klinische Immu-
nitdt bezeichnet. Sie schiitzt vor hoher Parasitamie (94 %) sowie vor Morbiditét
und Mortalitdt (anndhernd 100 %).[48] Sie entwickelt sich langsam, ist relativ ef-
fektiv und nimmt ohne kontinuierliche Antigenexposition schnell ab, bleibt dabei
allerdings meist tiber dem Ausgangsniveau; ein Indiz dafiir, dass eine kontinuierlich
Antigenexposition nicht nur fir die Generierung, sondern auch fiir die Persistenz
eines immunologischen Memorys notwendig sein kann.[20, 97]

In Endemiegebieten kann die Bevolkerung eine klinische Pf-Immunitat gegen un-
terschiedliche Pf-Varianten generieren.[51] Schon 1949 fand man heraus, dass sich
eine protektive, den klinischen Auspridgungsgrad kontrollierende Immunitit gegen
Blutstadien einer Pf-Infektion iiber Jahre entwickelt und wiederholter Reinfektio-
nen bedarf.[67]

Es existieren zwei grundlegende Hypothesen zur verzogerten Entwicklung einer kli-
nischen Immunitét: (1) In holoendemischen Gebieten entsteht ein heterogenes Vari-
anten-spezifisches immunologischen Memory extrinsisch getriggert durch kumulative
sukzessive Malariainfektionen mit verschiedenen Pf-Varianten iiber die Zeit (10-15
Jahre mit ca. funf Infektionen jéhrlich); (2) eine natiirlich erworbene Pf-Immunitét

wird durch intrinsische Faktoren bedingt. So zeigte eine Studie mit erwachsenen
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Transmigranten in Papua (West-Neuguinea), dass bei starker Exposition schon nach
ein bis zwei Infektionen eine wahrscheinlich variantentibergreifende Semi-Immunitéat
erlangt werden konnte.[74] Auch andere Studien beobachteten, dass Erwachsene,
wenn sie abrupt einer hohen Transmissionsintensitit ausgesetzt sind, innerhalb von
zwolf bis 24 Monaten mit insgesamt nur drei bis vier Infektionen eine natiirlich er-
worbene Semi-Immunitit entwickeln konnten.[48]

Eine natiirlich erworbene Pf-Immunitat kann sich dariiber hinaus auch in Gebieten
saisonaler oder niedriger Transmissionsraten entwickeln. Wahrscheinlich wirken sich
dort die Abwesenheit sich iiberlappender Pf-Infektionen und eine niedrige Antigen-
diversitét positiv auf deren Entstehung aus.[96] Eine immunologische Vulnerabilitét
bzw. Resistenz gegen P. falciparum wird folglich wahrscheinlich von extrinsischen
Faktoren (Antigendiversitat) und intrinsischen Faktoren (Ausreifung des Immun-
systems mit dem Alter oder Schwichung des Immunsystems durch Schwangerschaft
bzw. Koinfektionen) beeinflusst.[48, 97]

Extrinsische (expositionsbedingte) Pf-Immunitit

Die Pf-Morbiditat und -Mortalitdt innerhalb einer Bevilkerungsgruppe steht in di-
rektem Zusammenhang mit der Transmissionsintensitat. Letztere kann durch die En-
tomologische Inokulationsrate (EIR) quantifiziert werden und beschreibt die Anzahl
an infektiosen Miickenstichen pro Person wéihrend eines bestimmten Zeitintervalls.
Eine EIR unter 10 spricht fiir eine niedrige bis mittlere Intensitét, iiber 10 fiir eine ho-
he Intensitét, jeweils bei stabiler Transmission.[48] Die EIR korreliert signifikant mit
der Pf-Inzidenz und -Dichte, nicht aber mit deren Prévalenz, in Kindern zwischen
einem halben und sechs Jahren. Wird eine untere Transmissionsintensitatsschwelle
unterschritten, kann dies zu einem Verlust der natiirlich erworbene Pf-Immunitét
und einem konsekutiv erhohten Morbiditétsrisiko fithren. Eine Uberschreitung einer
obere Transmissionsintensitatsschwelle kann durch erhohte Infektionsfrequenz eben-
falls zu einem erhohten Morbiditétsrisiko fithren (s. 1.7).[48]

Eine klinische Immunitét scheint mit angegebenen Halbwertszeiten von ca. fiinf Jah-
ren relativ kurzlebig zu sein. Eine antiparasitare Immunitét ist hingegen langlebiger
mit einer Halbwertszeit von tiber 20 Jahren.[48] Wie bereits beschrieben, geht eine
natiirlich erworbene Pf-Immunitat mit verlassen des Endemiegebietes binnen weni-
ger Jahre stark zurtick.[97] Eine prospektive Studie zeigte, dass erwachsene Afrikaner
aus Endemiegebieten, die seit langer Zeit in Europa leben, nicht weniger anféllig fiir
schwere Morbiditat sind, als zuvor malaria-naive Patienten.[87] Diese Ergebnisse
sind jedoch mit Vorsicht zu interpretieren, da in anderen Studien nachgewiesen wer-

den konnte, dass ehemals semi-immune Immigranten aus hochendemischen Gebieten

21



schwere Malaria
a0 milde Malaria

asymptomatizsche Malaria

Morbiditatsrisiko
Maximum (in Prozent)

"o : 10 : 2 ; 30 - 40 ; 50

Inzidenzdichte Alter (in Jahren)
Doolan et al. 2009, Fig. 1 Langhorne &t al. 2008

Abb. 1.7: a) Hypothetische Immunitdts- Expositionskurve — Segment A = er-
hohtes Mortalitdtsrisiko, Segment B = Senkung des Mortalitdtsrisiko durch suffiziente
Pf-Ezxposition und Entwicklung einer natirlich erworbenen Pf-Immunitdt, Segment C' =
Natiirlich erworbene Pf-Immunitit-erhaltende Pf-Infektionsschwelle, Segment D = veran-
schaulicht eine Expositionsintensitit, die die natirlich erworbene Pf-Immunitdt tberfor-
dert und z. B. zu schweren Andmien fiihrt.[48] b) Pf-Immunitdt nach Populationsal-
ter in endemischen Gebieten — rosa = asymptomatische Malaria, blau = unkompli-
zierte (milde) Malaria, grin = komplizierte (schwere) Malaria.[97]

auch nach einer Aufenthaltsdauer von iiber vier Jahren in Europa iiber eine hohere
klinische Pf-Immunitit verfiigten, als malaria-naive Patienten.[20] Als in einem frii-
her hyperendemischen Gebiet in Madagaskar nach iiber 20jéhriger Malariafreiheit
eine neue Malariaepidemie aufkam, waren iiber 40 Jahre alte Erwachsene resistenter
gegen klinische Symptome, als jiingere, nicht-immune Individuen. Daraus kénnte
man schlieflen, dass Teilfaktoren der natiirlich erworbenen Pf-Immunitdt ohne An-

tigenexposition dennoch langlebig sein kénnen.[41, 97]

Intrinsische (altersbedingte) Pf-lmmunitat

In naiven Individuen aller Altersstufen fithrt eine erstmalige Infektion mit P. falci-
parum auch bei niedrigen Parasitamien so gut wie immer zu Malariasymptomen.
In Gebieten hoher Transmissionsraten werden Sauglinge (0-6 Monate) wahrschein-
lich durch maternales Ig (plazentéres IgG des dritten Trimenons), Himoglobin F und
ihren Metabolismus geschiitzt. Kleinkinder (0,5-5 Jahre) mit naivem Immunsystem
erkranken hingegen haufig schwer. Wenige Malariaepisoden kénnen ausreichen, um
eine Pf-variantentibergreifende klinische Teilimmunitét zu entwickeln, die vor schwe-
rer Morbiditat und Mortalitat schiitzt.

Bei alteren Kindern (5-10 Jahre) sinkt die Morbiditatsfrequenz und -auspréagung. Es
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pradominieren akute milde und chronische Verlaufe. Es entwickelt sich sehr langsam
iiber Jahre eine heterogene klinische Immunitéat gegen P. falciparum. Bei Einritt in
die Pubertéat besteht meist eine hocheffektive, natiirlich erworbene Semi-Immunitét,
was eventuell ebenfalls auf eine Ausreifung des Immunsystems zuriickgefithrt wer-
den kann. Im Erwachsenenalter ist schliellich ein asymptomatischer Tragerstatus
typisch.[48, 71, 74, 97, 109]

Es wird spekuliert, dass intrinsische altersbedingte Faktoren dabei nicht allein fiir
die Entstehung der natiirlich erworbenen Semi-Immunitat, sondern vielmehr fiir de-
ren Persistenz entscheidend zu sein scheinen. Die Immunitat von Kleinkindern ist
oft extrem kurzlebig und kann héufig auch bei initial guter Immunantwort nicht “ge-
boostet” werden. Auch stellt sich die Frage, warum semi-immune Erwachsene ihre
natiirlich erworbene Pf-Immunitdt zumindest temporar so schnell verlieren, obwohl
sie wahrscheinlich eine protektive Immunitét gegen Pf-Varianten, denen sie Jahre

zuvor in ihrer frithen Kindheit ausgesetzt waren, lange aufrecht erhalten konnen.[48]

1.4.2 Mechanismen der adaptiven Immunantwort gegen pra-erythrozytare

Infektionsstadien

Bei akkumulierter Pf-Exposition kann sich unter natiirlichen Bedingungen mit stei-
gendem Alter eine humorale Immunantwort gegen Sporozoiten (v. a. [gG) ausbilden.
[52, 116, 126] Es ist nicht geklart, welche Rolle T-Zellen dabei spielen. Es lag lange
keine Evidenz fiir eine natiirliche pra-erythrozytiare Immunantwort vor, die fiir sich

genommen effektiv vor Reinfektion schiitzen kann.[135]

1.4.3 Mechanismen der zellularen Immunantwort gegen pra-erythrozytare
Infektionsstadien

T-Zellen, Makrophagen und weitere Zellen scheinen tiber parasitozide Stoffe (INF-v,
IL-12, endogenes Stickstoffmonoxid) direkt intrazelluldre Plasmodien eliminieren zu
kénnen.[49, 97] In HIV-positiven Patienten, die mit Malaria infiziert waren, konnte
eine Beziehung zwischen CD4"-T-Zellverlust und einer Erniedrigung von Malaria-
spezifischen Ig nachgewiesen werden. Dies ldsst vermuten, dass T-Helferzellen notig
sind, um protektive Ig zu erhalten, wobei dieser Effekt meist nicht messbar ist.[97]
Leukozyten produzieren zur Regulation tiberschieSender Entziindungsreaktionen auf
eine Pf-Infektion anti-inflammatorische Zytokine (IL-10, TGF-/5).[49, 162, 171] Die
fir die Arbeit zentralen Mechanismen der humoralen Immunabwehr erythrozytérer

Pf-Stadien werden im néchsten Abschnitt erlautert.
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1.4.4 Mechanismen der humoralen Immunantwort gegen erythrozytare
Infektionsstadien

Passive Transferexperimente der 1960er Jahre zeigten mit hoher Evidenz, dass huma-
ne Serum-IgG-Antikorper effektiv vor Blutstadienparasitdmie und Malariasympto-
men schiitzen.[32, 97] Parasitamie und klinische Symptome von Pf-Malariapatienten
in Ostafrika bzw. Thailand konnten auch in anderen Studien durch Transfer hype-
rimmuner Seren mit gereinigtem IgG z. B. semi-immuner erwachsener Westafrikaner
beseitigt werden.[53, 113, 160] Dies legt, neben der in endemischen Regionen verbrei-
teten niederschwelligen Pf-Persistenz in asymptomatischen Individuen, nahe, dass
eine natiirlich erworbene Pf-Immunitit vor allem gegen Pf-Parasiten der erythro-

zytaren Phase gerichtet ist.

Die Rolle von Antikorpern in der Blutstadienimmunitat

Antikorper, insbesondere IgG, sind funktioneller Hauptbestandteil der Blutstadie-
nimmunitit. Bis heute ist nicht endgtltig geklart, welche Spezifitat (gegen > 5.000
mogliche Pf-Antigene), Affinitat und Effektorfunktion protektive Ig besitzen.[97]
Zur effektiven bzw. effizienten Abwehr einer Pf-Infektion sind hohe Titer aktiver Ig
wahrend einer Infektion nétig.[51, 63] (1) Neutralisierende Ig blockieren die Invasion
von Erythrozyten durch Merozoiten; (2) zytophile Ig fordern die direkte Ig-abhéngige
Parasiteneliminierung; und (3) opsonisierende Ig gegen Pf-infizierte Erythrozyten
fordern deren Beseitigung in den sekundéren lymphatischen Organen.[51, 97, 109]
Verschiedene IgG-Unterklassen korrelieren jeweils positiv mit einer Immunitat gegen
erythrozytére Pf-Stadien und iiben je nach Antigen verschiedene Effektorfunktio-
nen aus.[169] Die effektivste Funktionen besitzen IgG, die gegen Oberflachenantigene
auf Merozoiten oder auf Pf-infizierte Erythrozyten oder gegen apikale Organellen
wahrend der Erythrozyteninvasion gerichtet sind.[48, 97] Viele Studien konnten die
Hypothese stiitzen, dass [gG gegen variante Oberflaichenantgene eine variantenspe-
zifische protektive antiparasitdre Immunitiat und eine varianteniibergreifende Immu-
nitat gegen schwere Krankheit bieten.[22] Anti-Oberflichenantigen-IgG korrelierten
insbesondere in Studien in Ghana, Kenia, Gabun und Tansania positiv mit pro-
tektiver klinischer Immunitét.[43, 93, 220, 106] Eine weitere Studie wies nach, dass
Pf-naive Individuen nach Pf-Infektion IgG produzierten, die mit bis zu sechs Pf-
Linien unterschiedlicher PFEMP1-Varianten reagierten.[57]
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Die Rolle von Memory-B-Zellen in der Blutstadienimmunitat

Eine Reinfektion mit Pf-Antigenen fithrt zu einem Wiederanstieg, dem sogenann-
ten boosting, von antigenspezifischen IgG im Serum, weshalb man davon ausgeht,
dass der Kérper MBC auf eine Pf-Infektion generiert.[97] Serum-IgG Titer und eine
entsprechende klinische Pf-Immunitat nehmen allerdings, wie zuvor beschrieben, in
Abwesenheit konstanter Reinfektionen schnell ab. Man nimmt daher an, dass ein
protektives humorales Memory entweder nur ineffektiv gebildet wird oder eine funk-

tionale Beeintrachtigung aufweist.[50, 97, 176]

1.4.5 Impfstoffentwicklung

Aufgrund sich entwickelnder Resistenzen gegen Malariamedikamente, wére ein effek-
tiver Malariaimpfstoff gegen P. falciparum eine erstrebenswerte praventive Strategie,
um Malaria zu kontrollieren.[121] Potentielle Malariaimpfstoffe kénnen gegen para-
sitdre pra-erythrozytére oder erythrozytare Stadien gerichtet sein. In den letzten
Jahren wurden iiber 40 Impfstoffkandidaten zum Teil erfolgreich in préaklinischen
und Phase I- bis [I-Studien getestet. Blutstadienvakzine zeigten in grofleren klini-
schen Studien jedoch keine ausreichende Effektivitét.[181]

Der préa-erythrozytére Impfstoffkandidat RT'S,S/AS01 konnte hingegen in den ab-
schlieBenden Ergebnissen der Phase III-Studie einen moderaten Schutz gegen klini-
sche Malaria erreichen. RT'S,S/AS01 kombiniert das sogenannte Circumsporozoiten-
protein mit einem Hepatitis B-Protein und verhindert die Infektion von Hepatozyten
durch Sporozoiten. In der oben genannten Studie wurde eine Effektivitat von 36,3 %
(95 % CI 31,8-40,5 %) und ein signifikanter Schutz vor schwerer Malaria und Kran-
kenhauseinweisung nach vier Impfdosen innerhalb des Nachverfolgungszeitraums von
48 Monaten nachgewiesen.[189] Eine Studie verglich Malaria-Transmissionsmodelle
und ihre Pradiktoren, um die Kosteneffektivitiat und Auswirkung einer klinischen
Implementierung von RTS,S/AS01 zu berechnen. Sie zeigten positive Auswirkun-
gen und Kosteneffekitvitit bei der klinischen Anwendung in Regionen ab einer Pf-
Prévalenz von mindestens 5-10 %.[142] Das European Medicines Agency’s Committee
for Medicinal Products for Human Use haben kiirzlich eine positive wissenschaftliche
Stellungsnahme fiir den klinischen Einsatz des RT'S,S-Impfstoff Mosquirix aulerhalb

der Européischen Union herausgegeben.[60]
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1.4.6 Antigenspezifitat protektiver IgG und das Fusionsprotein GMZ2

In dieser Arbeit wurde der Malariaimpfstoffkandidaten GMZ2, ein rekombinantes
Fusionsprotein, als Pf-Antigen eingesetzt.

Nur wenige der iiber 5.000 verschiedenen Pf-Proteine konnten mit einer protektiven
humoralen Pf-Blutstadienimmunitét in Verbindung gesetzt werden, darunter die in
GMZ2 im Merozoitenstadium nachweisbaren fusionierten Proteine Glutamate-Rich
Protein (GLURP) (220 kDa) und das Merozoite Surface Protein 3 (MSP3) (48
kDa).[63, 66]

Der Malariaimpfstoftkandidat GMZ2 besteht aus konservierten Fragmenten beider
oben genannter Proteine und wird in Lactococcus latis exprimiert. Die N-terminale
Region des GLURP (GLURP27_500) ist dabei mit der C-terminalen Region des
MSP3 (MSP3212-350) fusioniert.[89] GLURP wird iiber alle Pf-Stadien im menschli-
chen Vektor exprimiert, auch bei kiirzlich freigesetzten Merozoiten nach der Schizon-
tenruptur.[19] MSP3 ist in Grofteilen hochpolymorph und wird auf der Merozoiteno-
berflache exprimiert.

Die beiden in GMZ2 fusionierten Subregionen GLURP27_500 und MSP3212_9g¢ sind
jeweils tiber verschiedene Pf-Linien aus unterschiedlichen Regionen hochgradig kon-
servierte und bedeutsame B-Zellepitope.[112, 133, 175, 80, 111]

Auch wenn eine direkte Antikorper-Reaktion gegen die Invasion von Erythrozy-
ten durch Merozoiten moglich ist, zeigt eine zellular gestiitzte Antikorperreakti-
on in endemischen Regionen in vivo die effizienteste Pf-Abwehr.[92] Dies konn-
te 1990 durch Bouharoun-Tayoun et al. tiber passive IgG-Transferexperimente in
Thailand dargestellt werden. Dabei wurden Pf-infizierte Individuen mit Serum-
IgG-Isolaten semi-immuner afrikanischer Erwachsener behandelt.[21] Die dabei ent-
deckte, das Parasitenwachstum hemmende Zusammenarbeit von Monozyten und
Parasiten-spezifischen zytophilen Antikérpern wird als Antibody-Dependent Cellu-
lar Inhibition (ADCI) bezeichnet. Sie kann in funktionellen in wvitro-Modellen ge-
testet und als Marker fiir natiirliche Antikorperreaktionen gegen Pf herangezogen
werden.[101]. In der Folge wurde mithilfe des ADCI-Mechanismus MSP3 als Haupt-
ziel der ADCI-abhéngigen Pf-Abwehr entdeckt.[133] Damit wurde MSP3, anders als
die meisten Malariaimpfstoftkandidaten, die meist in experimentellen Malariamo-
dellen identifiziert wurden, initial durch klinische Transferexperimente im Menschen
entdeckt.

GLURP und MSP3 sind zwei Pf-Antigene, die iiber den Mechanismus der ADCI sehr
wirksam durch die kérpereigene Immunabwehr bekampft werden kénnen.[133, 186]
Studien konnten wiederholt zeigen, dass spezifische IgG-Antikérper semi-immuner

afrikanischer Erwachsener gegen Epitope und Fragmente von GLURP und MSP3
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das Pf-Wachstum durch ADCI hemmen. Es konnte in verschiedenen Studien, un-
abhédngig von Region, Studiendiesign und statistischen Analysemethoden, gezeigt
werden, dass hohe Konzentrationen an zytophilen Antikérpern gegen GLURP und
MSP3 einen hohen préadiktiven Wert fiir einen natiirlich erworbenen Schutz gegen
klinische Malaria besitzen.[44, 134, 187, 11, 35]

Soe und Theisen et al. beobachteten 2004 einen synergistischen Effekt von GLURP
und MSP3 beim Schutz gegen klinische Malaria. Dabei liefl sich bei Individuen, die
nicht auf eines der beiden Antigene reagierten, eine starke Immunabwehr gegen das
jeweils andere Antigen darstellen, was jeweils mit klinischem Schutz assoziiert war.
Damit wurde der Grundstein gelegt, dass die kombinierte Induktion von Antikérpern
gegen GLURP und MSP3 einen moglichen Schutz vor Malaria und damit Grundlage
fir einen moglichen Impfstoffkandidaten darstellen konnte.[167].

