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ZUSAMMENFASSUNG

Jingste Berichte deuten darauf hin, dass ein erheblicher Teil der mit Artemisininen bei
schwerer Malaria behandelten Patientinnen eine verzdgerte hamolytische Reaktion
(Post-Artemisinin delayed hemolysis - PADH) etwa zwei bis sechs Wochen nach
Behandlung erfahrt, die eine durch Malaria hervorgerufene Hamolyse Ubersteigt [1-3].
Bisher wurden keine Todesfalle auf PADH zuriickgefihrt, jedoch wurde bei einem
afrikanischen Kind mit PADH ein Hamoglobin (Hb)-Nadir von 2,8 g/dL berichtet [4].
Derzeit wird die PADH auf einen verzogerten Zellzerfall von ehemals-infizierten
Erythrozyten (oie) zurlickgefuhrt, deren intrazellular gelegene Parasiten nach
Artemisinin-Therapie durch den Prozess des Pittings in der Milz entfernt wurden [5]. Die
unkomplizierte Malaria ist in Endemiegebieten um ein Vielfaches haufiger als die schwere
Malaria. Die wenigen Studien Uber PADH nach oraler Artemisinin-basierter
Kombinationstherapie (ACT) bei unkomplizierter Malaria beschrieben einen Rickgang
der Hamatokritwerte oder Abfall des Hbs bei <10% der Patientinnen [6—-8]. Bei einer sehr
sensitiven Definition von Hamolyse zeigten jedoch acht von 20 Patientinnen mit
importierter unkomplizierter Malaria eine Hamolyse nach oraler ACT [9]. Ziel der Arbeit
ist, das Vorkommen einer verzdgerten Hamolyse bei unkomplizierter Malaria nach oraler
Therapie in einem Malaria-Endemiegebiet zu untersuchen [10]. Hierfur wurde eine
prospektive Beobachtungsstudie am Centre de Recherches Médicales de Lambaréné
und am Centre de Recherches Médicales de la Ngounié in Fougamou durchgefihrt. Der
priméare Endpunkt verzogerter Hamolyse wurde definiert als erniedrigter Haptoglobinwert
und erhdhte Laktatdehydrogenase an T14. Die Patientinnen wurden gemaf regionaler
Empfehlung mit ACTs behandelt. Zeitgleich fand am Studienort eine ein-armige Phase-
2-Studie zur Testung von Fosmidomycin-Piperaquine (Fospip) als Non-ACT bei
unkomplizierter Malaria statt. Patientinnen, die an dieser Studie teilnahmen, wurde
ebenfalls eine Teilnahme in unserer Studie angeboten. Zwischen Marz 2015 und Januar
2016 wurden n=93 Patientinnen mit unkomplizierter Malaria rekrutiert, von denen 69
beziglich des primaren Endpunktes an T14 evaluierbar waren. Sechs Patientinnen (9 %)
erfullten die Kriterien einer verzégerten Hamolyse. Hb-Abfélle nach der Therapie wurden
nicht beobachtet (kompensierte Hamolyse). Bei 76 % der Studien-Patientinnen bestand
am Screeningtag eine mittlere bis schwere Andmie, an T14 wurde bei keinem der

Patientinnen eine schwere Anamie beobachtet. Risikofaktoren wie Alter, initiale



Parasitamie, pratherapeutischer Hb-Wert und das Therapieregime (ACT vs. Fospip)
zeigten keine Assoziation mit dem Auftreten einer verzégerten Hamolyse. Es wurde eine
signifikante Korrelation zwischen der Parasitamie und dem Auftreten von oie nach
Therapie festgestellt, jedoch nicht zwischen dem Auftreten von oie und einer Hamolyse
bzw. Hb-Veranderungen. Der vorpublizierte oie-Schwellenwert als Risikofaktor fur das
Auftreten einer PADH (0,18/pL) [5] wurde von einer Patientin Uberschritten, die keine

Hamolyse zeigte.

ABSTRACT

Recent reports suggest that a substantial proportion of patients treated with artemisinin
drugs for severe malaria experience delayed hemolytic reactions exceeding the
hemolysis attributable to malaria [1,2]. Delayed hemolysis occurs two to six weeks after
antimalarial treatment [3]. So far, no deaths have been attributed to post-artemisinin
delayed hemolysis (PADH), yet a nadir in hemoglobin (Hb) as low as 2.8 g/dL was
reported in an African child with PADH [4]. PADH is linked to the destruction of circulating
once-infected erythrocytes (oie) from which parasites have been removed by the process
of “pitting” in the spleen after artemisinin treatment [5]. As the incidence of uncomplicated
malaria exceeds that of severe malaria by far, our study aimed to observe the incidence
of delayed hemolysis in uncomplicated malaria after oral Artemisinin-based combination
therapy (ACT). Only few studies have described hemoglobin declines in patients with
uncomplicated malaria after ACT. The overall incidence was under 10% [6,7,11]. With a
very sensitive definition of hemolysis 40% of patients with imported malaria presented

hemolysis after oral ACT in another study [9].