GMZ2 zeigte in der Folge in Verbindung mit dem Adjuvanz Aluminiumhydroxid in
Deutschland und in Afrika in klinischen Phase I und II Impfstoffstudien eine ho-
he Sicherheit, Vertraglichkeit und Immunogenitat. Es konnte gezeigt werden, dass
die Hohe der durch GMZ2-Impfung erreichten IgG-Level unabhéngig von ethni-
scher Herkunft und zeitlicher Malariaexpositionsspanne waren und dass GMZ2 die
Bildung von hohen Konzentrationen funktionell aktiver IgG triggert. Malaria-naive
Erwachsene und Kleinkinder aus endemischen Regionen zeigten nach der Impfung
GMZ2-spezifische Antikorper mit einer breiten inhibitorischen Aktivitit gegen Pf-
Isolate aus verschiedenen geographischen Regionen. Folglich kann angenommen wer-
den, dass GMZ2 mit Aluminiumhydroxid die Bildung hoher Mengen an spezifischen
und funktionalen Antikorper hervorruft, die in der Lage sind, eine parasitiare Ex-
pansion zu kontrollieren.[59, 89, 122]

Auch in Gebieten mit niedrigen Inzidenzraten in Lateinamerika konnten, mithilfe
von GMZ2 als serologischem Marker, hochaffine Antikérper gegen P. falciparum er-
mittelt werden.[14]

Unabhéngig von dieser Arbeit war die Autorin wahrend ihres Aufenthaltes inten-
siv an der praktischen Durchfiihrung der GMZ2-Phase-II-Baseline und -Phase-IIb-

Studie in Lambaréné, Gabun, beteiligt.

1.5 Fragestellung

Die Vereinten Nationen haben in ihren Milleniumszielen das Ziel einer vollstandigen
Malariaeradikation formuliert. Ein wesentlicher Fokus liegt dabei, neben epidemio-
logischen Faktoren, auf der Entwicklung eines effektiven Malariaimpfstoffes.[212]

Dafiir ist ein weiterfithrendes, umfassendes Verstédndnis der natiirlich erworbenen
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adaptiven Immunantwort gegen P. falciparum auf individueller Ebene und unter
Beriicksichtigung epidemiologischer Einflussfaktoren notwendig.

In der Studie werden Antikorper und Memory-B-Zellen klinisch gesunder, lebens-
lang malariaexponierter Erwachsener gegen Blutstadien von Plasmodium falcipa-
rum untersucht, um einen Beitrag zum Verstandnis der natiirlich erworbenen Semi-
immunitat zu leisten. Als stellvertretendes Pf-Antigen wird der Malariaimpfstoff-
kandidat GMZ2 eingesetzt.[186, 89] Nattrlich gebildete Antikoérper auf die darin
fusionierten Proteine GLURP und MSP3 sind bedeutsame B-Zellepitope und mit
einem Schutz vor Malaria assoziiert (s. 1.4.6).[134, 187, 11, 35] Die Verwendung aus-
gewéhlter immunodominanter Pf-Antigene ist gegeniiber einer Verwendung vollstan-
diger Plasmodien von Vorteil, da nur mit klinischem Schutz assoziierte Antikérper
und B-Zellen erfasst werden. Die natiirlich erworbene Immunantwort ist allerdings
nicht allein auf diese beiden Proteine beschrinkt.

Die Untersuchung der 60 Probanden dient dariiber hinaus als Grundlage fir ei-

ne Folgestudie. Einige Probanden mit hohen Antikorperspiegeln und Memory-B-
Zellfrequenzen gegen GMZ2 werden aus diesem Studienkollektiv ausgewdhlt, um
die Bedeutung verschiedener B-Zellkompartimente fiir die Malariaimmunitét bei In-
dividuen in Endemiegebieten mithilfe einer single-cell reverse cloning strateqy zu
untersuchen und herauszufinden, inwiefern durch sie produzierte Antikorper Pf-
Oberflachenproteine erkennen und sie sich konsekutiv als immunologische Oberfla-
chenmarker fiir vor schwerer Malaria geschiitzte Individuen eignen.
Es wird erhofft, daraus neue Erkenntnisse iiber Antikorperspezifitaten und tiber rele-
vante immunologische Kompartimente semi-immuner Individuen zu gewinnen. Neue
Erkenntnisse konnten zu neuen Behandlungsmethoden und zur Entwicklung neuer
Malariaimpfstoffe mit erhohter Effektivitat fithren.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Es handelte sich um eine prospektive Querschnittsstudie mit experimentell-immuno-
logischem und epidemiologischem Design, die vom 19. Juli bis 12. September 2010
durchgefithrt wurde. Sie wurde in Kooperation mit der Medical Research Unit (Medi-
zinische Forschungseinrichtung) (MRU) am Albert-Schweitzer-Hospital Lambaréné,
Gabun, dem Institut fiir Tropenmedizin der Universitat Tiibingen und der Abtei-
lung fiir Molekulare Immunologie des Max-Planck Institut fiir Infektionsbiologie
Berlin (MPI) fiir Infektionsbiologie Berlin durchgefiihrt.

Die Studienhypothese war, dass GMZ2-spezifische IgG und IgM lebenslang malaria-
exponierter Erwachsener gegentiiber einer Pf-naiven Referenzprobe deutlich erhoht
sind. Zudem wurde angenommen, dass GMZ2-spezifische IgM niedrigere Reaktivi-
téten zeigen, als IgG. Es wurde dartiber hinaus angenommen, dass jeweils klassi-
sche und atypische Memory-B-Zellen (MemBC) gegen GMZ2 nachweisbar sind und
deutlich tiber den Frequenzen der Pf-naiven Referenzprobe liegen und klassische
MemBC-Zellen gegeniiber atypischen MemBC erhoht sind. Hinsichtlich des Verglei-
ches regionaler Subpopulationen wird die Hypothese aufgestellt, dass Probanden aus
landlichen Regionen eine hohere GMZ2-spezifische IgM- sowie [gG-Reaktivitat und
respektive hohere GMZ2-spezifische Memory-B-Zell-Frequenzen gegentiber Proban-
den aus urbanen Regionen aufweisen.

Um die Studienhypothese zu beantworten, wurden (1) typische und atypische Mem-
BC und zirkulierende Plasmablasten aus peripheren mononuklearen Blutzellen von
Individuen aus dem Studiengebiet gewonnen und auf ihre Reaktivitit und Spezifitat
gegen das Pf-Fusionsprotein GMZ2 untersucht; des weiteren wurden (2) IgG- und
IgM-Profile aus dem Serum derselben Individuen gegen GMZ2 untersucht, zusatzlich
wurden (3) hdmatologische und parasitologische und (4) GPS-Daten der Wohnorte
der Individuen ermittelt.

Die Studie wurde in Einklang mit der Good Clinical Practice und der Deklaration
von Helsinki durchgefiihrt. Sie wurde am 12. Juni 2010 vom unabhéngigen regiona-
len Ethikkomitee Lambarénés (CERIL) genehmigt.
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2.2 Studienort

Geographie und Epidemiologie

Die an Bodenschétzen reiche Republik Gabun liegt in dquatorialer Lage in Zentral-
afrika. Sie grenzt im Westen an den Golf von Guinea, im Norden an Aquatorial-
guinea und Kamerun und im Osten und Siiden an die Republik Kongo. Mit einer
Fliche von 267.667 km? (75 % des Bundesgebiets der Bundesrepublik Deutschland)
und 1.640.286 Einwohnern gehort Gabun zu den am diinnsten besiedelten Léndern
Afrikas.[28] Der wichtigste Fluss ist der 1.200 km lange Ougooué mit seinen zahlrei-
chen Nebenarmen. Ca. 82 % der Fléche sind von tropischem Regenwald bedeckt.[144]

Es herrscht ein ganzjéhrig dquatoriales hei-feuchtes

Regenwaldklima, mit einem Wechsel von jeweils zwei

Trockenperioden (Juni-September und Dezember-
Mérz) und Regenperioden (September-Dezember
und Mérz-Juni) im Jahresverlauf. Die Jahresmittel-
temperatur liegt bei 26,6 °C, die Gesamtregenmenge
bei ca. 2.570 mm mit einer relativen Luftfeuchtigkeit
im Jahresmittel von 83 %.[8]

Mit einem Bruttoinlandsprodukt von 10.787 Millio-

nen US-Dollar gehort es zu den reichsten Léndern

Zentralafrikas, doch zeigen soziale Indikatoren eine

ungleiche Verteilung der Reichtiimer des Landes. Die .
Abb. 2.1: Gabun - topographi-
Bevolkerung teilt sich in tiber 50 verschiedene ethni- ¢.1,. gurte. [64]
sche Gruppen auf, darunter 26 % Fang, 24 % Punu,
11 % Nyebi, 8 % Teke, 7 % Myene und 1 % Pygméen. Neben der Amtssprache
Franzosisch werden insbesondere diverse Bantusprachen gesprochen. 70 % der Ein-
wohner sind Christen, 20 % Anhénger von Naturreligionen und 8 % Muslime. 8]
Die durchschnittliche Lebenserwartung bei Geburt liegt bei 62 Jahren. 35 % der
Bevolkerung sind unter 15 Jahre alt, das Durchschnittsalter betragt 22 Jahre. Die
Mortalitdtsrate von Kindern unter fiinf Jahren betragt 66 auf 1.000 Lebendgebur-
ten, davon werden 15 % durch Malariainfektion verursacht (im Vergleich nur 8 %
durch Humanes Immunodefizienz-Virus (HIV)). Die Inzidenzrate von Malaria liegt

bei 23.150, ihre Pravalenz bei 3.005 auf jeweils 100.000 Einwohner.[210]

Medical Research Unit Lambaréné

Die Studie wurde am MRU des Albert-Schweitzer-Krankenhauses in der gabunischen

Provinzhauptstadt Lambaréné, Zentrum der Provinz Moyen-Ogooué, durchgefiihrt.
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Tabelle 2.1: Ein- und Ausschlusskriterien
Einschlusskriterien Ausschlusskriterien

Alter 18-60 Jahre Bekannte HIV-Infektion
Bekannte Hepatitis B- oder C-Infektion
Sichelzellandmie (HbSS oder HbSC)
Schwergradige Anamie (Hb < 9 g/dl)
Vorausgegangene Studienteilnahme

Die 26.257 Einwohner zdhlende Stadt und damit finftgrofite des Landes liegt im
Landesinneren wenige Kilometer siidlich des Aquators. Namensgebend fiir die Pro-
vinz ist der Fluss Ogowe, der sich in Lambaréné in zwei Flussarme aufspaltet und
die Stadt in eine Insel und zwei Flussseiten teilt.

Das MRU wurde 1981 als neue Einrichtung des Albert-Schweitzer-Krankenhauses
gegriindet. Unter der Leitung von Prof. Dr. Kremsner (Direktor des Tropeninstituts
der Universitdt Tubingen) hat es sich zu zu einem der fithrenden Forschungszen-
tren Afrikas entwickelt. Forschungsschwerpunkte des MRU sind die Pathophysiolo-
gie und Therapie der Malaria sowie weiterer hochpravalenter Infektionskrankheiten
des Subsahra-Afrikas.

In der Region um Lambaréné herrscht eine ganzjahrig hochendemische Pf-Transmis-
sion mit geringer Schwankungsbreite. Die Plasmodienindices wurden auf 64,9 % und
die durchschnittliche EIR auf ca. 50 infektiose Stiche pro Jahr ermittelt.[154, 214,
180] Es herrscht eine hohe Prévalenz semi-immuner asymptomatischer P. falcipa-
rum-Trager, Studien ergaben 7,2-12 % positive Tragern im dicken Tropfen und 52
% in der stevor PCR.[39, 131]

2.3 Studienpopulation

Screening

Es wurden 60 Individuen in die Studie eingeschlossen. Nach Analyse der peripheren
mononuklearen Blutzellen (PBMC) und Antikérper auf Parasitenlysate und rekom-
binante Antigene wurden fiinf gesunde Probanden aus dem Kollektiv fiir weitere
Folgestudien ausgewahlt. Die Ein- und Ausschlusskriterien sind in Tabelle 2.1 auf-

gefiihrt.
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Probengewinnung

Die Individuen wurden jeweils an ihrem Wohnort im Stadtgebiet Lambarénés und
Dorfern der Provinz Moyen-Ogooué bis Ndjolé (110 km von Lambaréné) und im
Nordwestens der Provinz Ngounié bis Fougamou (88 km von Lambaréné) rekrutiert
(s. Abb. 2.2). Am Folgetag der Rekrutierung wurden sie ein zweites
Mal aufgesucht, um ihnen die Ergebnisse der
diagnostischen Analysen und bei pathologischen
Befunden eine entsprechende pharmakologische
Therapie zukommen zu lassen. Der Einschluss
der Individuen in die Studie erfolgte nach miind-
licher Aufklarung und Einverstdndniserkldarung

durch Unterschrift im Sinne eines Informed Con-

sent. AnschlieBend wurden alle Studienteilneh-
mer eingehend anamnestisch und korperlich un-  gpp. 2.2: Gabun - Studiengebiet
tersucht. [64]

Fir jedes Individuum wurde ein Case Report

Form erhoben, beinhaltend:

Demographische Daten:

e Alter

Geschlecht

Geburtsort

Aktueller Wohnort mit GPS-Koordinaten

Epidemiologische Daten:

e Fieber in den letzten 48 Stunden

e Verwendung praventiver Mainahmen gegen Malaria (ITN, Insektizide, etc.)

Nach eingehender korperlicher Untersuchung wurde den Patienten an ihrem Wohn-
ort durch periphere Venenpunktion 2 x 9 ml Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)-
Blut (S-Monovette mit 1,6 mg EDTA /ml Blut) entnommen. Alle Proben wurden
mithilfe einer Screening-Nummer pseudonymisiert und umgehend in Kiihlboxen bei
ca. 4 °C mit einer Transportzeit von unter zwei Stunden in das Labor des MRU
transportiert und analysiert.

Fiinf Individuen wurden aus der Studienkohorte ausgewéhlt. Von diesen wurden
zu einem spéteren Zeitpunkt direkt am MRU weitere 100 ml venoses EDTA Voll-
blut entnommen, um es wie in Abschnitt 2.6 erldutert weiterzuverarbeiten und fir

weitere Studien an das MPI nach Berlin zu transportieren.|[124]
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Tabelle 2.2: Hardware und Software

Bezeichnung Hersteller
PC FACS Macintosh
FACS Calibur Software Cell Quest 3.3 BD

Excel 2010 Microsoft
R CRAN

Tabelle 2.3: Verbrauchsmaterial

Bezeichnung Hersteller

Eppendorf Safe-Lock Gefafle 1,5 ml Eppendorf, Deutschland

Falcon Rohrchen BD Biosciences, USA

Cryo Tubes 1 ml Thermo Scientific,USA

Pasteur-Pipette MPI, Deutschland

S-Monovette Sarstedt, Deutschland
2.4 Material

Die fiir die Versuchsreihen und Auswertung beziehungsweise Darstellung verwendete
Hardware und Software wird in Tabelle 2.2 dargestellt. Die fiir die Versuchsreihen
verwendeten Chemikalien, Losungen, Nahrmedien, Puffer und Reagenzien werden in
Tabelle 2.4; das verwendete Verbrauchsmaterial in Tabelle 2.3; und die verwendeten
Gerate in Tabelle 2.5 aufgefithrt. Material, das dort nicht beschrieben wird, wird

jeweils unter den entsprechenden Methoden aufgefiihrt.

2.5 Diagnostik

Hamatologische Diagnostik

Aus < 0,5 ml des gewonnen EDTA-Blutes wurde fiir jeden Probanden maschinell
ein kleines Blutbild und Differentialblutbild in einer einzigen Messung mit dem

vollautomatischen Hamatologie-Flowzytometriesystem Cell Dyn erstellt.

Parasitologische Diagnostik

Aus dem EDTA-Blut wurden je Individuum zwei Dicke Tropfen angefertigt — einer
diente der direkten Dignostik, der zweite als Backup zur Probensicherung. Es wurde
die "Lambaréné-Methode* nach Planche et al. 2001 et al. verwendet.[147] Bei die-
ser werden 10 ul Kapillar- oder EDTA-Blut mit einer Pipette rechteckig (1,8 x 1
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Tabelle 2.4: Chemikalien, Losungen, Nihrmedien, Puffer, Reagenzien

Bezeichnung Hersteller Spezifizierungen
Accustain GIEMSA Sigma, USA pH 6.9

Stain

Alexa Fluor 647 Life Technologies, USA

anti-APC-H7 BD Bioscience, USA

anti-CD19-PE-Cy7
anti-CD21-PE
anti-CD27-FITC
anti-CD38-PE
anti-CD138-PE
DMSO

FCS
Ficoll-Paque Plus

Glycerolyte 57 Solution

Paracheck Pf
PBS

RPMI-1640

Titrisol Triphosphatpuf-
fer

Strep-HRP 6 (Roche)
Tryptanblau

BD Bioscience, USA
eBioscience, USA
BD Bioscience, USA
eBioscience, USA
eBioscience, USA
Sigma, USA

Biochrom AG, DE
GE Healthcare, SWE

Fenwall Inc., USA

Orchid, Indien
BD Bioscience, USA

Sigma, USA
Merck, Deutschland

Sigma, USA
Sigma, USA

Dimethyl Sulphoxide Hybri-
Max

Fetales Kalberserum

Dichte 1.077 + 0,001 g/ml
(4 20 °C)

57 g Glycerin 1,6 g, 30
mg Kalium chlorid gepuf-
fert mit 51,7 mg einbasi-
gem Natriumphosphat und
124,2 mg zweibasigem Na-
triumphosphat, annahernd
pH 6.8 angepasst mit Natri-
umlaktat (je auf 100 ml)

Phosphat-gepufferte Salzlo-
sung (PBS)

pH 7,2
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Tabelle 2.5: Gerdte

Bezeichnung Hersteller

Cell Dyn Abbott, Deutschland

Zentrifuge EBA 12 Hettich, Deutschland
FACSCalibur BD Biosciences, USA

Lab Gard NU-425-600 Class II, Type Nuaire, USA

A2

Lauda 12 T Lauda, Deutschland

Mr. Frosty Freezing Container Thermo Scientific, USA
Multiskan Ex Thermo Electron Cooperation, USA
Neubauer-Zahlkammer Laboroptik, Deutschland

Nikon Eclipse E 200 Nikon Instruments Inc., USA
Pipetboy acu Integra Biosciences, Deutschland
Pipetten Labmate 120, L200, L1000 Abimed, Deutschland
Prazisionswaage Kern, Deutschland

Rotanta 460 R Hettich, Deutschland

Ultra Low Temperatur Freezer MDF - Sanyo, Electric Co., Japan
1156

cm) auf einen Objekttrager aufgetragen und bei 40 °C luftgetrocknet. Anschlieend
wird der Objekttrager mit 20 %iger Giemsa-Losung (20 ml Accustain GIEMSA Stain
pH 6,9 mit 80 ml Titrisol Triphosphatpuffer pH 7,2) 20 min eingefarbt, um dann
kurz in sauberem Wasser gewaschen und im Inkubator luftgetrocknet zu werden.
Die Praparate wurden lichtmikroskopisch in Olimmersion mit 100facher VergroBe-
rung untersucht. Es wurden jeweils mindestens 30 Gesichtsfelder, fiir eine negative
Bewertung mindestens 100 Gesichtsfelder, ausgezdhlt. Die Parasitamie wurde nach
folgender Formel quantitativ bestimmt: Parasitenanzahl / Anzahl der ausgezahlten
Gesichtsfelder x Mikroskopfaktor = Parasiten/ul.[94, 147]

Im Verlauf der Studie wurde zuséatzlich zum retrospektiv durch qualifiziertes La-
borpersonal ausgelesenen Dicken Tropfen ein Pf-RDT (paracheck Pf) mit jeweils
5 pl EDTA-Blut routineméfig durchgefithrt, um zeitgleich zur Zellanalyse in der
Durchflusszytometrie eine Aussage tiber eine mogliche Pf-Infektion zu erhalten und
Probanden bei positiven Testergebnissen schnellstmoglich eine adaquate Therapie

zukommen lassen zu konnen.
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Weiterfiihrende Diagnostik

Teilproben wurden nach Weitertransport an das MPI in Berlin auf HIV- und Hepa-
titis B- oder C-Infektionen und per Elektrophorese auf Sichelzellgene getestet.

2.6 Fraktionierung in mononukledre Zellen (PBMC), Plasma

und Erythrozyten

Das restliche auf 4 °C gekiihlte venése Vollblut (je 17,5 ml) wurde unter sterilen
Bedingungen unter einer Werkbank (Lab Gard NU-425-600 Class II, Type A2) wie

folgt weiter verarbeitet:

Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation

Das venose Vollblut wurde mittels Ficoll-Hypaque-Dichtegradientenzentrifugation
fraktioniert, um das Plasma und die Periphere mononukleare Blutzellen (PBMC)
zu gewinnen.[102] Dazu wurde es im Verhdltnis 1:1 mit dem im Wasserbad (Lauda
12 T) vorgewarmtem Zellkulturmedium RPMI-1640 verdinnt. Fur 18 ml Blutproben
wurde ein 50 ml BD Falcon Rohrchen mit 20 ml Ficoll-Paque Plus gefiillt und darauf
vorsichtig das Blut-Zellkulturmedium fiir Leukozyten (RPMI)-Gemisch geschichtet.
Das Rohrchen wurde anschlieend fiir 40 min bei 1410 U/min (= 400 x g) mit
niedrigster Anlaufzeit (Stufe 1) und ungebremsten Auslauf bei 21 °C zentrifugiert

(Rotanta 460 R).

PBMC-Isolierung

Nach Ficoll-Separation wurde der PBMC-Ring vorsichtig, ohne zytotoxische Ficoll-
Durchmischung, mithilfe einer Pasteur-Pipette abpipettiert und in ein 50 ml BD
Falcon-Rohrchen mit 20 ml RPMI gegeben. Um die PBMC herauszuwaschen, wur-
de das PBMC-RPMI-Gemisch anschlieBend fiir 10 min bei 1250 U/min (= 320 x
g) zentrifugiert (Rotanta 460 R). Das am Boden des Falcon-Roéhrchen entstandene
PBMC-Pellet wurde mit 1 ml unverdiinntem fetalem Kéalberserum (FCS) resuspen-
diert. Ab diesem Schritt wurden die Zellen durchgehend auf Eis gekiihlt. 10 pl der
Suspension wurden in 1:10 facher Verdinnung mit 10 ul Tryptanblau-Losung 0,4 %
gemischt und fiir drei Minuten inkubiert. Mithilfe der Neubauer-Zellkammer wur-
den die lebenden Zellen unter dem Mikroskop (Nikon Eclipse E 200) bei 100-facher
VergroBerung ausgezahlt (s. Bedienungsanleitung des Herstellers).

4 x 108 Zellen wurden zur direkten Analyse im BD FACSCalibur in ein 1,5 ml Eppen-
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Abb. 2.3: Ficoll-Hypaque-Dichtegradientenzentrifugation. Die unterschiedliche
Migration wéihrend der Zentrifugation bedingt eine Separierung der Blutzelltypen in ver-
schiedene Schichten (PBMC = peripheral blood mononuclear cells, RBC = red blood cells,
Gran. = granylocytes).[91]

dorf Safe-Lock Gefafl (Eppendorf-Réhrchen) separiert und auf Eis gelegt. Die restli-
che Zellsuspension wurden bis zu einer Konzentration von 5 x 10%/ml Zellen mit ei-
nem Gefriermedium, bestehend aus 10 % Dimethyl Sulphoxide Hybri-Max (DMSO)
90 % fetalem Kélberserum (FCS), aufgefiillt. Dabei wurde, zur Vermeidung von
Zellschéaden, schnell gearbeitet und nur sparsam pipettiert. Die Suspension wurde
auf mit den Probandennummern identifizierten 1 ml Cryo Tubes (jeweils 1 ml) auf-
geteilt und in einen Mr. Frosty Freezing Container iiberfiihrt, um anschliefend in
einer Tiefkihltruhe (Ultra Low Temperatur Freezer MDF -1156) linear (-1°C/min)
auf auf -150 °C herunter zu kiihlen. Die eingefrorenen Proben wurden spéater fiir

weitere Analysen in das MPI nach Berlin transportiert.

Plasma-Isolierung

Die Plasmaphase wurde, nach Isolierung der PBMC, vorsichtig in ein mit der Pro-
bandennummer beschriftetes 15 ml BD Falcon-Roéhrchen abpipettiert und in der
oben genannten Tiefkiihltruhe bei -150 °C gelagert.

Erythrozyten-Isolierung

Die Erythrozytenphase wurde vorsichtig in ein mit der Probandennummer beschrif-
tetes 15 ml BD Falcon-Roéhrchen abpipettiert und fiir 5 min bei 1250 U/min (=
320 x g) zentrifugiert. Der Plasma-Ficoll-Uberstand wurde verworfen und die ver-
bleibenden Erythrozyten im Verhéltnis 1:3 mit Glycerolyte 57 aufgefiillt. Nach drei
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Minuten Wartezeit bei Raumtemperatur wurden die Proben in der oben genannten
Tiefkiihltruhe bei -150 °C gelagert.

2.7 B-Zellanalyse mittels Durchflusszytometrie

Die verschiedenen lymphozytiaren Subpopulationen wurden mithilfe eines Durch-
flusszytometers (BD FACSCalibur) typisiert. Das Prinzip dieser Methode beruht
darauf, dass verschiedene Zellen oder antikorpergekoppelte Mikropartikel (beads)
anhand ihrer Grofle, Struktur und Fluoreszenzeigenschaften unterschieden werden
konnen. Dabei konnen insbesondere die absolute Zellzahl bestimmt und Lympho-
zyten typisiert werden. Letzteres setzt eine Markierung der Zellen mit Antikérpern
voraus, die an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sind (direkte Markierung), oder
von einem fluoreszenzgekoppelten Sekundéarantikorper nachgewiesen werden kénnen

(indirekte Markierung).

Abb. 2.4: Optisches

System des BD

FACSCalibur.[15]
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Die Messung beruht darauf, dass innerhalb kiirzester Zeit tausende derart mar-

kierter Zellen in einem laminaren Probenstrom einzeln an einem Laser vorbei ge-

leitet werden. Dabei kommt es zur Lichtstreuung und Anregung der gekoppelten

38



Fluoreszenzfarbstoffe, die daraufthin Licht einer bestimmten Wellenlange emittieren.
Dieses Licht kann durch ein System aus Spiegeln und Filtern im Durchflusszytome-
ter (FACS) gebiindelt und zerlegt werden. Fiir jeden unterschiedlichen Fluoreszenz-
farbstoff erhalt man entsprechend ein spezifisches Signal. Die nach vorne abgelenkten
Strahlen des Lasers sind ein Maf fiir die relative Grofle der gemessenen Zellen und
Partikel, sie werden als Vorwartsstreulicht (Forwardscatter (FSC)) bezeichnet. Das
in einem 90°-Winkel abgestrahlte Licht, das sogenannte Seitwértsstreulicht (Sides-
catter (SSC)), stellt ein indirektes Maf fiir die Zellgranularitat dar. Optische Filter,
die zur spezifischen Detektion der einzelnen Fluoreszenzen dienen, reduzieren die
notwendige Kompensation bei der Messung einzelner Signale. Bandpassfilter lassen
nur Wellenléngen eines bestimmten Wellenlangenbereichs durch. Ein Bandpassfilter
von 530/30 lasst beispielsweise nur Licht der Wellenldnge 515-545 nm passieren, ein
Longpassfilter nur Licht oberhalb einer bestimmten Wellenldnge.[102] Die Methode
wird ausfiihrlich von Shapiro et al. 2003 beschrieben.[163]

Es wurde das Modell BD FACSCalibur mit einem Argonionenlaser der Wellenléngen
488 nm und 635 nm eingesetzt, mit dem bis zu vier verschiedene Fluoreszenzarbstoffe
bestimmt werden konnen (s. Abb. 2.4).[91]

Probenvorbereitung

Zur Darstellung der verschiedenen B-Zellsubpopulationen wurden Oberflaichenanti-
gene verschiedener Reifestadien der B-Zellentwicklung markiert (s. Tab. 2.6). GMZ2
wurde von M. Theisen zur Verfiigung gestellt.[185] GMZ2 wurde basierend auf den
Angaben des Herstellers (Life Technologies) an Alexa fluoreszenzgekoppelte Mau-
santikorper gekoppelt: anti-humanes CD19-PE-Cy7, anti-APC-H7, anti-humanes
CD27-FITC (alle von BD), anti-humanes CD21-PE, anti-humanes CD138-PE und
anti-humanes CD38-PE (alle von eBioscience)(s. Abb. 2.5). Die verwendeten fluo-
reszenzgekoppelten Antigen- und Antikérpermischungen (s. Tab. 2.7) wurden im
Vorfeld der Studie am MPI in Berlin hergestellt.

Zur Zellmarkierung wurden jeweils ca. 1,3 x 105 Zellen der in 2.6 zur direkten FACS-
Analyse separierten PBMC (4 x 10% Zellen) auf drei 2 ml Eppendorf-Réhrchen ali-
quotiert. Die im Folgenden aufgefithrten Farbeschritte waren, mit Ausnahme der
jeweilig unterschiedlichen Antikérpermischungen A-C (s. Tab. 2.7), fir alle drei
Rohrchen identisch. Wahrend des gesamten Farbeprozesses wurden die Zellen durch-
gehend auf Eis gelagert.

(1) Zunachst wurden die Zellen mit 2 ml auf 4 °C gekiihlter Phosphat-gepufferter
Salzlésung (PBS) mit 2 % FCS (500 ml PBS mit 10 ml FCS = PBS-F) gewaschen
und fiir 4 min bei 4.300 U/min (= 2.000 x g) zentrifugiert (Zentrifuge EBA 12).
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nach dem Schema in Tabelle 2.7 (4. Zei-

le) resuspendiert und fiir weitere 30 min

abgedunkelt mit Antikérpern inkubiert. (6) In einem letzten Waschschritt wurden
die Zellsuspension wiederum mit 2 ml PBS-F verdinnt und fiir 4 min bei 4.300 U/-
min (= 2.000 x g) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. (7) Zum Schluss
wurde das PBMC-Pellet mit 300 pl PBS-F resuspendiert und durch ein Zellsieb in
ein FACS-Rohrchen transferiert.

Tabelle 2.6: Schematische Darstellung der untersuchten Zellpopulationen[91]

Zelltyp Immunophenotyp
Unreife B-Zelle CD19*

Reife B-Zelle (nicht-aktiviert) CD19" CD21" CD38~
Keimzentrums-B-Zelle (aktiviert) CD19* CD38"+
Plasmazelle CD19+/~ CD38* CD138*
Memory B-Zelle CD19% CD27*

Inbetriebnahme des FACS, Kompensation und Messung der Proben

Waihrend des Farbeprozesses wurde das FACSCalibur der Herstellerempfehlung ent-
sprechend gestartet. Die Dateien beziiglich der Maschineneinstellung wurden ge-

laden und ihre Korrektheit mit Fluoreszenz-Beads kontrolliert. Die durchflusszy-
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Tabelle 2.7: Zellmarkierungen A-C

Markierung A Markierung B Markierung C
Antigen Vol. | Antigen Vol. | Antigen Vol.
(1) (1) (1)

GMZ2 (Alexa647) | 5 CD19 (Pe-CyT) 25 | GMZ2 (Alexab47) | 5
PBS-F~* 45 CD27 (FITC) 10 PBS-F* 45

CD138 (PE) 2,5

Anti-IgG-Bio 0,5

PBS-F* 35
CD19 (Pe-Cy7) 2,5 | Strep-APC 0,5 | CD19 (Pe-Cy7) 2.5
CD27 (FITC) 10 PBS-F* 49,5 | CD27 (FITC) 10
CD21 (PE) 2,5 CD38 (PE) 2,5
PBS-F* 35 PBS-F~* 35

tometrische Analyse wurde mit der CellQuest (Version 3.3) Datenverarbeitungs-
Software (BD Biosciences) durchgefiihrt. Ein Kompensationsvorgang wurde im Vor-
feld der Studie am MPI in Berlin unter Verwendung der gleichen fluoreszenzsgekop-
pelten Antikérper durchgefiihrt, um falsch positive Signale durch sich tiberlappende
Emissionswellenldngenbereiche der Fluorochrome zu vermeiden, s. Stewart et al.
(1999).[172] Die Analyse (Markierung A-C) wurde schlielich mit jeweils einem Mi-
nimum von 108 Lymphozyten nach am MPI voreingestellter FlowJo Analysemaske
analysiert. Lymphozyten, Granulozyten, NK und Monozyten wurden anhand ihres
FSC und SSC charakterisiert, die B-Zellsubpopulationen anhand der antikorpermar-

kierten Oberflichenantigene.

Abb. 2.6: Das BD FACSCalibur am MRU Lambaréne
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Auswertung

Die einzelnen Zellpopulationen wurden im zweidimensionalen Dotplot dargestellt.
Dabei wurden jeweils die Signale zweier Fluoreszenzkanéle (FL) einander gegeniiber
gestellt (FL1 gegen FL2, FL3 gegen FL4, usw.). Die Achsen, die die Fluoreszenz
darstellen, wurden logarithmisch aufgetragen. Da Zellen, die exakt die gleichen Ei-
genschaften zeigen, auf dem gleichen Punkt abgebildet werden, wurden mehrfach

iiberlagerte Punkte mithilfe eines Dichteplots verschiedenfarbig sichtbar gemacht.

2.8 Quantitative IgG- und IgM-Bestimmung mittels ELISA

Das ELISA ist das zurzeit am haufigsten angewendete quantitative Immunoassay
und wurde erstmals von Avrameas et al., 1971 und Engvall et al., 1971 beschrie-
ben. [9, 58] Eine ndhere Beschreibung der Methode findet sich in einschlagiger
Fachliteratur.[91, 188]

Beschichten der ELISA-Platten

Zunichst wurden die lyophilisierten GMZ2-Antigene mit 1 ml sterilem Phosphat-
gepufferte Salzlosung (PBS) in eine Losung mit einer Konzentration von 123 ug/ml
gebracht. Diese wurde bei 4 °C zwischengelagert. Um die GMZ2-Antigene an die
feste Phase der ELISA-Mikrotiterplatten zu binden (Beschichtung) wurden zunéchst
40 pl der oben genannten GMZ2-Lésung mit 10 ml PBS verdiinnt. Davon wurde
jedes Well mit jeweils 100 pl benetzt. Die Platten wurden anschliefend iiber Nacht
(10-18 h) bei 4 °C inkubiert.

Blocken

Die benetzten Platten wurden aus dem Kiihlschrank genommen und jeweils dreimal
mit PBS gewaschen und trocken geklopft. Anschieend wurden die Platten fiir 1
Stunde bei Raumtemperatur mit Abblockpuffer (PBS mit 0,01 % Tween 20 und 3
% einfachem Milchpulver) inkubiert.

Inkubation mit Probe

Fir die Inkubation der ELISA-Platten mit den Proben wurden folgende Verdiin-
nungsreihen angelegt: initial 1:100, dann jeweils verdiinnt mit 1:4 — Die Reihe A der
Verdiinnungsplatte wurde hierzu mit 99 ul PBS pro Well befiillt, die Reihen B bis
H mit jeweils 75 pul PBS pro Well. In die Reihe A wurden jeweils 1 pl des unter
Abschnitt 2.6 seppariertem Serum der Individuen hinzugefiigt (1:100). Nun wurden
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nach griindlicher Durchmischung von der Reihe A jeweils 25 ul Losung in die Reihe
B transferiert, von der Reihe B 25 ul Losung in die Reihe C, fiir die Reihen D bis
H wurde nach dem gleichen Prinzip verfahren.

Nach dem Abblocken wurden die Platten jeweils dreimal mit PBS gewaschen und
trocken geklopft. Daraufhin wurden jeweils 75 pul/Well der verdiinnten Proben auf
die gecoateten Platten tibertragen. Die Platten wurden nun fiir 2 Stunden bei Raum-

temperatur inkubiert.

Inkubation mit Detektionsantikorper

Die Detektionsantikorper wurde wie folgt vorbereitet: Standardantikorper wurden
bei Raumtemperatur im Verhéltnis 1:250 verdiinnt. Dafiir wurden jeweils 20 pl anti-
[gG-Strep und anti-IgM-Strep-Antikérper mit je 5 ml Abblockpuffer (PBS mit 0,01
% Tween 20) vermischt. AnschlieBend wurden die Platten jeweils dreimal mit PBS
gewaschen und trocken geklopft. 50 ul des entsprechenden Antikérpers wurden in

die entsprechende Reihe transferiert und fiir 1 Stunde inkubiert.

Farbreaktion

Die Antikorper fiir die Farbreaktion wurden im Verhéltnis 1:500 verdiinnt (10 ul
Strep-HRP Mischung auf 5 ml PBS). Die Antikorperlosungen wurden dunkel zwi-
schengelagert. Nach Inkubation mit den Detektionsantikorpern wurden die Platten
jeweils dreimal mit PBS gewaschen und trocken geklopft. AnschlieBend wurden 50
pl/Well Strep-HRP-Losung (Roche) auf die ELISA-Platte transferiert und fir 1
Stunde inkubiert.

Zum Schluss wurden die Platten wiederum jeweils dreimal mit PBS gewaschen und
trocken geklopft. Nun wurden die Platten kurz mit Abblockpuffer befiillt, das um-
gehend wieder verworfen wurde. Es wurden erneut drei Waschschritte wie oben
beschrieben angeschlossen und anschlieSend die Platten trocken geklopft und gela-

gert.

Messung im Photometer

Der ELISA-Reader wurde im Vorfeld gestartet und auf 37 °C Raumtemperatur
gebracht. Die trocken geklopften und gelagerten Platten wurden anschlieend im
Thermo Multiskan Ex mit einem Wellenléngenbereich von 400-750 nm analysiert.
Es wurde die im Gerét integrierte Thermo Scientific Ascent Software genutzt. Jede
Platte wurde 3-4 mal bei einem Wellenlédngenfilter von 450 nm (CV < 1,0% (1,5

— 2,0 OD) bei 405 nm) ausgelesen bis das starkste gemessene Signal eine optische
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Dichte von ca. 4.0 erreichte.

Aufgrund einer passageren Storung des Geréites wurden alle Proben ein zweites Mal
nach dem gleichen Prozedere ausgelesen. Zur Auswertung wurden nur die Ergebnisse
der zweiten Messung herangezogen. Die Daten wurden auf Excel exportiert und auf

einem lokalen Server gespeichert.

2.9 Statistische Auswertung

Die Daten wurden in Microsoft Excel Version 2010 tibertragen und auf Vollstandig-
keit und Korrektheit tiberprift. Statistische parametrische und nicht parametrische
Analysen und Grafiken wurden mithilfe von R Version 3.0.2 fiir Windows des Com-
prehensive R Archive Network (CRAN) durchgefiihrt.

Das Ergebnis eines statistischen Tests wurde bei einem beidseitigem p < 0.05 als
signifikant gewertet. Wenn moglich wurde der Schatzer und das zugehorige 95 %
Konfidenzintervall dargestellt.[198]

Die Studienpopulation wurde nach Alter, Geschlecht und Malariapriventionsmaf}-
nahmen, und die Hamoglobin-, Leukozyten- und eosinophilen Granulozytenkonzen-
trationen im Vergleich zwischen Pf-positiven und -negativen Probanden explorativ
im Boxplot dargestellt.

Assoziationen zwischen Blutbildparametern, Pf-Infektion und Malariasymptomen
wurden explorativ im Boxplot dargestellt. Die eosinophile Granulozytenkonzentra-
tion (abhéngige Variable, X-Achse) der einzelnen Probanden wurde in einer linearen
Regressionsanalyse in Beziehung jeweils zur IgG- und IgM-GMZ2-Serumreaktivitéit
(unabhéngige Variable) gesetzt. Zur Berechnungsgrundlage wurde ein lineares Re-
gressionsmodell verwendet. Ein Zusammenhang zwischen Pf-Infektionsstatuts und
Anédmie sowie Fieberangaben wurde mithilfe odds ratios und pearson residuals in
Kontingenztabellen als Mosaikplots untersucht.

Die photometrischen Ergebnisse des ELISA wurden in non-parametrischen, deskrip-
tiven Verfahren ausgewertet. Die Studienpopulation wurde in Subpopulationen nach
Wohnorten eingeteilt und anschliefend in stddtische und landliche Regionen aufge-
teilt. Einzelne Individuen wurden aufgrund der Annahme einer besonders hohen Pf-
Exposition als eigene Subgruppe erfasst. Die [gG- bzw. I[gM-GMZ2- Reaktivitdten
der Gesamtpopulation im Vergleich zur Pf-naiven Kontrollprobe sowie nach Subpo-
pulationen wurden im Logit-Logplot, jeweils mit Angabe der Mittelwerte und Media-
ne der Studienpopulation als Referenz, dargestellt. Die IgG- bzw. IgM-GMZ2- Reak-
tivitdten (Verdiinnung 0,01) wurden dariiber hinaus anhand des Pf-Infektionsstatus

sowie nach regionalen Subpopulationen explorativ im Boxplot miteinander vergli-

44



chen. Die IgG- sowie IgM-GMZ2-Reaktivitidten (Verdiinnung 0,01) wurden mithilfe
des Wilcoxon-Mann-Whitney-Test und Kruskal-Wallis-Test statistisch nach in Dor-
fern lebenden Subpopulation und stadtischen Subpopulationen in Beziehung gesetzt.
Die IgG- und IgM-GMZ2 sowie Pf-naiven Proben wurden miteinander jeweils nach
Mittelwerten und Medianen mithilfe des Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests untersucht.
Im FACS ermittelte Zellfrequenzen wurden von der mitgelieferten Gerétesoftware
BD CellQuest des BD FacsCalibur grafisch im Dichte-Dotplot dargestellt. Die Er-
gebnisse duchflusszytometrisch ermittelter Lymphozyten und B-Zell-Populationen
wurden in non-parametrischen, deskriptiven Verfahren ausgewertet. Klassische und
atypische IgGT GMZ2"T MBC und IgG™ GMZ2™ naive Vorliufer-B-Zellen wurden
im Boxplot gegeniibergestellt. Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse von
GMZ2-reaktiven klassischen und atypischen MBC im venésen Blut der Probanden
MP036, MP070 und MPO71 wurden auszugsweise im Vergleich zu einer Pf-naiven
Referenzprobe im Dotplot dargestellt. Die B-Zellpopulationen gegen GMZ2 wurden
um den Ausreifler MP041 bereinigt und nach Pf-Exposition, Pf-Infektionsstatus so-
wie regionalen Subpopulationen im explorativ Histogramm dargestellt.