In our study delayed hemolysis was defined as low haptoglobin and increased lactate
dehydrogenase level on day 14. During March 2015 and January 2016 n=93 patients with
uncomplicated malaria were recruited in Gabon. Patients were treated with ACTs
according to local recommendations. At the same time a phase-2-study for
Fosmidomycin-Piperaquine (Fospip) as Non-ACT for uncomplicated malaria was

conducted. Patients recruited until January 2016 were also recruited within our study.

Six of 69 patients (9 %) met the criteria of delayed hemolysis, yet none of them exhibited
a decline in hemoglobin levels, indicating compensated hemolysis. In 76 % of the study-

population moderate to severe anemia was observed during screening, but no severe



anemia was observed on day 14. Risk factors such as age, parasitemia, pre-treatment
Hb-levels and treatment regimen (ACT vs. Fospip) did not show any significant
association with the occurrence of hemolysis. A significant correlation was seen between
the initial parasitemia level and occurrence of oie, but there was no significant correlation
between oie-level and occurrence of delayed hemolysis or decline in Hb after treatment.
The pre-published threshold of oie (0.18/pL) [5] for PADH was exceeded only by one

patient, who did not present delayed hemolysis.



1 EINLEITUNG

1.1 MALARIA

Die human-parasitdren Erreger der Gattung Plasmodium verursachen weltweit hohe
Morbiditat und Mortalitdt. Zwischen 2000 und 2015 konnte eine Reduktion der
Malariainzidenz um 37 % im Rahmen der WHO Milleniumsziele erreicht werden.
Dennoch starben bei etwa 229 Millionen Malariainfektionen im Jahr 2019 weltweit
geschatzt 409.000 Patientinnen an der Infektion. Die Malaria ist damit die bedeutsamste

parasitare Erkrankung des Menschen [12].

1.1.1 Vektor, Erreger und Lebenszyklus

Die Erreger der Malaria sind Protozoen der Gattung Plasmodium. Unter den bisher
bekannten Plasmodien gibt es sechs Spezies, die humanpathogen sind. Der weltweit
haufigste Erreger ist P. falciparum, der das klinische Bild Malaria tropica verursacht. P.
ovale mit seinen zwei sympatrischen Spezies curtisi und wallikeri [13] sowie P. vivax sind
Verursacher der Malaria tertiana, P. malariae der Malaria quartana und P. knowlesi der
Malaria quotidiana. Letztere ist in Sudostasien urspringlich nur bei Makaken aufgetreten,

jedoch seit 1965, wenn auch selten, beim Menschen entdeckt worden [14,15].

Abbildung 1-1: Entwicklungszyklus der Plasmodien
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(Quelle: ‘Life cycle of the malaria parasite’ from Epidemiology of Infectious
Diseases. http://ocw.jhsph.edu. Copyright © Johns Hopkins Bloomberg School
of Public Health.) (CC BY-NC-SA).



Im Menschen beginnt die asexuelle Vermehrung zunéchst mit der 1) praerythrozytaren
Phase des Erregers. Sporozoiten gelangen uUber die Blutbahn in Hepatozyten und
entwickeln sich dort zu Gewebs-Schizonten, aus denen zum Ende der Leberphase
Merozoiten hervorgehen. Diese Merozoiten, etwa 2.000-30.000 pro Gewebs-Schizont je
nach Spezies, werden wieder in die Blutbahn ausgeschuttet und invadieren Erythrozyten.
Sporozoiten von P. vivax und ovale kénnen neben der unmittelbaren Umwandlung auch
als sogenannte Hypnozoiten im Hepatozyten persistieren und sich erst nach Wochen bis
Jahren zu Schizonten weiterentwickeln. Bei erneuter Aktivitdt des Zyklus nach diesem

Ruhestadium spricht man von einem Relapse.