Die Arbeit wurde mit dem Softwarepaket LaTeX von Prof D. E. Knuth erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Studienpopulation

Es wurden insgesamt 60 Probanden im Alter von 19 bis 51 Jahren eingeschlossen,
die zwischen Ndjolé im Norden, Lambaréné im Zentrum und Fougamou im Siiden
des iiber 2.000 km? grofen Studiengebietes und in einem Fall in Libreville wohnhaft
waren (s. Abb. 3.2). Alle Studienteilnehmer hielten sich im Vorfeld und wéhrend
der Probenerhebung iiber mindestens mehrere Wochen im Studiengebiet auf und
lebten seit der Geburt in hochendemischen Gebieten (Gabun und Burkina Faso) und
waren damit zeitlebens der Infektion mit P. falciparum ausgesetzt.[127] Es wurden
auch Probanden mit Malariaparasiten im Dicken Tropfen eingeschlossen, sofern sie
symptomlos waren. 43,3 % (n = 26) der eingeschlossenen Probanden waren weiblich,
56,7 % (n = 34) mannlich. Von den weiblichen Probandinnen nutzen 76,9 % (n =
20) Malariapréventionsmafinahmen (MPM), von den ménnlichen Probanden waren
es 47,1 % (n = 16) (s. Abb. 3.1).

"
Libreville

i
¢

I’i .,

Lambaréné “\-—.‘
1

Fougamou

Data 10, NO [els] Google Earth

Abb. 3.2: Geografische Verteilung der Studienpopulation — aktuelle Wohnorte aller ein-
geschlossenen Probanden nach GPS-Koordinaten.
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Abb. 3.1: Studienpopulation im Boxplot nach Alter und Geschlecht mit Angabe von ver-
wendeten Malariapriventionsmafinahmen (Privention = Malariaprdventionsmafnahmen
vorhanden, m = mdannlich, w = weiblich).

Der Probandenfluss wird in Abbildung 3.3 dargestellt. Eine Auffithrung der ge-
samten Studienpopulation mit Geschlecht, Alter, Geburts- und Wohnort findet sich
in Tabelle 3.1. Von einer Angabe der GPS-Koordinaten der Wohnorte wurde aus

datenschutzrechtlichen Griinden abgesehen.

Tabelle 3.1: Gesamtiibersicht tiber die Studienpopulation — Demographische
und epidemiologische Daten (ID = Identifikationsnummer, Sex = Geschlecht, w =
weiblich, m = mannlich, Rt. = Bundesstrafie, PK = point kilométrique)

ID Sex  Alter Geburtsort = Wohnort
(w/m) (Jahre)

1 MPO11 m 25 Mouila Lambaréné (Schweitzer)
2 MP012 m 22 Lambaréné Lambaréné (Atongowanga)
3  MP0I3 m 34 Mouila Lambaréné (Isaac)
4  MPO15 w 32 Mouila Lambaréné (Isaac)
5 MP017 m 29 Mouila Lambaréné (Schweitzer)
6 MP0O18 w 23 Nyanga Lambaréné (Schweitzer)
7 MP019 w 26 Ndende Siat Zilé
8 MP020 m 23 Lambaréné Lambaréné (Schweitzer)
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Tabelle 3.1: Studienpopulation — Demographie und Epidemiologie (Fortsetzung)

ID Sex  Alter Geburtsort Wohnort
(w/m) (Jahre)

9 MP021 m 22 Lambaréné Lambaréné (Chateau)
10 MP022 m o7 Makoumbou  Petit Paris 3
11 MP023 m 34 Tchibanga Lambaréné (Atongowanga)
12 MP024 w 33 Mimongo Lambaréné (Chateau)
13 MPO025 w 40 Mimongo Mitoné
14 MP026 m 33 Fougamou Rt. Fougamou (PK 33)
15 MP027 w 23 Libreville Rt. Fougamou (PK 5)
16 MP028 m 33 Bitam Rt. Fougamou (PK 27)
17 MP029 w 57 Minvoul Rt. Fougamou (PK 27)
18 MP0O30 w 26 Lambaréné Benguié 4
19 MPO033 w 25 Mimongo Rt. Fougamou (PK 37)
20 MP034 w 23 Lambaréné Lambaréné (Fangui)
21 MP035 w 29 Ndjolé Paris Bifoun
22 MP036 m 30 Sindara Sindara
23 MPO037 m 36 Schweitzer Sindara
24 MPO038 w 45 Sindara Sindara
25 MPO039 w 30 Port Gentil Sindara
26 MP040 w 43 Fougamou Sindara
27 MP041 m 38 Kango Sindara (Ndougou)
28 MP042 w 50 Sindara Sindara (Ndougou)
29 MP043 m 24 Kouagna Kouagna
30 MP044 m 35 Mimongo Kouagna
31 MP045 m 37 Tchibanga Sindara (Ndougou)
32 MP046 w 43 Makona Sindara (Song)
33 MP047 w 34 Lambaréné Sindara (Song)
34 MP048 m 35 Sindara Sindara
35 MP049 m 19 Sindara Sindara
36 MP050 m 21 Sindara Sindara
37 MPO51 w 41 Sindara Sindara
38 MP052 m 36 Sindara Sindara
39 MP053 m 41 Matadi Sindara (Ndougou)
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Tabelle 3.1: Studienpopulation — Demographie und Epidemiologie (Fortsetzung)

ID Sex  Alter Geburtsort Wohnort
(w/m) (Jahre)

40 MP054 m 40 Sindara Sindara (Ndougou)
41 MPO055 m 20 Fougamou Mamiengué
42 MP056 m 21 Ndjolé Libreville
43 MPO0O57 w 20 Ndjolé Ndjolé (Tepe)
44  MP058 m 26 Libreville Ndjolé (Bordamure)
45 MP059 w 23 Ndjolé Ndjolé (Tepe)
46 MP062 w 46 Ndjolé Ndjolé (Mbilavion)
47 MP063 w 19 Ndjolé Ndjolé (Mbilavion)
48 MP064 m 21 Ndjolé Ndjolé (Mbilavion)
49 MP065 m 35 Bitam Rt. Ndjolé (PK 1)
50 MP066 m 37 Oyem Rt. Ndjolé (PK 1)
51 MP067 m 46 Mbigou Rt. Ndjolé (Menguegne)
52 MP068 m 46 Lambaréné Rt. Ndjolé (Menguegne)
53 MPO069 m 26 Burkina Faso Rt. Ndjolé (Menguegne)
54 MP0O70 m 28 Burkina Faso  Rt. Ndjolé (Menguegne)
55 MP071 m 40 Oyem Rt. Ndjolé (Menguegne)
56 MP0O72 w 44 Boué Rt. Ndjolé (Menguegne)
57 MPO73 w 48 Lambaréné Rt. Ndjolé (Menguegne)
58 MP074 m 27 Libreville Rt. Ndjolé (Menguegne)
59 MPO75 w 31 Lambaréné Rt. Ndjolé (Menguegne)
60 MPO76 w 51 Tchibanga Fougamou

3.2 Kilinische Diagnostik

3.2.1 Parasitologie

Bei 8,3 % (n = 5) aller Probanden war der Dicke Tropfen niedrigpositiv fiir Pf-
Trophozoiten, bei 3,3 % (n = 2) fir Pf-Gametzoyten. In 63,3 % (n = 38) der Fille
wurde zum Abgleich und zeitnahen Therapie positiver Félle additiv einen HRP-2-
Schnelltest (Paracheck) durchgefiihrt, der in zwei Féllen bei negativem Dicken Trop-

fen positiv ausgefallen ist. Umgekehrt ist in einem Fall der Paracheck-Schnelltest bei
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Im Studiengebiet am Heimatort (s. Abb. 3.1) aufgesucht und auf Eignung Gberprift,
Informed Consent erhalten, Probengewinnung nach 2.3 erfolgt (n = 67)

Y

Hamatologische und parasitologische Analysen nach 2.5 durchgefiihrt (n = 67)

Y

Am Folgetag am Heimatort aufgesucht (n = 67)

Ausgeschlossen (n = 7)

+ Aufnahmekriterien nicht erfillt (n = 5):
Schwergradige Andmie (n = 3)
HIV-Infektion (n = 1)
Malariasymptome (n = 1)

+ Einwilligung zuriickgezogen (n = 2)

Y

Eingeschlossen (n = 60)

Y

Antikdrper- und B-Zellanalysen nach 2.6 bis 2.8 durchgefiihrt (n = 60)

hJ

Auswahl von Probanden fiir Folgestudien (n = 5)

hJ

Gewinnung und Verarbeitung von Proben nach 2.3 und 2.6 (n = 5)

Abb. 3.3: Probandenfluss im Diagramm
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Tabelle 3.2: Ubersicht iiber positiv getestete Probanden — Pf-Parasitologie, Fie-
ber und MalariaprdventionsmafSnahmen (ID = Identifikationsnummer, MPM = Ma-
lariapraventionsmafnahmen, nd = nicht durchgefiihrt). * Fieber in den letzten 48 h, **ITN
oder Innenrauminsektizide, ***nicht durchgefiihrt.

Dicker Tropfen Schnelltest Fieber* MPM**
Trophozoiten Gametzoyten  Paracheck  Fieber > 38 °C
p/pl g/ul
positiv ) 2 ) 12 36
negativ 95 58 33 48 24
nd 0 0 22 0 0
MP020 138 12 ok nein ja
MP028 0 6 ol ja nein
MP036 78 0 pos. nein nein
MP042 0 0 pos. ja ja
MP049 690 0 pos. nein ja
MPO57 365 0 pos. nein nein
MP059 0 0 pos. nein ja
MPO72 11 0 neg. nein nein

positivem Dicken Tropfen negativ ausgefallen.

Eine zusammenfassende Ubersicht zu allen positiven Befunden der parasitologischen
Analyse findet sich in Tabelle 3.2. In Tabelle 3.3 sind die parasitologischen Ergeb-
nisse aller Studienteilnehmer mit anamnestischen Angaben zu Fieber in den letzten

48 Stunden und Malariapraventionsmafinahmen aufgefiihrt.

Tabelle 3.3: Gesamtiibersicht tiber die parasitologische Diagnostik — Pf-
Parasitologie, Fieber und MPM (ID = Identifikationsnummer, MPM = Malaria-
praventionsmafnahmen). * Fieber > 38 °C in den letzten 48 h **ITN oder Innenraumin-
sektizide ***nicht durchgefiihrt

ID Dicker Tropfen Schnelltest Fieber* MPM**
Trophozoiten Gametzoyten  Paracheck
p/ul g/ul pos./neg.  ja/nein  ja/nein
MPO11 0 0 K nein nein
MPO012 0 0 oK nein nein
MPO013 0 0 o nein ja
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Tabelle 3.3: Parasitologische Diagnostik — Pf-Parasitologie, Fieber und MPM (Fortset-

zung)
ID Dicker Tropfen Schnelltest Fieber* MPM**
Trophozoiten Gametzoyten  Paracheck
p/ul g/ul pos./neg.  ja/nein  ja/nein

MPO015 0 0 kol nein ja
MPO17 0 0 K nein nein
MPO18 0 0 el nein ja
MPO019 0 0 K nein nein
MP020 138 12 ol nein ja
MP021 0 0 oK nein nein
MP022 0 0 K nein nein
MP023 0 0 ol nein ja
MP024 0 0 oK nein ja
MP025 0 0 ol nein ja
MP026 0 0 K nein nein
MPO027 0 0 oK nein ja
MP028 0 6 ol ja nein
MP029 0 0 K ja nein
MP030 0 0 il nein ja
MP033 0 0 oK nein ja
MP034 0 0 ol ja ja
MPO035 0 0 neg. nein ja
MP036 78 0 pos. nein nein
MP037 0 0 ol nein ja
MPO038 0 0 neg. ja ja
MPO039 0 0 neg. nein ja
MP040 0 0 neg. nein ja
MPO041 0 0 neg. nein ja
MP042 0 0 pos. ja ja
MP043 0 0 neg. nein ja
MP044 0 0 neg. nein ja
MPO045 0 0 neg. ja nein
MP046 0 0 neg. nein ja
MP047 0 0 neg. nein ja
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Tabelle 3.3: Parasitologische Diagnostik — Pf-Parasitologie, Fieber und MPM (Fortset-
zung)

ID Dicker Tropfen Schnelltest Fieber* MPM**
Trophozoiten Gametzoyten  Paracheck
p/ul g/ul pos./neg.  ja/nein  ja/nein

MP048 0 0 neg. nein nein
MP049 690 0 pos. nein ja
MPO050 0 0 neg. nein ja
MPO051 0 0 neg. nein ja
MP052 0 0 neg. nein ja
MPO053 0 0 neg. nein ja
MP054 0 0 neg. ja ja
MPO055 0 0 neg. nein nein
MPO056 0 0 neg. nein nein
MPO57 365 0 pos. nein nein
MPO058 0 0 neg. nein nein
MP059 0 0 pOs. nein ja
MP062 0 0 neg. nein nein
MPO063 0 0 neg. ja nein
MP064 0 0 neg. ja nein
MPO065 0 0 neg. ja nein
MPO066 0 0 neg. nein nein
MPO067 0 0 neg. nein ja
MPO068 0 0 neg. ja ja
MP069 0 0 neg. nein nein
MPO70 0 0 neg. nein ja
MPO71 0 0 neg. nein ja
MPO072 11 0 neg. nein nein
MPO73 0 0 neg. nein ja
MPO74 0 0 neg. nein nein
MPO75 0 0 neg. ja ja
MPO076 0 0 K nein ja
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3.2.2 Hamatologie

Die Gesamtiibersicht der Ergebnisse der hdmatologischen Diagnostik wird in Ta-
belle 3.5 aufgefithrt. Eine deskriptive Analyse der Ergebnisse des Blutbildes mit
Differentialblutbild wird zusammenfassend in Tabelle 3.4 dargestellt, dabei werden
die folgenden Variablen aufgefithrt: Himoglobin (Hb)-Konzentration, Lymphozyten
(Zellen der adaptiven Immunabwehr) und neutrophile und eosinophile Granulozy-
ten (Zellen der angeborenen Immunabwehr). Basophile Granulozyten werden nicht
aufgefiihrt, da sie bei sehr niedrigen Konzentrationen eine sehr geringe Schwankungs-
breite zwischen den Probanden in den Ergebnissen gezeigt haben und die Ergebnisse
in der maschinellen Auswertung durch héufige Fehlermeldungen verzerrt wurden.
Es fallt auf, dass die mittlere Hamoglobinkonzentration im niedrigen Normbereich
liegt. Achtundvierzig Komma drei Prozent (n = 29) der eingeschlossenen Probanden
wiesen eine Andmie (w < 12 g/dl, m < 13 g/dl) auf, davon waren 79,3 % weiblich (n
= 23). Innerhalb der Anamien wiesen 65,6 % (n = 19) eine leichtgradige (11,0-11,9
g/dl) und 34,5 % (n = 10) eine mittelgradige Anédmie, gemessen an Referenzwerten
der WHO, auf.[208] Schwergradige Andmie traten in drei Féillen auf, waren jedoch
ein Ausschlusskriterium der Studie und finden sich nicht in den Studienergebnissen
wieder. Die Leukozyten-Konzentrationen lagen im Mittel im Normbereich, die Kon-
zentrationen der eosinophilen Granulozyten lag in 75 % (n = 45) der Falle deutlich
iiber der oberen Grenze der laborspezifischen nicht-pathologischen Referenzwerte
(Referenzwerte s. Abb. 3.5).

Tabelle 3.5: Gesamtiibersicht iiber die hdamatologische Diagnostik (ID = Identi-
fikationsnummer, w = wetblich, m = mdnnlich, Hb = Hdmoglobin, Leuko = Leukozyten,
Lympho = Lymphozyten, Neutro = neutrophile Granulozyten, Eosino = eosinophile Gra-
nulozyten). Referenzwerte: Hb > 13,0 g/dl [m] und > 12,0 g/dl [w], Leukozyten 4-10 -
1% /mm?, Lymphozyten 1,0-4,0 - 103 /mm?, Neutrophile Granulozyten 2,0-7,5 - 10° /mm?,
Eosinophile Granulozyten 0,0-0,5 - 10° /mm?. (n) = erniedrigt, (h) = erhéht. * Ergebnis
fehlt.

1D Geschlecht Hb Leuko- Lympho- Neutro- Eosino-

zyten zyten phile phile
w/m g/dl  103/mm3 % % %o
MPO11 m 12,8 (n) 5,0 41 21 (n) 27 (h)
MPO012 m 14,2 8,4 34 44 (n) 21 (h)
MPO13 m 14,1 6,9 40 36 (n) 22 (h)
MPO15 w 10,9 (n) 5,9 59 39 (n) 1
MPO17 m 13,7 10,0 37 44 (n) 11 (h)
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Tabelle 3.5: Gesamtiibersicht iber die hamatologische Diagnostik (Fortsetzung)

1D Geschlecht Hb Leuko- Lympho- Neutro- Eosino-
zyten zyten phile phile
MPO18 w 10,9 (n) 3,4 (n) 36 48 (n) 9 (h)
MPO019 w 13,0 8,2 37 32 (n) 24 (h)
MP020 m 16,4 7,0 30 o4 8 (h)
MPO021 m 11,7 (n) 2,9 (n) 45 41 (n) 4
MP022 m 11,6 (n) 5,7 28 * *
MP023 m 16,5 7,1 31 31 (n) 23 (h)
MP024 w 11,9 (n) 5,0 43 32 (n) 12 (h)
MP025 w 11,1 (n) 5,6 33 38 (n) 22 (h)
MP026 m 14,2 7,9 40 39 (n) 19 (h)
MPO027 w 11,9 (n) 6,7 49 48 (n) 2
MPO028 m 13,6 9,7 24 (n) 74 0 (n)
MP029 w 12,1 6,5 36 20 5 (h)
MPO030 w 10,2 (n) 6,1 23 (n) 46 (n) 20 (h)
MP033 w 10,8 (n) 6,3 41 26 (n) 24 (h)
MP034 w 11,3 (n) 5,0 39 47 (n) 5 (h)
MPO035 w 10,2 (n) 8,2 37 43 (n) 10 (h)
MP036 m 13,0 13,7 (h) 42 30 (n) 26 (h)
MPO037 m 13,1 10,9 (h) 35 35 (n) 21 (h)
MPO038 w 11,9 (n) 8,9 43 * *
MP039 w 11,2 (n) 6,0 42 * *
MPO040 w 11,1 (n) 10,4 (h) 33 33 (n) 28 (h)
MPO041 m 14,3 8,6 40 20 (n) 30 (h)
MP042 w 10,9 (n) 12,9 (h) 29 44 (n) 18 (h)
MPO043 m 14,7 7.8 29 31 (h) 33 (h)
MP044 m 13,6 12,0 (h) 41 22 (n) 31 (h)
MP045 m 13,5 9,0 39 31 (n) 20 (h)
MP046 w 10,6 (n) 8,7 34 36 (n) 25 (h)
MP047 w 11,5 (n) 7,1 39 * *
MPO048 m 13,2 10,3 (h) 45 42 (n) 7 (h)
MP049 m 13,2 9,8 49 (n) * *
MP050 m 13,3 13,2 (h) 40 20 (n 32 (h)
MPO051 w 13,2 8,1 38 39 (n 15 (h)
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Tabelle 3.5: Gesamtiibersicht iber die hamatologische Diagnostik (Fortsetzung)

1D Geschlecht Hb Leuko- Lympho- Neutro- Eosino-

zyten zyten phile phile
MPO052 m 13,1 10,4 (h) 36 * *
MP053 m 12,9 (n) 8,9 39 40 (n) 11 (h)
MP054 m 12,1 (n) 16,1 (h) 30 * *
MP055 m 13,1 8,5 26 35 (n) 31 (h)
MPO056 m 14,1 6,5 66 14 (n) 3
MPO0O57 w 11,3 (n) 6,8 45 33 (n) 9 (h)
MPO058 m 13,1 12,8 (h) 37 22 (n) 31 (h)
MP059 w 10,3 (n) 7,6 40 35 (n) 16 (h)
MP062 w 11,0 (n) 11,1 (h) 31 46 (n) 13 (h)
MPO063 w 11,8 (n) 28 (h) 32 22 (n) 17 (h)
MP064 m 21,4 (h) 7,9 30 29 (n) 21 (h)
MPO065 m 13,9 50,4 (h) 18 (n) 31 (n) 11 (h)
MPO066 m 15,4 7,0 30 39 (n) 24 (h)
MPO067 m 14,3 9,5 30 38 (n) 18 (h)
MPO068 m 12,2 (n) 6,5 42 33 (n) 15 (h)
MPO069 m 22,0 (h) 8,5 22 (n) 27 (n) 25 (h)
MPO70 m 13,2 38,0 (h) 51 19 (n) 21 (h)
MPO71 m 15,1 30,8(h) 24 (n) 26 (n) 16 (h)
MPO72 w 10,9 (n) 2,8 (n) 26 48 (n) 14 (h)
MPO73 w 11,4 (n) 5,5 25 40 (n) 22 (h)
MPO74 m 14,5 8,2 33 27 (n) 29 (h)
MPO75 w 9,6 (n) 6,9 24 49 (n) 17 (h)
MPO76 w 11,8 (n) 3,7 (n) 52 37 (n) 8 (h)

3.2.3 Assoziationen zwischen Blutbbildparametern, Pf-Infektion und

Malariasymptomen

Die Hb-, Leukozyten- und eosinophilen Granulozytenkonzentrationen werden in Ab-
bildung 3.5 im Vergleich zwischen Pf-positiven und -negativen Probanden im Box-
plot dargestellt. Dabei wurde zusétzlich der Grenznormwert des jeweiligen Blutbild-

parameters abgebildet (Hdmoglobin: unterer Grenzwert = 12,0 g/dl, Leukozyten:
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Tabelle 3.4: Blutbild mit Differentialblutbild - Deskriptive Analyse (Hb = Hi-
moglobin, SD = Standardabweichung, NV = Anzahl nicht-valider, nicht einbezogener Mes-
sungen)

Probanden total
Hb Leukozyten Lymphozyten Neutrophile Eosinophile

g/dl 103 /mm? % % %
Minimum 9,60 2.8 17,5 13,8 0,2
1. Quartile 11,3 6,4 30,0 30,2 10,2
Median 12,9 8,0 37,1 35,9 17,6
Mittelwert 12,9 9,8 36,6 36,5 17,1
3. Quartile 13,7 10,0 40,8 44,2 23,9
Maximum 22 50,4 66,2 74,2 33,1
SD 2,2 7,9 9,0 11,0 9,0
NV 1 1 1 8 8

oberer Grenzwert = 4-10 - 103 /mm?, eosinophile Granulozyten: 0,0-0,5 - 103 /mm?).
Die Datenpunkte von Probanden, die in der Anamnese Fieber in den letzten 48
Stunden angegeben hatten, wurden rot markiert.

Von allen Blutparametern war dabei einzig bei den eosinophilen Granulozytenkon-
zentrationen eine Assoziation mit den entsprechenden IgG-GMZ2-Reaktivitdaten im
Serum zu beobachten (s. Abb. 3.5 D-E).

In dem untersuchten Kollektiv gesunder Probanden war kein statistischer Zusam-
menhang zwischen einer Pf-Infektion im Dicken Tropfen und/oder Pf-Schnelltest
und einer Anédmie bzw. Fieber in den letzten 48 Stunden vorhanden (s. Abb. 3.4).
Die Angaben zu Fieber in den letzten 48 Stunden wurden jedoch subjektiv von den

Probanden ohne Grundlagen von Messungen angegeben.

3.3 Analyse der IgG- und IgM-GMZ2-Serumreaktivitat

Aus dem Serum der venésen Blutproben aller Probanden wurden mithilfe des ELISA
IgG- und IgM-Konzentrationen gemessen, die eine Sperzifitdt fiir GMZ2 aufwiesen.
Als naive Kontrollprobe diente vendses Blut eines Mitteleuropéers, der sich bis zum
Zeitpunkt der Probenentnahme nie in einem Malariaendemiegebiet aufgehalten hat-
te.

Die photometrischen Ergebnisse werden in den Tabellen 3.6 und 3.7 mittels deskrip-
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Pf Pf
positiv negativ positiv negativ

] Pearson Pearson
residuals: residuals:
7 0.059 g e 0AT

ja

— 0.00

—0.000

Anédmie
Fieber
nein

nein

—-0.057 —- 034
p-value = p-value =
i 0.93138 o 0.68757

Odds Ratio = 1 Odds Ratio = 0.8407

Abb. 3.4: Pf-Infektion versus Andmie und Pf-Infektion versus Fieber. Kontingenztabelle
als Mosaikplot mit Odds Ratio und Pearson residuals.

tiver Analyse jeweils fiir die IgG- und IgM-GMZ2-Reaktvititen aufgefithrt. Die IgG-
und IgM-GMZ2-Reaktvititen jeweils in Subpopulationen nach Regionen innerhalb
des Studiengebietes mit Bezug zu Median und Mittelwert des Probandenkollektivs
werden in Abbildung 3.5 dargestellt.

Eine explorative Datenanalyse von Pf-positiven und negativen sowie regionaler Sub-
population wird unter 3.3.2 dargestellt. Anschlieend werden Ergebnisse der statis-

tischen Untersuchungen zwischen regionalen Subpopulationen aufgefiihrt.

3.3.1 Deskriptive Analyse der IgG- und IgM-GMZ2-Serumreaktivitat
IgG-GMZ2-Serumreaktivitat

Alle Proben zeigten Reaktionen im anti-GMZ2-IgG-ELISA, wobei die Probanden
der Studienpopulation hohe Titer an Serum-IgG gegen GMZ2 zeigte. Unter der
lebenslang malariaexponierten Studienpopulation war der Anteil der Serumisolate
mit IgG-Reaktivitaten gegeniitber GMZ2 (Mittelwert (MW) 3,343, Standardabwei-
chung (SD) 0,309) um den Faktor 13 grofer, als in der naiven Kontrollprobe. Die
Standardabweichung um das Mittel war bei einer Verdiinnung von 0,01 innerhalb
der Studienpopulation mit 0,309 vergleichsweise klein.

Es zeigte sich auch hinsichtlich der IgM-GMZ2-Reaktivitat im Serum eine statistisch
signifikante Differenz (p = 0,0281) zwischen der Studienpopulation (MW) und der
Pf-naiven Referenzprobe. Allerdings ist diese um ein ca. 47-faches geringer, als die
Differenz der IgG-GMZ2-Reaktivitéit (s. Tab. 3.9). Eine Ubersicht tiber die Ergeb-
nisse der IgG-Serumreaktivitiat gegen GMZ2 wird in Tabelle 3.6 aufgefiihrt.
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Abb. 3.5: A-C: Darstellung der Hb-, Leukozyten- und eosinophilen Granulozytenkonzen-
trationen nach Probanden im Boxplot mit Grenznormwert im Vergleich zwischen Pf-positiv
und -negativ (‘Malaria positiv’ = Pf-Infektion im Dicken Topfen und/oder im Schnelltest,
grine Linie = unterer (Hb) bzw. oberer (Leukozyten, eosinophile Granulozyten) Grenz-
normwert fir den jeweiligen Blutbildparameter, rote Punkte = anamnestische Angabe von
Fieber > 38 °C in den letzten 48 h). D-E: Fosinophile Granulozytenkonzentration in Re-
lation zur GMZ2-19G- bzw. -IgM-Serumreaktivitdten, jeweils mit Regressionsgerade.
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Tabelle 3.6: IgG-GMZ2-Serumreaktivitat — Deskriptive Analyse (SD = Stan-
dardabweichung, Verdiin. = Verdinnung, Quart. = Quartile, Min. = Minimum, MW =
Mittelwert, Mazx. = Mazimum,)

Pf-naives Referenzserum

Verdiin. 0,01  25e73 6,25¢ * 1,56e-"* 39e¢™® 986 24476  Ge T
Pf-naiv. 0,2563 0,215  0,1595  0,1556 0,1655 0,156 0,141 0,115
Probanden total
Verdiin. 0,01  25e73 6,25¢ * 1,56e-—* 39e¢7® 986 24476  Ge T
Min. 2,015 1,750 1,916 1,357 0,7158 0,2554 0,1280 0,0930
1. Quart. 3,262 3,171 2,990 2,539 1,3590 0,5580 0,2117 0,1371
Median 3,334 3,278 3,380 2,857  1,5780 0,6621 0,2549 0,1742
MW 3,343 3,218 3,218 2,811  1,7948 0,7353 0,2845 0,1965
3. Quart. 3,444 3320 3,440 3,248  2,3657 0,9145 10,3292 0,2424
Max. 4,008 3,652 3,577 3,366 32415 1,7775 0,6070 0,4713
SD 0,309 0,254 0,332 0,482  0,6516 0,2991 0,1007 0,0827
Varianz 0,095 0,065 0,110 0,233 0,4246 0,0894 0,0101 0,0068

Tabelle 3.7: IgM-GMZ2-Serumreaktivitdit im Serum — Deskriptive Analyse (SD
= Standardabweichung, Verdiin. = Verdinnung, Quart. = Quartile, Min. = Minimum,
MW = Mittelwert, Max. = Mazimum,)

Pf-naives Referenzserum

Verdiin. 0,01  25e73 6,25e% 1,56e-—% 3,9¢7® 986 244e76 67
Pf-naiv. 0,504 0,267 0,224 0,119 0,094 0,08 0,066 0,085
Probanden total
Verdiin. 0,01  25e73 6,25e7% 1,56e-—% 3,9¢7® 986 244e76 67
Min. 0,7260 0,3320 0,2090  0,1630 0,1130 0,0840 0,0670 0,0720
1. Quart. 2,626 1,393 0,8004  0,3505 0,1951 0,1140 0,0820 0,0865
Median ~ 3,2527 2,6980 1,6974  0,7790 0,3400 0,1614 0,1080 0,0973
MW 3,0033 2,3545 1,5923  0,8643 0,4149 0,1960 0,1243 0,1065
3. Quart. 3,4050 3,1800 2,1778  1,1531 0,5375 0,2248 0,1446 0,1100
Max. 3,8830 3,4180 13,5620  3,2540 1,5766 0,6716 0,3736  0,4230
SD 0,6180 0,9212 0,8498  0,6405 0,3096 0,1237 0,0588 0,0469
Varianz ~ 0,3820 0,8486 0,7222  0,4102 0,0959 0,0153 0,0035 0,0022
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IgM-GMZ2-Serumreaktivitat

Alle untersuchten Serumisolate wiesen ebenfalls eine IgM-Spezifitat fir GMZ2 auf.
Die IgM-Reaktivitat der malariaexponierten Studienpopulationsisolate (MW 3,003,
SD 0,618) wies eine um den Faktor sechs hohere IgM-Reaktivitat gegeniitber GMZ2
auf, als die naive Kontrolle. Die Differenz der IgM-Reaktivitdt war zwischen nai-
ver Kontrolle und Studienisolaten dementsprechend deutlich niedriger, als fiir die
der IgG-Reaktivitdt. Auch die Standardabweichung war innerhalb der Studienpo-
pulation bei einer Verdiinnung von 0,01 mit 0,618 deutlich groBer. Eine Ubersicht
mit deskriptiver Analyse der Extinktionsergebnisse der I[gM-Serumreaktivitéten fiir
GMZ2 wird in Tabelle 3.7 dargestellt.

3.3.2 Explorative Analyse der IgG- und IgM-GMZ2-Serumreaktivitdt nach
regionalen und individuellen Subpopulationen

Einteilung in Subpopulationen

Vor Beginn der praktischen Studienphase war geplant, die Studienpopulation aus
dem Studienkollektivs des MRU und dartiber hinaus innerhalb des Stadtgebietes
Lambarénés zu rekrutieren. Da das MRU des Albert-Schweitzer-Krankenhauses auch
von Eltern mit ihren Kindern aus weiter entfernten Dorfern aufgesucht wird, wurde
erhofft, dadurch eine grofie Diversitat an Wohnorten zu akkumulieren.

In den stets direkt nach Probengewinnung durchgefithrten FACS-Analysen zeigten
sich Tendenzen abweichender B-Zellfrequenzen gegen GMZ2 zwischen PBMC aus
Lambaréné und weiter entfernten Dorfern. Darauthin wurde die Hypothese einer
differierende Pf-Immunitét zwischen stddtischen und léindlichen Regionen aufge-
stellt und die Rekrutierung auf Probanden aus entlegeneren Regionen, die zum Teil
auBerhalb des tiblichen Einzugsgebietes des MRU liegen, ausgeweitet.

Das Studienkollektiv wurde nach dem in Abbildung 3.6 dargestellten Schema in re-

gionale Subgruppen eingeteilt.

Zusétzlich zu den abgebildeten regionalen Subpopulationen werden einzelne Pro-
banden hervorgehoben, bei denen aufgrund ihrer Lebensumgebung eine besonders
hohe Pf-Exposition angenommen wurde. Die unter Abschnitt 3.4 hervorgehobenen
Probanden mit hohen MBC-Frequenzen gegen GMZ2 MP036, MP070 und MPOT71,

werden ebenfalls isoliert dargestellt.
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LOLT
Libreville{\.‘

Image Landsat

Abb. 3.6: Geografische Verteilung der Studienpopulation — FEinteilung in re-
gionale Subpopulationen: bei den Subpopulationen “Lambaréné” und “Ndjolé” handelt
es sich um stddtische, bei allen weiteren Subpopulationen um dorfliche Regionen. Die von
Lambaréné ausgehenden Bundesstraffen Route (BundesstrafSe) (Rt.) Fougamou und die
Rt. Libreville werden nach thren Zielstidten benannt. Eingeschlossene Probanden aus den
Dérfern entlang der ca. 88 km langen Rt. Fougamou und einer ca. 63 km langen Teilstrecke
der Rt. Libreville wurden bei der Analyse jeweils zu einer Population zusammengefasst:
“Rt. Fougamou” und “Rt. Libreville”. Entlang der, aufgrund ihrer engen, kurvenreichen
Fahrspur auf bergigem Geldnde als gefihrlich geltenden, diinn besiedelten Rt. Ndjolé wurde
das einzige Dorf und eine Behausung am PK1 eingeschlossen (“Rt. Ndjolé”). Die Stadt
Ndjolé liegt 105 Straflenkilometer von Lambaréné entfernt.
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Darstellung der 1gG- und IgM-GMZ2-Serumreaktivitat nach Subpopulationen

Die IgG- und IgM-GMZ2-Reaktivitaten der Gesamtpopulation im Vergleich zur nai-
ven Kontrollprobe, sowie die der oben genannten Subpopulationen im Vergleich zum

Mittelwert und Median der Studienpopulation, werden in Abbildung 3.7 dargestellt.

Explorative Analyse der IgG- und IgM-GMZ2-Serumreaktivitdt nach
Pf-Status und regionalen Subpopulationen im Boxplot

In Abbildung 3.12 werden asymptomatische, im Dicken Tropfen Pf-positive Proben
Pf-negativen Probanden gegeniibergestellt. Pf-positive Probanden wiesen eine im
Mittel hohere IgG- und IgM-GMZ2-Reaktivitdt (Verdiinnung 0,01) auf. Die Streu-
ung der Werte war bei Pf-negativen Probanden grofler, als bei Pf-positiven. IgM-
Reaktivitiaten der Pf-negativen Probanden zeigten dabei die grofite Streuung.

Alle nach dem Schema in Abbildung 3.6 gebildeten regionalen Gruppen wurden
separat nach IgG- und IgM-GMZ2-Reaktivitaten (Verdiinnung 0,01) im Boxplot ge-
geneinander dargestellt. Die IgG-Reaktivitat (s Abb. 3.10) aller Subpopulationen
wies eine hohere Reaktivitat im Vergleich zum Probandenkollektiv aus Lambaréné
auf. Die entsprechenden Ergebnisse nach regionalen Subpopulationen aus den ande-

ren Gemeinden stellten sich heterogen dar.

Die Vergleiche der IgM-GMZ2-Reaktivitat der regionalen Subpopulationen sowie
des Stadt-Land-Vergleichs zeigen im Boxplot vergleichsweise eine grofiere Heteroge-
nitét (s. Abb. 3.11). Die Mittelwerte der dérflichen und stéddtischen Subpopulationen
unterscheiden sich kaum, allerdings lasst sich bei den in Dérfern lebenden Proban-
den eine sehr grofie Streuung der IgM-GMZ2-Reaktivitit feststellen.

Statistische Analyse der IgG- und IgM-GMZ2-Serumreaktivitat im
Stadt-Land-Vergleich

Es werden die Ergebnisse der statistischen Analyse der IgG- sowie IgM-GMZ2-
Reaktivitat im Serum (Verdinnung 0,01) nach den doérflichen Regionen (“Dorfer”)
und Stédten (“Lambaréné” und “Ndjolé”) dargestellt.

Hinsichtlich der IgG-GMZ2-Reaktivitat (s. Tab. 3.8) lagen die Werte der Subpo-
pulation aus dorflichen Regionen signifikant iiber denen des Probandenkollektivs
aus Lambaréné (p = 0,0048). Die Werte der Subpopulation aus der Stadt Ndjolé

lagen ebenfalls signifikant iiber denen des Probandenkollektivs aus Lambaréné (p
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Abb. 3.7: IgG- und IgM-GMZ2-Reaktivitaten im Serum — Total und nach Sub-
populationen Jeweils oben IgG-GMZ2-Reaktivitit und unten IgG-GMZ2-Reaktivitdt im
Serum als Logit-Log-Plot nach Subpopulationen (z-Achse = Logarithmus der Konzentra-
tion der Verdiinnungsrethe, y-Achse = Optische Dichte der Ergebnisse im ELISA; rote
Linie = Pf-naive Referenzprobe, blaue Linie = Mittelwert, grine Linie = Median, jeweils
der gesamten Studienpopulation exkl. der Referenzprobe). Dargestellte Subpopulationen:
Studienpopulation Total mit Pf-naiver Referenzprobe, Pf-negative Proben, Pf-positive Stu-
dienproben, “Lambaréné”, “Ndjolé”, “Rt. Ndjolé”.
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Abb. 3.8: Fortsetzung von Abb. 3.7. Dargestellte Subpopulationen: MP065 & MPO066,
MPO060 € MPO061, “Rt. Fougamou”, “Sindara”, “Ndougou & Song‘”, “Kouagna & Ma-

miengué”.
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Abb. 3.9: Fortsetzung von Abb. 3.7. Dargestellte Subpopulationen: “Rt. Libreville”,
MPO036, MP070, MP0O71.
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Abb. 3.10: IgG-Serumreaktivitit nach Subpopulationen und im Stadt-Land-
Vergleich — Vergleich der IgG-GMZ2-Reaktivitit (Verdinnung 0,01) nach regionalen Sub-
populationen und im Stadt-Land-Vergleich im Boxplot (x+ = Signifikanzniveau,).
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Abb. 3.11: IgM-Serumreaktivitit nach Subpopulationen und im Stadt-Land-
Vergleich — Vergleich der IgM-GMZ2-Reaktivititen (Verdimnung 0,01) nach regionalen
Subpopulationen und im Stadt-Land- Vergleich im Boxplot.
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IgG: Pf-positiv und Pf-negativ im Vergleich IgM: Pf-positiv und Pf-negativ im Vergleich
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Abb. 3.12: Pf-positive und Pf-negative Subpopulationen im Vergleich — Ver-
gleich der 19G- und IgM-GMZ2-Reaktivititen (Verdinnung 0,01) des Pf-positiven und Pf-
negativen Probandenkollektivs im Boxplot.

Tabelle 3.8: I9G-GMZ2-Reaktivitit (Verdimnung 0,01) im Stadt-Land-
Vergleich — Wilcoxon-Mann- Whitney-Test und Kruskal-Wallis-Test. (Rt. = Bundesstra-
Be, * = Signifikanzniveau, df = Freiheitsgrade)

Population A Population B p-Wert

Lambaréne Dorfer 0.00482**
Lambaréné Ndjolé 0.02965*
Ndjolé Dorfer 0.1746
Zwischen o. g. Populationen 0.007711***

(Kruskal-Wallis chi-squared = 9.7303, df = 2)

= 0,0297). Die Subpopulation Ndjolé wies hingegen keine statistisch signifikante
Differenz zu dem doérflichen Probandenkollektiv auf (p = 0,1746). Im statistischen
Vergleich zeigte sich zudem eine signifikante Differenz zwischen den drei Gruppen
“Dorfer”, “Lambaréné” und “Ndjolé” (p = 0,0077).

Die gleichen Berechnungen zum Vergleich der IgM-GMZ2-Reaktivitaten der drei
Gruppen (Verdiinnung 0,01) zeigten jeweils keine statistisch signifikanten Unter-

schiede (s. Tab. 3.9).
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Tabelle 3.9: IgM-GMZ2-Reaktivitit (Verdinnung 0,01) im Stadt-Land-
Vergleich — Wilcoxon-Mann- Whitney-Test und Kruskal- Wallis-Test. (Rt. = Bundesstra-
Be, df = Freiheitsgrade)

Population A Population B p-Wert)

Lambaréne Dorfer 0.7801
Lambaréné Ndjolé 0.3502
Ndjolé Dorfer 0.9878
Zwischen o. g. Populationen 0.4405

(Kruskal-Wallis chi-squared = 10, df = 10)

Tabelle 3.10: Vergleich der IgG- und IgM-Serumreaktivititen gegen GMZ2 —
Wilcozon-Mann- Whitney- Test.

IgG-GMZ2 IgM-GMZ2 p-Wert

Pf-naiv Pf-naiv 0.4418
Median total Median total 0.1605
Mittelwert total Mittelwert total 0.1605

3.3.3 Vergleich der IgM- und IgG-GMZ2-Serumreaktivitat

Ein statistischer Vergleich der IgG- und IgM-GMZ2 sowie Pf-naiven Proben (p =
0,4418) nach Mittelwerten (p = 0,1605), Medianen (p = 0,1605) zeigte keinen signi-
fikanten statistischen Zusammenhang (s. Tab. 3.10).

3.4 Analyse der GMZ2-reaktiven Memory-B-Zellen

3.4.1 Durchflusszytometrische Analyse der B-Zellpopulationen, insbesondere
der klassischen und atypischen Memory-B-Zellen

Wir konnten von allen Studienteilnehmern PBMC isolieren und mithilfe durchfluss-
zytometrischer Messungen im FACS ihre MBC analysieren. Nach einer ersten Aus-
wertung der MBC der Screening-Blutproben wurde von den Probanden MP020,
MP036, MP040, MP041, MP044, MP070 und MPO073 zuséatzlich 100 ml venoses
Blut gewonnen aus denen die PBMC isoliert und fiir Folgestudien genutzt wurden

(s. Miillenbeck et al. 2013).[124]
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CD19
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Abb. 3.13: FACS gating fiir die Isolation von klassischen und atypischen Memory-B-
Zellen am Beispiel des PBMC-Isolats von MPO70 (AtM = atypische MemBC, CM =
klassische MemBC).[124]

Der Prozess des gating fiir die durchflusszytometrischen Isolation der klassischen
und atypischen MBC aller PBMC-Isolate der Studienpopulation wird in Abbildung
3.13 dargestellt. In den im FACS analysierten Proben befanden sich im Mittel 98,8
% Lymphozyten und davon 11,9 % CD19" B-Zellen (SD 0,8, Varianz 3,8) (s. Tab.
3.4.1).

Alle durchflusszytometrischen ermittelten B-Zell-Populationen werden nach naiven
und reifen B-Zellen, klassischen und atypischen MBC nach deskriptiver Analyse in
Tabelle 3.13 aufgefithrt. Die PBMC-Isolate aller Studienteilnehmer zeigten hohe Ra-
ten an zirkulierenden klassischen IgGT MBC (CD19tCD21TCD277") und atypischen
IgGT MBC (CD197CD21~CD277) gegen GMZ2. In der Pf-naiven Kontrollprobe
konnten zum Vergleich keine IgGTGMZ2*T MBC und deutlich weniger IgG~GMZ2™"
MBC detektiert werden. Die zirkulierenden naiven Vorlaufer-B-Zellen zeigten im Ge-
gensatz dazu, wie zu erwarten, eine insgesamt niedrige Reaktivitat (s. Abb. 3.14).
In Abbildung 3.15 werden auszugsweise die Ergebnisse der durchflusszytometrischen
Analyse von GMZ2-reaktiven klassischen und atypischen MBC aus dem vendsen
Blut der Probanden MP036, MP070 und MPO71 im Vergleich zu einer Pf-naiven
Referenzprobe im Dotplot dargestellt.

3.4.2 Analyse der klassischen und atypischen Memory-B-Zellen nach
geographischen und individuellen Subpopulationen

Analog zur Analyse der Serum-IgG- bzw. -IgM-Reaktivitiaten gegen GMZ2 nach
Subpopulationen wurde mit den durchflusszytometrischen Ergebnissen der naiven

BC und der klassischen und atypischen MBC, jeweils gegen GMZ2, vorgegangen.
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Abb. 3.14: Klassische und atypische IgGT GMZ2" MBC und IgGT™ GMZ2" naive Vor-
laufer BC im Bozxplot.
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Tabelle 3.11: Deskriptive Analyse im FACS-gating isolierten Lymphozyten und B-Zellen
(BC = B-Zellen, SD = Standardabweichung).

Zelltypen Lymphozyten BC (CD197)

in % in %
Pf-naiv 98,3 9,83
Minimum 96,6 2,3
1. Quartile 98,5 9,3
Median 99,1 11,3
Mittelwert 98,8 11,9
3. Quartile 99,3 14,7
Maximum 99,8 20,2
SD 0,8 0,6
Varianz 3,8 14,7
malaria naive MPO036 MPO70 MPO71
CM CM CM CM

A 0.04 % 0.7 % e DT % " 08%

AtM AtM
0% 0.8 %

GMz2

-'-"f.:"_-sl‘;":?‘

Y

CD21

Abb. 3.15: GMZ2-reaktive klassische und atypische Memory-B-Zellen der Probanden
MP036, MPO70 und MPO71 im Vergleich zu einer Pf-naiven Referenzprobe im Dotplot
(AtM = atypische MemBC, CM = Klassische MemBC).[124]
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Tabelle 3.12: Deskriptive Analyse der durchflusszytometrischen ermittelten
IgG* B-Zell-Populationen — Deskriptive Analyse der im FACS-gating isolierten IgG™
B-Zellen nach naiven und reifen B-Zellen, klassischen und atypischen MBC. CM, AtM
und naive BC jeweils in % von reifen BC' (CM = klassische MemBC, AtM = atypische
MemBC, BC = B-zellen, SD = Standardabweichung).

Zelltypen Reife BC CM AtM Naive BC
(CD19+) (CD21+CD27+) (CD21~CD27~) (CD21+CD277)
in % in % in % in %
IgG™ total
Pf-naiv 10,1 47,3 12,9 38,6
Minimum 7,80 1,96 13,60 5,87
1. Quartile 18,88 22,88 27,48 15,75
Median 23,55 33,55 37,40 19,40
Mittelwert 25,58 33,75 39,16 22,44
3. Quartile 31,80 42,62 50,65 24,82
Maximum 50,60 62,30 64,80 69,80
SD 9,87 13,88 14,50 12,36
Varianz 97,33 192,61 210,32 152,84
IgGT™ GMZ2"
Pf-naiv * 0 0 0
Minimum * 0,460 0,410 0,200
1. Quartile * 0,768 0,730 0,565
Median * 1,445 1,190 0,830
Mittelwert * 2,360 2,655 1,870
3. Quartile * 2,688 2,047 1,462
Maximum * 15,800 42,100 29,200
SD * 2,688 5,948 4,043
Varianz * 7,235 35,381 16,344
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Tabelle 3.13: Deskriptive Analyse der durchflusszytometrischen ermittelten
IgG~— B-Zell-Populationen — Deskriptive Analyse der im FACS-gating isolierten IgG~
B-Zellen nach naiven und reifen B-Zellen, klassischen und atypischen MBC. CM, AtM
und naive BC jeweils in % von reifen BC' (CM = klassische MemBC, AtM = atypische
MemBC, BC = B-zellen, SD = Standardabweichung).

Zelltypen Reife BC CM AtM Naive BC
(CD19%) (CD21*tCD27%) (CD21-CD277) (CD21tCD277)
in % in % in % in %
IgG™ total
Pf-naiv 86,9 20,7 2,55 75,8
Minimum 46,30 1,25 1,470 34,20
1. Quartile 66,08 10,68 4,115 64,62
Median 74,75 14,20 6,475 73,60
Mittelwert 72,53 15,74 9,324 71,21
3. Quartile 79,22 19,25 11,525 79,60
Maximum 91,30 42,10 42,800 93,50
SD 10,125 8,086 8,525 12,659
Varianz 102,519 65,385 72,675 160,253
IgG~ GMZ2"
Pf-naiv * 0,22 0,22 0,022
Minimum * 0,450 0,340 0,1800
1. Quartile * 0,660 0,665 0,3200
Median * 1,095 0,965 0,4400
Mittelwert * 1,504 1,758 0,8438
3. Quartile * 1,587 1,450 0,7125
Maximum * 9,480 35,800 17,8000
SD * 1,484 4,586 2,254
Varianz * 2,203 21,035 5,082
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Abb. 3.16: B-Zellpopulationen gegen GMZ2 nach Subpopulationen, um MPO0/1
bereinigt — Peripher zirkulierende Vorliufer BC, klassische und atypische MBC gegen
GMZ2 nach Subpopulationen (MBC = MemBC, Pf-naiv = naive Kontrollprobe, Total =
gesamte Studienpopulation exkl. MP041, Lbn = Lambaréné, Ndj = Ndjolé, Rt Ndj = Rt.
Ndjolé, PK1 = MP065 & MP066, Rt Fou = Route Fougamou, Sin = Sindara, NdSo =
Ndougou & Song exkl. MP041, MaKo = Mamiengué & Kouagna, Rt Lbv = Rt. Libreville,
36/70/71 = MP036, MP070 & MPO071).

In Abbildung 3.16 werden die genannten B-Zellpopulationen nach Subpopulationen
im Histogramm dargestellt. Die relativ betrachtet sehr hohen und moglicherweise
einem Messfehler zugrunde liegenden B-Zellwerte des Probanden MP041 aus Ndou-
gou (s. Abb. 3.16) verzerren die Darstellung im Histogramm und erschweren einen
Vergleich nach Regionen. Daher wurden die Mittelwerte bzw. Mediane der Gesamt-
population und der Subpopulation “Ndougou & Song” in der Darstellung im Histo-
gramm um den Probanden MP041 bereinigt.

Insgesamt zeigte sich eine hohe Anzahl an zirkulierenden atypischen MBC, vor allem

in der Gruppe der Pf-positiven Probanden und in der Subpopulation um Ndjolé.
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4 Diskussion

4.1 Studienpopulation

Gabun bot aufgrund seiner ganzjéhrig stabilen endemischen Pf-Transmission einen
idealen Studienstandort. Das MRU Lambaréné bietet zudem einen breiten Mit-
arbeiterstamm mit langjahriger Forschungserfahrung zu malariaspezifischen Frage-
stellungen.[39, 131, 154, 180, 210, 214]

Gesundheitsdefinition

Ziel der Studie war, die nattirlich erworbene Semi-Immunitét lebenslang malariaex-
ponierter gesunder Erwachsener gegen Plasmodium falciparum zu charakterisieren.
Doch was bzw. wer ist iiberhaupt gesund und welche Definition wird dafiir heran-
gezogen? Ist ein Individuum, das eine niedrige Parasitdmie aufweist, jedoch frei von
klinischen Infektionszeichen ist, gesund? Sind fast die Hélfte aller Probanden der
Studie bzw. fast dreiviertel der eingeschlossenen Frauen krank, weil sie einen Hamo-
globingehalt im anédmischen Bereich aufwiesen?

Der Gesundheitsbegriff ist heterogen, multifaktoriell und unterliegt einem stetigen
Wandel. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) prégte die Definition von Ge-
sundheit in ihrer Verfassung von 1948 als "Zustand volligen psychischen, physi-
schen und sozialen Wohlbefindens und nicht nur das Freisein von Krankheit und
Gebrechen*.[202] Dies galt als bahnbrechende Abkehr von zuvor dominierenden bio-
medizinischen Perspektiven, die Gesundheit als ein rein physisches Funktionsstadi-
um in Abwesenheit von Krankheit betrachteten, wurde jedoch auch fiir Absolutheit,
Unschérfe und mangelnde Uberpriifbarkeit kritisiert.[173]

Weitergehende Gesundheitsdefinitionen tauchten spéter in regionalen Berichten der
WHO auf. 1984 definierte das Regionale Européische Biiro der WHO Gesundheit
beispielwesie nicht mehr statisch, sondern in einer dynamischen Betrachtungsweise
eines Resilienzfaktors. Gesundheit sei das "Ausmaf}, in dem ein Individuum oder
eine Gruppe fahig ist, eigene Ziele zu erreichen und Bediirfnisse zu befriedigen
und Umwelteinfliisse entsprechend zu verdndern oder zu bewéltigen. Gesundheit
ist eine Alltagsressource, kein Lebensziel; es handelt sich um ein positives Kon-
zept, das soziale und personliche Ressourcen genauso hervorhebt wie die physische

Leistungsfiahigkeit.“[213] Fiir die zentrale Ottawa-Charta zur Gesundheitsférderung
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der WHO von 1986 wurde dennoch die weiterhin offiziell verwendete o. g Definition
von 1948 herangezogen.[203]

Viele Autoren aus dem medzinischen sowie geisteswissenschaftlichen Bereich schrei-
ben, es sei an der Zeit, den seit iiber 60 Jahren zentral verwendeten Gesundheits-
begriff von 1948 zu adaptieren, da eine Definition als Status des "volligen Wohl-
befinden® unter anderem kaum und erst recht nicht durchgehend erreicht werden
konne, und auch einer Entwicklung mittlerweile unter "normalen® Umstanden mit
chronischen Erkrankungen zu altern kaum gerecht werden koénne. Der Definition
entsprechend miissten im Umkehrschluss die meisten Menschen iiber weite Lebens-
spannen als "krank“ bezeichnet werden. Zudem wére ein solcher Gesundheitsstatus
kaum messbar.[24, 79, 85] Jules Romain beschrieb diesen Kritikpunkt schon in sei-
nem Theaterstiick von 1923 "Knock ou le Triomphe de la médecine“: "Gesunde
Menschen sind nur Kranke, die von ihrem wahren Zustand nichts wissen.“[158]

Die Wahl der Definitionen von Gesundheit und Krankheit sind nicht nur rein ethi-
scher Natur. Sie haben praktische Auswirkungen auf die Gesundheitsversorgung
bzw. beeinflussen die Entscheidungen, "was, wer und wie“ behandelt und wie das
Gesundheitssystem ausgerichtet werden sollte.[195] In einem offenen Brief an die
WHO kritisierten 2017 Vertreter von Ureinwohnern, Anthropologen und Arzten di-
verser Bevolkerungsgruppen weltweit (Amazonien, Patagonien, Papua Neu-Guinea,
Inuit, Nordamerika, Indien, Subsaharisches Afrika, China, Melanesien, Polynesien)
die offizielle Gesundheitsdefinition der WHO. Sie sei veraltet, sei unter anderem
"utopischer* und kaum “pragmatischer® Natur und fiir weite Teile der Weltbevol-
kerung untauglich. Sie identifizierten und beschrieben dabei verschiedene Schliissel-
konzepte, die in eine Neudefinition von Gesundheit bei der WHO einflielen sollten,
dazu zéhlten sie das "humane Gleichgewicht mit der Natur® sowie Spiritualitat und
Anpassungsfahigkeit.[29]

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass eine Sicht auf Gesundheit durch ein komple-
xes, dynamisches Zusammenspiel aus korperlichen, psychischen, sozialen Faktoren
ist und auch von kulturellen, ckologischen, 6konomischen und politischen Faktoren
beeinflusst wird.

Wir verwendeten in unserer Studie einen erweiterten Gesundheitsbegriff. Wir begrif-
fen in unserer Studie "gesunde Erwachsene® entsprechend als Individuen, die sich
subjektiv als gesund betrachteten, in der Lage waren, in ihrer Umwelt zu bestehen
und sich ihr entsprechend anzupassen bzw. vermochten, auf diese Einfluss zu nehmen
und sich weitgehend selbst zu regulieren. Dies beinhaltet, dass in den Messungen
erhobene Werte (z. B: Andmien, Parasitdmien) anhand von der WHO deklarier-

ten Grenzwerte als "pathologisch® eingeordnet werden kénnen, jedoch die einzelnen
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Probanden nicht notwendigerweise als krank einzuordnen sind. Unsere diagnosti-
schen Methoden wurden auf die Studienhypothese ausgerichtet. Viele Infektionen,

die beispielsweise auch Andmien verursachen konnten, wurden nicht untersucht.

Zusammensetzung der Studienpopulation

Die Geschlechterverteilung war in der Studienpopulation relativ ausgeglichen, es
nahmen etwas mehr mannliche, als weibliche Probanden teil. In der Literatur sind
diesbeziiglich kaum Informationen iiber geschlechtsspezifische Aspekte der mensch-
lichen Pf-Immunantwort zu finden. Der Bericht Gender, Health and Malaria von
der WHO (2007) geht auf ein erhohtes Erkrankungsrisiko schwangerer Frauen auf-
grund einer herabgesetzten Immunabwehr, des auf die Infektion der Plazenta spe-
zialisierten Plasmodium falciparum-Erythrozytenmembranprotein 1 (PfEMP1) und
Verhaltens-, sowie soziokonomische Faktoren ein, die auf eine hohere Pf-Exposition
und ein erhohtes Erkrankungsrisiko schlieflen lassen. Andere Untersuchung zeigten
jedoch, dass auch Méanner in ldndlichen Regionen aufgrund des Arbeitsverhalten ei-
ner hoheren Pf-Exposition ausgesetzt sein konnen.[204]

Das Alter der Probanden deckte ein breites Spektrum (19-51 Jahre) ab, wobei die
Altersgruppe der 20 bis 40jahrigen dominierte. Da die Studie den Pf-Immunstatus
von Probanden mit reifen und noch funktionalen Immunsystem darstellen sollte, ist
die Uberreprisentation dieser Altersgruppe von Vorteil.[91]

Der angegebene Wohnort der Probanden bildete nicht in jedem Fall dessen Le-
bensumfeld ab. So lebte beispielsweise der 23-jahrige Proband MP020 zwar in Lam-
baréné in unmittelbarer Umgebung des Albert-Schweitzer-Hospitals, verbrachte aber
seit Jahren den Grofteil seiner Zeit beim Fischfang in weit entlegenen Seegebieten
mitten im Regenwald.

Die anamnestisch erhobenen Angaben zu Malariapriaventionsmafinahmen waren nicht
vergleichbar. Die diesbeziiglich in der Case Report Form erhobenen Daten wurden in
der Befragung nicht spezifiziert bzw. erlautert, die Ergebnisse sind entsprechend nur
limitiert aussagekréftig. Viele Studien konnten einen eindeutigen préaventiven Effekt
von Innenrauminsektiziden und ITN ausmachen.[62, 211] Ergebnisse randomisierter
Studien aus Endemiegebieten mit stabiler Transmission zur Nutzung dieser Mala-
riapraventionsmafinahmen sind jedoch limitiert.[150] Auch die Angaben zu Fieber
in den letzten 48 Stunden waren wenig valide, da sie auf rein anamnestischen An-
gaben beruhten. Aus der langjahrigen klinische Erfahrungen in Gabun lasst sich
annehmen, dass die Angabe von Fieber auch bei Fieberfreiheit teilweise analog als
Ausdruck eines breiten Spektrums physischer oder auch psychischer Beschwerden

genutzt wird. Studien zeigten, dass anamnestische Angaben zum klinischen Mala-
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riaverlauf zum Teil wenig akkurat und die entsprechenden Symptome hochgradig
unspezifisch sind.[129, 132]

4.2 Blutbildparameter, Pf-Infektionsstatus und anamnestisch

erhobene Malariasymptome

Die lichtmikroskopische Untersuchung des Dicken Tropfen als quantitativer Nach-
weis eines Pf-Infektionsstatus, ist Goldstandard in endemischen Regionen. Der Vor-
teil des Verfahrens liegt in der Detektierbarkeit nahezu aller klinisch relevanten
Parasitamien.[94, 148] Nachteile dieser Methode sind jedoch unter anderem ihre
relativ geringe Sensitivitat bei sehr niedrigen Parasitenraten semi-immuner Indi-
viduen, die von epidemiologischen Interesse sind.[141, 136] Um eine exakte Erfas-
sung des Pf-Infektionsstatus unseres Probandenkollektivs zu ermoglichen, wéare der
Einsatz molekularbiologischer Detektionsmethoden interessant gewesen. Polymerase
chain reaction (PCR) basierte Verfahren verfiigen iiber die hochsten Spezifitdt und
Sensitivitat unter den Pf-Detektionsmethoden und sind besonders bei niedrigen Pa-
rasitenraten (< 0,0001 % Pf-infizierte Erythrozyten) asymptomatischer Tréger, wie
sie in unserer semi-immunen Studienpopulation zu erwarten waren, im Vorteil.[119]
Studien konnten zeigen, dass zum Teil zwei Drittel mikroskopisch negativer Proben
in der PCR positiv getestet werden konnten.[96] Da wihrend der Durchfithrung der
Studie die PCR-basierte Methode in Lambaréné nicht zur Verfiigung stand, musste
jedoch auf diese Methode vor Ort verzichtet werden.[39, 96]

Die nicht durchgehende Anwendung des Pf-Schnelltest birgt einen limitierenden
Faktor in der einheitlichen Erhebung des Pf-Infektionsstatus. Der verwendete Pf-
Schnelltest basiert auf der Detektion des wasserloslichen Pf-Proteins HRP-2, dem
am haufigsten verwendeten Pf-Schnelltestverfahren. HRP-2 wird wéhrend der ase-
xuellen Reifestadien auf Pf-infizierten Erythrozyten exprimiert.[17, 178] Seine Sen-
sitivitat fallt von sehr hohen Werten bei hohen Parasitdmien auf niedrige Werte
(< 70 %) bei Parasitdmien unter 50/ul ab. Zudem erméglicht er keine Quantifi-
zierung der Parasitdmie.[81, 164, 194, 1] Die gemessene Halbwertszeit des HRP-2
wurde in vitro bei bis zu ca. sieben Tagen angegeben.[46] Falsch-positive Reaktio-
nen sind unter anderem aufgrund einer Antigenpersistenz von bis zu 28 Tagen nach
erfolgreicher Antimalariatherapie mit Beseitigung asexueller Parasiten im periphe-
ren Blut moglich.[81, 164, 194, 1] Falsch-positive Ergebnisse kommen ebenfalls bei
Rheumafaktor-positiven Probanden ohne Pf-Infektion vor.[83] Die niedrige Sensi-

tivitdt bei niedrigen Parasitdmien, wie sie in unserer Studie bei asymptomatischen
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Erwachsenen zu erwarten waren, erklért falsch-negative Ergebnisse im Schnelltest
und auch die fehlende Konkordanz zu den Ergebnissen im Dicken Tropfen. Die ge-
messenen falsch-positiven Werte konnen anhand der Antigenpersistenz nach Infek-
tion und moglichen nicht erhobenen Begleitfaktoren (z. B. Rheumafaktoren) erklért

werden.

Das Ergebnis einer Pf-Infektionsrate asexueller Stadien von 8,3 % deckt sich mit an-
deren Untersuchungen im Studiengebiet. Adegnika et al. publizierten 2006 eine Un-
tersuchung von 145 Schwangeren in Lambaréné. Darin waren im peripheren Blut in
der mikroskopischen Lambaréné-Methode 13 Frauen Pf-positiv (9,0 %). In der real-
time PCR waren 43 Frauen (30 %) Pf-positiv. Insgesamt 30 (23 %) Frauen wiesen
dementsprechend submikroskopische Pf-Infektionen auf.[2] Es zeigt die Diskrepanz
zwischen mikroskopischen und submikroskopischer Pf-Pravalenz.[141, 96, 119, 136]
Unser Probandenkollektiv ist jedoch nicht unmittelbar mit dem Kollektiv der ge-
nannten Studie vergleichbar. Die ermittelten Pf-Infektionen unserer Studienteilneh-
mer lagen im Bereich von 11 bis 690 Parasiten pro ul, also durchweg im bei Be-
reich niedriger Parasitamieraten, und entsprachen in allen Féllen asymptomatischen
Infektionen.[205]. Es lieB sich in der Studienstichprobe kein direkter Zusammen-
hang zwischen einer Pf-Infektion und Fieber in den letzten 48 Stunden nachweisen.
Dies konnte auf subklinisch Verldufe asymptomatischer semi-immuner Trager deu-
ten, oder schlichtweg auf eine nicht ausreichend valide anamnestische Fiebererhe-
bung.

Die Rate an Andmien in der Studienpopulation war im Vergeich mit den WHO-
Referenzwerten mit fast 50 % sehr hoch.[208] Sie lagen hoher, als die ohnehin im
weltweiten Vergleich héchsten Andmiepréavalenzraten fiir den akfrikanischen Raum,
die in einer grofien WHO Metanalayse im Jahr 2011 mit einer Rate von 37% aller
nicht-schwangerer Frauen angegeben wurde.[207]

Eine kleine Einschrankung in der Bewertung der Hb-Ergebnisse kénnten in von
westlichen Referenzwerten divergierenden hdmatologischen Normwerten der lokalen
Bevolkerung liegen. In einer relativ kleinen Stichprobe wurden beispielsweise bei ge-
sunden Kindern in Lambaréné im Mittel niedrigere Hb-Werte, als im européischen
Vergleich gemessen. Ursidchlich konnte dafiir jedoch eine hohere Rate an subklini-
schen chronischen Pf-Infektionen sein.[82]

In der Studienstichprobe konnte kein Zusammenhang zwischen Fieber und An-
amie festgestellt werden. Dies kann an fehlerhaften Fieberangaben, nicht messbaren
submikroskopischen Pf-Infektionen oder einer zu kleinen Fallzahl (n = 6) an Pf-

positiven Individuen liegen. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass die genannten Pro-
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banden zwar eine Pf-Infektion aufwiesen, jedoch nicht an Malaria erkrankt waren,
sprich klinisch gesund waren. Zudem wurden viele fiir Andmien urséchliche Fakto-
ren, wie Erndhrungsdefizite (z. B. Eisen-, Folsdure, Vitamin B2-, Vitamin B12- oder
Vitamin A-Mangel), akute und chronischen Infektionen (z. B. Krebserkrankungen,
Tuberkulose), anderweitigen parasitéire Infektionen, angeborenen Stérungen der Hé-
moglobinsynthese und der Erthrozytenentwicklung (z. B. Sichelzellandmien, Thalas-
sdmien) oder auch mogliche Frithschwangerschaften bei weiblichen Probanden nicht
erhoben. Auch der Raucherstatus, der erh6hte Himoglobinkonzentrationen zur Fol-

ge haben kann, wurde nicht erhoben.[207]

Auftillig waren deutlich erhohte eosinonphile Granulozytenkonzentrationen. Sie sind
insofern interessant, da sie bei niedrigem hygienischen Standard und hoher Exposi-
tion gegeniiber humanparasitdaren Helminthen meist erhoht sind.[155] Man konnte
annehmen, dass in Dorfern mit niedrigem hygienischen Standard und konsekutiv er-
hohten Blutspiegeln eosinophiler Granulozyten auch eine erhohte Malariaexposition
vorherrscht, da womoglich weniger auf praventive Gesundheitsvorsorgemafinahmen
geachtet wird. Es war bei den eosinophilen Granulozytenkonzentrationen moglich,
eine Regression mit der I[gG-GMZ2-Reaktivitdt im Serum als spezifische Immunant-
wort auf Pf-Infektionen darzustellen (s. Abb. 3.5 D-E). Dies unterstiitzt die oben
aufgefithrte Hypothese, dass eine mangelnde Hygiene mit einer hoheren Malariaex-

position und einer folglich starkeren spezifischen Immunantwort einhergehen konnte.

4.3 GMZ2-reaktive IgG und IgM

Anti-Oberflichen-Ag-IgG korrelierten insbesondere in Studien in Ghana, Kenia, Ga-
bun und Tansania positiv mit protektiver klinischer Pf-Immunitét.[43, 93, 220, 106]
Eine Studie von Mamo et al. zeigte in Athiopien, einem Pf-Endemiegebiet, ebenfalls
signifikant hohere [gG-Pravalenzen fiir GMZ2, als jeweils fiir die zwei Komponenten
GLURP und MSP3, was laut der Autoren auf eine erh6hte Antigenizitit von GMZ2
schlieflen lasse.[107]

Die IgG- und auch IgM-GMZ2-Reaktivitidt der Studienpopulation war signifikant
hoher, als die der naiven Kontrolle. Die IgG-GMZ2-Reaktivitat der Pf-positiv ge-
testeten Individuen lagen alle iiber dem Mittel des Studienkollektivs. Der Vergleich
der Pf-positiven mit der Pf-negativen Gruppe ergab keine signifikanten Unterschie-
de, wobei auch hier limitierend eine rein mikroskopisch und auf Schnelltests basiertes

Screeningverfahren erwéihnt werden muss.

82



Es gab vor Studienbeginn 2010 kaum Vergleichswerte zu IgM gegen GMZ2 in der
Literatur, was fiir uns den Hauptgrund darstellte auch IgM-GMZ2-Reaktivitdaten
zu untersuchen. IgM scheint eine weniger bedeutsame bzw. spezifische Rolle in der
protektiven Pf-Immunabwehr zu spielen und sogar teilweise wesentliche Virulenz-
faktoren zu Ungunsten des Wirtes zu beeinflussen: Die Bindung von unspezifischem
IgM an das Oberflichenantigen PTEMP1 Pf-infizierter Erythrozyten begiinstigt die
erythrozytre Rosettenbildung und scheint auch bei der planzentéren Sequestration
eine Rolle zu spielen. Es konnte gezeigt werden, dass PfTEMP1 als spezifisches Fec-
Bindungsprotein durch Ahnlichkeiten zu bakteriellen Fe-Bindungsproteinen polyme-
ren IgM dient. Die gebundenen IgM wiirden protektive IgG-Epitope auf infizierten,
PfEMP1-prasentierenden Erythrozyten verdecken.[10, 88, 68, 170] Die Autoren einer
Studie nahmen hingegen an, dass die Rolle von IgM in der Malariaabwehr unter-
schatzt wiirde, da hohere IgM-Konzentrationen bei einer genetisch Pf-resistenteren
Ethnie in Mali iiberreprasentiert waren.[6] Die Stichprobe der genannten Studie
war jedoch sehr klein (n = 24), dariiber hinaus gibt sie keinen Hinweis auf Kau-
salitat. Pleass et al. (2015) stellten in ihrem umfassenden Review die Bedeutung
von IgM-Antikérpern in den Fokus. So sei IgM in seiner Effektorfunktion iiberle-
gen, ein Molekiil konne ein Pf-infizierten Erythrozyten eliminieren, im Vergleich
seien dafiir ca. 1.000 IgG notig. Jedoch scheint IgM im Vergleich zu seiner allgemein
zentralen Rolle in der Abwehr von Pathogenen bei der Pf-Abwehr eine ungew6hn-
lich geringe Funktion gegeniiber Pf-Blutstadien auszuiiben, was eventuell auf Pf-
Adaptationsmechanismen zuriickzufiihren sei. Neuere Evidenz deute jedoch auf eine
unerwartet wichtige Funktion in der préa-erythrozytaren Sporozoitenabwehr hin.[149]
In der Literatur sind kaum Daten zu IgM gegen MSP3, GLURP bzw. GMZ2 zu fin-
den.

Die in der Studie gemessenen IgG- und IgM-GMZ2-Konzentrationen korrelierten
nicht im Mittel, jedoch innerhalb der Verdiinnungsreihen miteinander. Im Vergleich
zur IgG-GMZ2-Reaktivitdt war der Unterschied zur Pf-naiven Kontrolle geringer
bei hoherer Streuungsbreite der Ergebnisse. Die nachweisbaren IgG- bzw. IgM-
Konzentrationen gegen GMZ2 der naiven Kontrolle sind dadurch zu erkliaren, dass
durch das Assay bedingte Kreuzrekationen moglich sind, die bei IgM aufgrund in der
Regel weniger affinen Antikorperbindungen bei IgM verstérkt vorkommen koénnen.
Zudem zirkulieren auch bei Malaria-naiven Individuen naive B-Zellen, die eine ge-
wisse Spezifitat fiir GMZ2 aufweisen konnen.[91] Da der ELISA ein relativ statisches
Verfahren ist, konnen auch unspezifische Ig-Bindungen eine Farbreaktion auslosen.
Die Reaktivitat der naiven Kontrolle lasst entsprechend nicht auf qualitative Effek-

torfunktionen schlief3en.
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Man muss insgesamt limitierend bedenken, dass die mittels ELISA erhobenen Ig-
Konzentrationen rein quantitative Ergebnisse produzieren. Detaillierte Bindungsei-
genschaften und Effektorfunktionen kénnen mit dieser Methode nicht untersucht

werden.

4.4 GMZ2-reaktive B-Zellen und Memory-B-Zellen

Es existieren widerspriichliche Studienergebnisse tiber die Rolle von MBC und lang-
lebigen Plasmagzellen hinsichtlich der Persistenz der natiirlich erworbenen Pf-Immu-
nitéat.[51] Migot et al. (1993) beobachteten in Madagaskar MBC gegen P. falciparum
nach acht Jahren ohne Reexposition.[97] Eine andere Studie gab Hinweise darauf,
dass MBC gegen P. falciparum in Kindern entweder kaum gebildet werden oder
kurzlebig sind bzw. auch bei initial guter Pf-Immunitéit keine ausreichende IgG-
Antwort bei Reinfektion geboostet werden kann.[48, 50] Spéatere Studien weisten
in Tiermodellen und in Menschen endemischer Regionen Pf-spezifische MBC und
langlebige Plasmazellen nach.[128, 146] Eine Studie untersuchte Pf-spezifische MBC
iiber ein Jahr und zeigte, dass die Nummer an MBC nach einer akuten Malairain-
fektion anstieg und nach sechs Monaten reduzierter Pf-Exposition bis zu einem zum
Ausgangswert leicht erhohten Anzahl abnahm.[199]

Man geht mittlerweile davon aus, dass die Entwicklung von Pf-spezifischen MBC mit
der kumulativen Exposition korreliert, nicht aber zwangslaufig mit dem Alter.[38,
199] Die grofie Pf-Antigenvariation konnte fir B-Zellen hinderlich sein, spezifische
MBC zu entwickeln. In chronischen Pf-Infektionen konnten eine erhéhte Anzahl
zirkulierender atypischer MBC festgestellt werden, ohne dies als vorteilhaft oder
nachteilhaft bewerten zu kénnen.[201] Es war vor der Studie noch nicht geklart, ob
atypische MBC protektive Serum-Ig in vivo produzieren. Auch blieb unklar, ob ei-

ne Antigenpersistenz fiir die Erhaltung einer protektiven Pf-Immunitat obligat wére.

Die PBMC-Isolate aller Studienteilnehmer zeigten hohe Raten an zirkulierenden
klassischen und atypischen IgG*t MBC gegen GMZ2. Bei den Pf-positiven Indivi-
duen waren die atypischen MBC relativ erhoht, wobei es sich dabei um eine zu
kleine Fallzahl handelt, um daraus Riickschliisse zu ziehen. Die Tatsache, dass alle
Individuen tiber erhohte Serum-IgG-Titer gegen GMZ2 (s. 3.3.1) mit einer deutli-
chen Reaktivitat klassischer und atypischer MBC gegen GMZ2 verfiigten, zeigt, dass
die gesamte Studienpopulation iiber reprasentative anti- Pf-Serum-IgG und entspre-
chende MBC-Antworten verfiigte.

Die MBC der in Abschnitt 3.4.1 herausgestellten Individuen MP036, MP070 und
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MPOT71 zeigten bei weiterfiihrenden Analysen eine hohe Pf-neutralisierenden IgG-
Aktivitat (s. Abb. 4.1). Die letztendlich fiir einen Heilungsprozess entscheidende Pf-
Neutralisation hangt dementsprechend nicht allein von der Quantitéit entsprechender
Antikorper gegen GMZ2 ab, sondern auch von deren Ig-Bindungseigenschaften. Es
zeigt sich, dass zum Studienzeitpunkt die Probanden MP071 und MP036 tiber sehr
effektive IgG gegen Pf verfiigten.[124]

MPO71 MP036

100,
MPOQ70

50

Pf neutralization (%)

Abb. 4.1: Pf-Neutralisation der Serum-IgG der Studienpopulation im Ver-
gleich zu einer Chloroquine-Lésung Relative neutralisierende 3D7 "¢ Aktivitit von
100 pg/ml gereinigten Serum-IgG von Studienteilnehmern im Vergleich zu einem poly-
klonalen IgG-Serum-Losung einer Pf-naiven Referenzprobe (0 % Neutralisation) und 50
mMio IE Chloroquine (100 % Neutralisation). Die Punkte reprdsentieren die Proben der
Studienpopulation (gestrichelte graue Linie = Chloroquinelosung). MP036, MPO70 und
MPO71 sind markiert.[124]

In der Pf-naiven Kontrollprobe konnten zum Vergleich keine [gGTGMZ2™ MBC
und deutlich weniger IgG~GMZ2" MBC detektiert werden. Schon die grofie Va-
rianz der [gM-GMZ2-Reaktivitat (s. 4.3) deutet auf eine unspezifischere Effektor-
funktion bei unausgereifteren Anitgenbindungsstellen der IgM hin. Wie in Abschnitt
1.3.6 dargestellt, scheinen post-GC-CD27IgM™ MBC friih und relativ unspezifisch
zu reagieren und eine sekundire Keimzentrumsreaktion mit Ig-Klassenreifung zu
triggern.|[18, 114]

Ohne Pf-Antigenkontakt konnte sich bei unserer naiven Probe kein spezifischeres
[gG-Memory entwickeln. Die zirkulierenden naiven Vorlaufer-B-Zellen zeigten, wie
zu erwarten, eine insgesamt sehr niedrige Reaktivitét (s. Abb. 3.14).

Es sticht eine relativ zu den klassischen MBC erhoéhte Frequenz an zirkulierenden
atypischen MBC gegen GMZ2 hervor. Im Vergleich der beiden MBC-Kompartimente
der Pf-positiven Gruppe sind die klassischen MBC im Vergleich mit den atypischen
MBC unterrepréasentiert, was auf die Pf-inhibitorische Effektorfunktion der atypi-
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schen MBC hinweisen konnte. Auch fallt die tiberproportional hohe Anzahl atypi-
scher MBC der Population aus Ndjolé auf, wobei hier auch die Vorladufer B-Zellen
insgesamt erhoht sind.

Vor unserer Studie wurde von Weiss et al. (2009, 2010, 2011) dargelegt, dass eine
Pf-Infektion mit der Haufungen zirkulierender atypischer (FcRL41T) MBC assozi-
iert ist.[201, 199, 200] Anhand einer Studie von Moir et al. (2008), die Zeichen
funktionaler Erschopfung und Hyporesponsivitéit atypischer MBC bei chronischen
HIV-Infektionen nachgewiesen hatte, war die Hypothese aufgestellt worden, ihre
Funktionalitat konne gestort sein.[118]

Muellenbeck et al. (2013) zeigten in den Folgeuntersuchungen dieser Studie, die
mit den PBMC-Isolaten der erweiterten Blutproben der oben genannten sieben
Probanden durchgefiithrt wurden, folgendes: isolierte atypische GMZ2-spezifische
MBC zeigten durchschnittlich héhere Raten an somatischen Hypermutationen im
V-Gensegment, als klassische MBC. Um die Antigenreaktivitéit klassischer und aty-
pischer MBC zu untersuchen, wurden rekombinante monoklonale Antikérper bei-
der MBC-Komparti-mente hergestellt. Beide wiesen GMZ2-non-polyreaktive und
poylreaktive Antikorper auf, das atypische MBC-Kompartment wies hohere Ra-
ten an polyreaktiven Antikorpern auf. Es konnte somit gezeigt werden, dass beide
untersuchten MBC-Kompartimente Pf-inhibierende IgG-Antikérper in einem Kul-
turmedium kodieren. Es steht aus festzustellen, ob atypische MBC eine vollstan-
dige Memory-Funktion aufweisen oder schlichtweg kurzlebige Ig-sezernierende B-
Zellsubpopulation darstellen.[124]

Eine Studie von Zinoecker et al. (2015) in Mali zeigte jedoch, dass die jeweili-
gen IgG-V-Genrepertoires auffillige Ahnlichkeiten aufwiesen, sodass von einem ho-
hen Verwandtschaftgrad zwischen atypischen und klassischen MBC ausgegangen
wurde.[221] Portugal et al. (2015) beschrieben anhand jiingerer Daten, dass die
B-Zellrezeptoren Pf-assoziierter atypischer MBC {iber reduzierte Signal- und Effek-
torfunktion verfiigen und in wvitro nicht in aktive Ig-szernierende Zellen differenzie-
ren. [152] Dies kénnte ein Hinweis fiir die ineffiziente Entwicklung einer humoralen
Malaraiimmunitat sein. Sullivan et al. (2015) beschrieben, dass atypische MBC ez
vivo spontan nur geringe Ig-Mengen produzieren und eine Hochregulation des FcRL5
aufweisen, eine hohe Pf-Exposition ging mit erhohten FcRL5™ atypischen MBC ein-
her. Sie stellten die Hypothese auf, dass atypische MBC funktionale Unterschiede

zu klassischen MBC aufweisen und moglicherweise dysunktional sind.[179]
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4.5 Vergleich der Pf-lImmunantwort nach geographischen

Subpopulationen im Stadt-Land-Vergleich

Fiir die Gesundhheitsversorgung und praventive Mafinahmen ist ein besseres Ver-
stdndnis der unterschiedlichen Entwicklung und Verteilung von Malariaerkankun-
gen sowie deren Behandlungsstrategien in innerstadtischen und landlichen Regio-
nen von grofler Relevanz.[216] Einige Studien legen nahe, dass landliche Regionen
aufgrund eines vermeintlich hoheren Expositionsrisikos und geringeren Zugangs-
moglichkeiten zu Praventionsmafinahmen ein héheres Malariarisiko aufweisen, als
urbane.[190, 140, 76] Demgegeniiber steht ein Trend einer Zunahme von Infektions-
krankheiten in urbanen Regionen.[76, 115, 183, 90, 4] Es liegen dabei kaum Daten
zu Unterschieden im Pf-Immunitatsstatus zwischen landlichen und urbane Regionen
vor. Dariiber hinaus erschwert ein Fehlen einer international akzeptierten einheit-
liche Definition von landlichen und stddtischen Rdumen die Vergleichbarkeit von
Daten im Stadt-Land-Vergleich.[183]

Die Probanden wurden in acht Gemeinden rekrutiert, davon gelten zwei Gemein-
den (Lambaréné und Ndjolé) nach gabunischer Definition als Stadte, alle weiteren
sind ldndliche Ansiedlung im Regenwaldgebiet. Die Regierung Gabuns deklariert
landesweit insgesamt 13 Siedlungen als Stédte.[69] In Lambaréné lebten im Jahr
2011 23.457 Einwohner (Bevélkerungsdichte 703,36 /km?), in Ndjolé 4.209 Einwohner
(Bevolkerungsdichte 107,04/km?) und zum Vergleich in der Hauptstadt Libreville
493.351 Einwohner (Bevélkerungsdichte 740,77 /km?).[69] Die Stadt Ndjolé verfiigte
im Gegensatz zur Stadt Lambaréné trotz der niedrigeren Einwohnerzahl zusatzlich
iiber eine Schienenverbindung mit regelméfligem Zugverkehr in die Hauptstadt und
stellt damit eine hochfrequentierte Route in andere Landesteile dar, mit entsprechen-
der Infrastruktur. Es liegen keine Informationen iiber die Bevolkerungsdichten der
eingeschlossenen Dorfer vor. Sie sind jedoch in der subjektiven Betrachtung deutlich
kleiner, als Ndjolé.

Fir die Auswertung der Studienergebnisse wurden die landlichen Gemeinden (Dor-
fer) gruppiert. Die Stichproben der einzelnen Gemeinden wurden explorativ un-
tersucht, weil die Gruppen jeweils zu klein waren, um einen validen statistischen

Vergleich durchfithren zu kénnen.

In der Literatur stehen keine Vergleichswerte fiir [gG oder IgM gegen GMZ2 subklini-
scher Probanden im Stadt-Land-Vergleich zur Verfiigung. In der Studienpopulation
waren die [gG-GMZ2-Reaktivitaten der landlichen Stichprobe signifikant hoher, als
in der Stichprobe aus Lambarénés. Die Stichprobe aus der Stadt Ndjolé lag, wiirde
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man die Stadtkriterien zugrunde legen, tiberraschenderweise ebenfalls tiber alle Pro-
banden hinweg tiber dem Mittel der Stadt Lambaréné. Die IgM-GMZ2-Reaktivitdaten
waren heterogener, bei groflerer Varianz und wiesen keine signifikanten Unterschiede
im Stadt-Land-Vergleich auf.

Die Ergebnisse des Vergleichs der GMZ2" klassischen und atypischen Memory-B-
Zellkompartimente stellen sich insgesamt sehr heterogen dar. Die relativ betrachtet
sehr hohen und moglicherweise einem Mess- oder Ubertragungsfehler zugrunde lie-
genden B-Zellwerte des Individuums MP041 aus Ndougou (s. Abb. 3.16) verzerren
die Darstellung im Histogramm und erschweren einen Vergleich nach Regionen, wes-

halb die Darstellung um dieses Individuum bereinigt wurde.

In einem Vergleich zwischen Malariaerkrankungen in Lambaréné und Libreville zeig-
te Libreville eine signifikant hohere Rate an schweren Malariaerkrankungen. Die Au-
toren nehmen an, dass ein geringere Zugang zur Gesundheitsversorgung aufgrund so-
ziookonomischer Schwierigkeiten grofler kinderreicher Bevolkerungsgruppen die ho-
here Sterblichkeit begriinden konnte.[84] Weitere Studien zeigten zwar, dass eine
erhohte Transmissonsrate eine erhohte Rate an Malariaerkrankungen zur Folge hat,
jedoch die Rate an Féllen zerebraler Malaria mit einer erhohten Sterblichkeitsrate in
niedrigen bis mittelgradigen Transmissionsgebieten hoher ist.[137, 70] Trotz dessen
zeigen Daten, dass mit einer Abnahme der Transmission die Gesamtmalariasterblich-
keitsrate ebenfalls abnimmt. Die erhohte Setberlichkeitsrate bei zerebraler Malaria
in Regionen niedriger Transmission wiirde demnach durch eine dort insgesamt ge-
ringere Rate an zerebraler Malaria zu erkldren sein.[138]

Ein grofler Unterschied der fiir die Studien aufgesuchten Gemeinden ist neben der La-
ge, Grofle, Bevolkerungsdichte und dem soziookonomischen Status der Bevolkerung
die Distanz bzw. die Verfiigbarkeit von Transportmitteln zum néchstgelegenen, fiir
eine Malariabehandlung qualifizierten medizinischen Versorgungszentrum. Von den
in die Studie eingeschlossenen Gemeinden verfiigte einzig die Stadt Lambaréné iiber
ein Krankenhaus, dem Albert-Schweitzer-Krankenhaus als tiberregionales medizini-
sches Versorgungszentrum. In allen anderen eingeschlossenen Gemeinden standen in
den Jahren vor und zum Zeitpunkt der Probenerhebung keine Pf-Detektions- oder
ambulante oder stationare Interventionsmoglichkeiten zur Verfiigung.

Man konnte also die Hypothese aufstellen, dass sie Pf-Infektionen nur eingeschréankt
qualifiziert diagnostizieren und therapieren konnten und konsekutiv eine relativ ho-
here Pf-Immunitat entwickelt haben. Der Vergleich der Stichproben aus den Stad-
ten Lambaréné und Ndjolé weist darauf hin, dass die Pf-Immunitéit nicht notwen-

digerweise von der Urbanitat, sondern moglichweise vielmehr von medizinischen
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Diagnostik- und Versorgungsmoglichkeiten abhangen konnte.[30] Dies ist jedoch auf-
grund der kleinen Stichproben nur limitiert aussagekraftig. Zudem fehlt fiir einen
iibertragbaren Vergleich eine international einheitliche Stadt-Land-Definition.

Es liegen bislang keine publizierten Referenzuntersuchungen der Pf-Immunitéit nach

regionalen Subgruppen fiir das Studiengebiet vor.

4.6 Ausblick

Fiir die in den Entwicklungs-Milleniumzielen der Vereinten Nationen definierte Ma-
lariaeradikation ist eine Entwicklung eines effektiven Malariaimpfstoffes sowie ein
umfassendes epidemiologisches Verstéindnis von zentraler Bedeutung. Ein weiterrei-
chendes Verstandnis der adaptiven Pf-Immunantwort und insbesondere des serolo-
gischen Pf-Memorys ist notwendig. Die Ursache der Abnahme der MBC-Antworten
iiber die Zeit muss dringend identifiziert werden, um durch Malariaimpfstoffe ei-
ne robuste bzw. langlebige Immunitét erreichen zu koénnen. Eine Kombination des
moderat effektiven pra-erythrozytaren Impfstoffes Mosquirix (RTS,S/AS01) (s. Ab-
schnitt 1.4.5) mit einem Blutstadienimpfstoff im Sinne einer Multistadienimmunitét
konnte von Vorteil sein.

Unter den Antikoérpern nehmen IgG die Hauptabwehrfunktion wahr, das serologi-
sche Memory mit langlebigen und effektiven MBC ist zentral fiir den Erhalt einer
Pf-Semi-Immunitét. Es bleibt herauszufinden, ob atypische MBC eine vollstindig
funktionale Gedachtnisfunktion einnehmen, ob sie den kurzlebigen Ig-sezernierenden
Zellen zuzuordnen sind oder eine das serologische Memory inhibierende Funktion
ausiiben. Es wurden nur MBC aus dem periphervendsen Blut untersucht. Man kénn-
te vermuten, dass bei einer Pf-Infektion atypische MBC aus dem Knochenmark
aktiviert werden. Weitere Studien von MBC aus den priméren und sekundéren lym-
phatischen Organen wéren aufschlussreich.

Die hier dargestellte Untersuchung der Antikérper und Memory-B-Zellen gegen
GMZ2 betrachtet quantitative Aspekte im zeitlichen Querschnitt. Es sind weitere
Studien notwendig, die qualitative Bindungseigenschaften und Effektorfunktionen
der fiir die adaptive Pf-Immunitét relevanten IgG zu untersuchen.

Zudem sollten auch andere Pf Antigene untersucht werden. Es existieren mittler-
weile Arrays, auf denen fast das gesamte Pf-Proteom repréasentiert ist. Die derzeit
erfolgversprechendsten Malariaimpfstoffkandidaten basieren auf der Impfung von
ganzen Plasmodium falciparum-Sporozoiten (PfSPZ).[31, 77, 120, 157] Mordmiiller
et al. erreichten in einer kiirzlich veroffentlichten Studie einen sterilen Malariaschutz

(100 %). Sie impften dazu gesunde malaria-naive Erwachsener intravends mit steri-
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len, aufgereinigten und kryokonservierten PfSPZ unter Chloroquin-Prophylaxe bei
insgesamt guter Vertraglichkeit. Weitere Studien, die unter anderem die Dauer eines
entsprechenden Malariaschutzes, die Ubertragbarkeit auf endemische Regionen mit
natiirlichen Infektionen und Impfungen von Risikopopulationen einschlieflen, seien
notwendig. Zudem sollte, neben der B-Zell-und Antikorperforschung, nach den neus-
ten Forschungsergebnissen der Fokus auch auf T-Zellfunktionen und insbesondere
Memory-CD4-T-Zellen gelegt werden.[120]

Neben den immunologischen Schutzmechanismen ist ein tiefgreifendes Verstandnis
der offentlichen Gesundheitsversorgung in endemischen Gebieten zur Malariabe-
kdampfung notwendig. Daten zur natiirlich erworbenen Immunitiat von Stadt- und
Landbevolkerungen bringen Hinweise fiir entsprechende epidemiologische Schutz-
mafinahmen. Es ist daher wichtig, weitere Informationen iiber regionale Einfluss-
faktoren auf die adaptive Pf-Immunitiat herauszuarbeiten. Dabei sollten Untersu-
chungen mit groBleren Stichproben und standardisierten, vergleichbaren epidemiolo-
gischen Einflussgrofien arbeiten.

Die spezifische Darstellung der Ndjolé-Region kann fiir weitere Fragestellung und

die Wahl von Stichproben fiir Malariastudien in Gabun interessant sein.

Im Laufe der Enstehung dieser Inaugural-Dissertation konnte ein weiterer Riickgang
der weltweiten Pf-Prévalenz verzeichnet werden, der hoffnungsvoll stimmt. Laut der
WHO sind die Malaria-Mortalitatsraten zwischen 2000 und 2013 um 47 % weltweit,
und um 54 % in der afrikanischen Region gesunken (s. Abb. 4.2).[211]

Abb. 4.2: Weltweite Prdavalenz der Malaria tropica - Entwicklung von 2000 tber 2010
bis 2015 im Vergleich innerhalb der stabilen Ubertragungsgrenze. Der abgebildete Kenn-
wert (PfPRy—10) ist die nach Alter genormte P. falciparum Parasitenrate. Sie beschreibt
den geschdtzten Anteil 2-10 Jahre alter Individuen der Allgemeinbevilkerung, die auf das
jeweilige gemittelt jeweils mit P. falciparum infiziert waren.[192]
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5 Zusammenfassung

Die durch Pf verursachte Malaria tropica bedroht weltweit bis zu 3,3 Mrd. Men-
schen mit vielen Todesféllen, allein 438 000 im Jahr 2015. Sie zahlt zu den gréfiten
Herausforderungen des offentlichen Gesundheitssystems in hochendemischen Gebie-
ten mit einer sehr hohen Morbiditit und Mortalitét fiir Kinder in Afrika stidlich der
Sahara. Der Entwicklung eines hocheffektiven Malariaimpfstoffes wird eine zentrale
Rolle in der weltweiten Malariaeliminierung beigemessen. Die natiirlich erworbene,
nicht sterile Pf-Immunitat ist ein Modell fiir die Entwicklung von Impfstoffen, al-
lerdings ist sie bislang nicht gut verstanden. Es existiert in der klinischen Praxis
noch kein hochwirksamer Impfstoff; der fortgeschrittenste Impfstoftkandidat RTS,S
bietet allenfalls moderaten und kurzlebigen Schutz.

Antikorper spielen eine wichtige Rolle in der natiirlich erworbenen Immunitat ge-
gen die asexuellen Blutstadien des Pf, die fiir Symptome und Komplikationen einer
Malaria verantwortlich sind. Ziel der Studie war, durch die Analyse der humora-
len Pf-Blutstadienimmunitét malariaexponierter, klinisch gesunder Erwachsener in
Gabun, einem Endemiegebiet fiir Pf, einen Beitrag zum Verstdndnis der natiirlich er-
worbenen Pf-Immunitéit unter Beriicksichtigung epidemiologischer Einflussfaktoren
zu leisten. Dazu wurden die Antikérper Immunglobulin G (IgG) und Immunglobulin
M (IgM), sowie klassische und atypische Memory-B-Zellen semi-immuner Individuen
gegen das Pf-Fusionsprotein GMZ2, einem Malariaimpfstoffkandidaten, untersucht
und hochaffine Memory-B-Zellen fiir Folgestudien isoliert.

Die Studie wurde in der fiir Pf hochendemischen Region um das Albert-Schweitzer-
Hospital Lambaréné in Gabun, Zentralafrika, durchgefithrt. Von 60 gesunden er-
wachsenen Individuen wurden GMZ2-spezifische IgG und IgM im Serum mittels
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) und GMZ2-reaktive naive, klassische
und atypische Memory-B-Zellen mittels Zytometrie untersucht. Zusatzlich wurden
Global Positioning System-Daten (GPS) der Wohnorte der Individuen, Angaben zu
Malariapraventionsmafinahmen und Fieber erhoben und eine hamatologische und
parasitologische Routinediagnostik durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden nach re-
gionalen Subpopulationen und insbesondere im Stadt-Land-Vergleich miteinander
verglichen.

Alle eingeschlossenen Individuen (19-51 Jahre) im iiber 2.000 km? grofien Studien-
gebiet zeigten hohe IgG- und IgM-Spiegel gegen GMZ2; die IgG-Reaktivitat (MW
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3,343 OD, SD 0,309 OD bei 0,1 pg/ml) war im Mittel 13-mal hoher, als die der nai-
ven Referenzprobe (p = 0,0006), die IgM-Reaktivitat (MW 3,003 OD, SD 0,618 OD
bei 0,1 pg/ml) um den Faktor 6 (p = 0,0281) bei grofierer Streuung der Messwer-
te. Bei allen Individuen liefen sich im Vergleich zur Pf-naiven Referenzprobe hohe
Raten an zirkulierenden klassischen und atypischen IgGTGMZ2" Memory-B-Zellen
nachweisen. Atypische IgGTGMZ2" Memory-B-Zellen wiesen hohere Frequenzen
auf, als die der klassischen IgGTGMZ2" Memory-B-Zellen und waren insbesonde-
re bei Pf-positiven Individuen relativ erhéht. Individuen aus der Stadt Lambaréné
wiesen eine signifikant niedrigere IgG-Reaktivitdt gegen GMZ2 auf, als die der In-
dividuen aus lindlichen Regionen (p = 0,0048) sowie der Individuen aus der Stadt
Ndjolé (p = 0,0297). Letztere unterschieden sich nicht signifikant von Individuen aus
landlichen Regionen. Die IgM-Reaktivitat zeigte zwischen den regionalen Subpopu-
lationen keine signifikanten Unterschiede. Ein Vergleich der Memory-B-Zellen gegen
GMZ2 zeigte im regionalen Vergleich keine statistisch signifikanten Unterschiede,
jedoch im Trend hohere Werte fiir Individuen aus der medizinisch unterversorgten
Region um die Stadt Ndjolé nordlich von Lambaréné.

Fiir eine detaillierte Untersuchung der regionalen Subpopulation war die Stichpro-
be jedoch zu klein. Zudem wurden keine hochsensitiven Pf-Detektionsmethoden fiir
submikroskopische Infektionen eingesetzt.

Fiir eine in den Entwicklungs-Milleniumszielen definierte weltweite Malariaeradika-
tion ist die Entwicklung eines hocheffektiven Malariaimpfstoffes sowie ein umfassen-
des Verstédndnis epidemiologischer Einflussfaktoren von zentraler Bedeutung. Dafiir
sind weiterfiithrende Erkenntnisse iiber die effektiven und inhibierenden Funktionen
der humoralen Pf-Immunantwort, insbesondere der IgG-, IgM-Funktionen und der

verschiedenen Memory-B-Zellklassen, notwendig.
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Abstract

Plasmodium falciparum (Pf) induced tropical malaria threatens up to 3.3 billion
people and is responsible for many deaths; 438 000 in 2015 alone. With a very high
morbidity and mortality for children in sub-Saharan Africa it is one of the key chal-
lenges for public health in highly endemic areas. The development of an effective
malaria vaccine has been given a central role in the quest for global malaria eliminati-
on. Naturally aquired, non-sterile immunity to Pf is a basis for vaccine development.
However, it is understood only in part. A clinically applied highly effective vaccine
does not yet exist. The most advanced clinical trials vaccine candidate RTS,S only
embues moderate and short-lived protection.

Antibodies play an important role in the non-sterile, naturally acquired immunity to
the asexual blood stages of Pf, which are responsible for the clinical manifestations
and complications of malaria. The aim of the study was to achieve a contribution
to the understanding of naturally acquired immunity against Pf by analysing the
asexual blood stage immunity of life-long exposed, clinically healthy adults while
taking the influence of epidemiological factors into account. To this end, Immuno-
globuline G (IgG), Immunoglobuline M (IgM) and calssical and atypical memory B
cells of semi-immune individuals have been examined against the Pf fusion protein
GMZ2, a malaria vaccine candidate. Highly affine memory B cells were then isolated
for follow-up studies.

The study was conducted in a highly malaria-endemic region around the Albert
Schweitzer Hospital in Lambaréné, Gabon, Central Africa. GMZ2-specific IgG and
IgM from 60 healthy adult individuals were examined in serum by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA); respectively GMZ2 specific naive, classical and aty-
pical memory B cells were examined by cytometry. Data on the individuals residence
global positioning system (GPS) locations, malaria prevention measures and histo-
ry of fever were collected and routine hematological and parasitological diagnostics
were performed. The individual results were regrouped into regional subpopulations
and compared against each other, specifically regarding urban and rural residencies.
All enroled individuals (19-51 years) in the > 2,000 km? study area showed high
IgG and IgM levels against GMZ2; the IgG reactivity (M 3.343, SD 0.309 at 0.1
pg/ml) was on average 13 times higher than that of the naive reference sample (p
= 0.0006); IgM reactivity (M 3.003, 0.618 SD at 0.1 ug/ml) was also found to be
raised by a factor of 6 (p = 0.0281) although with a larger variance of measured
values. When compared against the naive reference sample, high rates of circula-
ting classical and atypical IgGT memory B cells against GMZ2 were also detected
in all individuals. Atypical [gGTGMZ2" memory B cells were relatively increased,
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especially in Pf-positive individuals. Residents of the city of Lamberéné showed a
significantly lower IgG reactivity against GMZ2 than residents of rural areas (p =
0.0048) and to the residents of the city of Ndjole (p = 0.0297). Whereas residents
of Ndjolé showed no significant difference to the residents of rural areas. The IgM
reactivity was similar between urban and rural subpopulations. A comparison of
the memory B cells against GMZ2 by these geographical subpopulations revealed
no statistically significant results, but did however, show a trend for higher frequen-
cies of atypical memory B cells in the remote region around the city Ndjolé north
of Lambaréné. However, the sample size was too small for a detailed analysis of
regional subpopulation. In addition, no highly sensitive Pf detection methods for
submicroscopic infections have been used.

The development of a highly effective malaria vaccine would greatly facilitate achie-
vement of malaria control and eradication, one of the Millennium Development
Goals. Therefore, a better understanding of the effective and inhibitory functions of
humoral Pf immunity, in particular the understanding of the role of IgG, IgM and

the various memory B cell classes, is required.
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