Mit Eindringen in die Erythrozyten beginnt die 2) erythrozytare Phase, in welcher der
Erreger sich vom Merozoiten zum Trophozoiten weiterentwickelt. Dieser lasst sich
lichtmikroskopisch als Ring darstellen und wachst zum reifen Schizonten heran.
Intraerythrozytar konsumiert der Schizont fur sein Wachstum bis zu 80 % des Hbs der
Wirtszelle [16,17]. In einer sogenannten sauren Nahrungsvakuole wird Hb zersetzt, das
fur das Uberleben der Plasmodien lebensnotwendig ist. Bei der Zersetzung bildet sich
freies Ham, das fir den Parasiten toxisch ist, weshalb er es in eine unldsliche kristalline
Form umwandelt, das sogenannte Hamozoin, auch Malaria-Pigment genannt. Beim
Heranreifen bildet der Schizont wieder Merozoiten aus, 8-32 je nach Spezies, die am
Ende der Reifung durch Ruptur des Erythrozyten freigesetzt werden. Durch die
exponentielle Ausbildung der Merozoiten und deren Freisetzung kommt es zu den
malariatypischen Fieberschilben. Der Zyklus der Blutschizogonie von P. falciparum
dauert ca. 48 Stunden und ist meist asynchron. Der Rhythmus von P. vivax und ovale
dauert ebenfalls 48-50 Stunden und synchronisiert sich mit zunehmender Infektionsdauer,
sodass die Fieberschiibe regelmafiig jeden dritten Tag auftreten kénnen. Daher entstand
der Name M. tertiana. Bei P. malariae umfasst die Blutschizogonie 72 Stunden und
typischerweise wird jeder vierte Tag von Fieber begleitet (M. quartana). P. knowlesi hat
den kurzesten Zyklus mit 24 Stunden [15,18]. Die freigewordenen Merozoiten kdnnen
dann wieder nicht-infizierte Erythrozyten befallen und den asexuellen Zyklus fortsetzen,
oder zu méannlichen und weiblichen Gametozyten heranreifen. Werden die Gametozyten
wieder von Micken im Rahmen einer Blutmahlzeit aufgenommen, kann der sexuelle
Kreislauf von vorne beginnen [19,20]. In der folgenden Tabelle 1-1 ist eine Ubersicht der

Charakteristika aller sechs humanpathogenen Plasmodien aufgelistet.



Tabelle 1-1: Charakteristika der sechs humanpathogenen Plasmodien [15,18,19,21]

P. P. P. ovale P. P.

falciparum vivax (curtisi/ malariae knowlesi
wallikeri)
Inkubationszeit (d) 3-14 15 17 28 12
Erythrozy-

térer ZyKlus (h) 48 ca. 48 50 72 24

@ Parasitamie /uL 52800880 20.000 9.000 6.000 11800880
(max.) (2_006_000) (50.000) (30.000) (20.000) (k.A.)
Rezidive/Relapse - + + - -

@ Durchschnitt, k.A. keine Angabe

1.1.2 Epidemiologie

Die Verbreitung der Malaria beschrankt sich vor allem auf die tropischen und
subtropischen Regionen des Globus. 2017 traten in 87 Landern weltweit autochtone
Malariainfektionen auf [22,23]. Etwa 92 % der Erkrankten betrafen die WHO-Region
Afrika, 5 % Siud-Ost-Asien, 2 % die Region 6stlicher Mittelmeerraum, 0,9 % die Region
West-Pazifik und 0,1 % die Region der Amerikanischen Lander [23].

Als Indikator fur den Ausbreitungsgrad der Malaria dient die Endemizitat. Haufig
unterscheidet man Regionen stabiler und instabiler Ubertragungsraten. In Regionen mit
instabiler Malaria-Transmission kommt es zu starken saisonalen Unterschieden und
teilweise zum Auftreten von epidemischen Ausbriichen. Bei stabiler Malaria Transmission
besteht eine kontinuierlich hohe Pravalenz, die durch eine hohe Aktivitat der
Anophelesmucken aufrechterhalten wird. Die Quantifizierung der Stabilitat erfolgt mit der
sogenannten Entomologischen Inokulationsrate (EIR), welche die infizierten Stiche eines

Individuums pro Jahr bemisst. In Regionen stabiler Transmission betragt die EIR >10 [24].

In den 1950er Jahren erstellte die WHO eine Klassifikation basierend auf dem Anteil der
Kinder im Alter zwischen zwei und neun Jahren mit tastbar vergrof3erter Milz. Da in
Gebieten mit sehr hoher Pravalenz bereits im jungen Kindesalter die Parasitenrate durch
Semiimmunitat zurickgehen kann, wird in sog. holoendemischen Gebieten der Antell
betroffener Sauglinge verwendet. Spater wurde dieses Mal3 durch die Pravalenz einer
mikroskopisch nachweisbaren Parasitdmie ersetzt (Tabelle 1-2) [19,25,26].
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Tabelle 1-2: Endemizitatsgrade der Malaria

Malariaendemizitat Splenomegalie/ Bedeutung
nachweisbare
Parasitamie (%)"°

Hypoendemisch 0-10 Geringe Ubertragung

Variable geografische Zonen mit

Mesoendemisch 11-50 unterschiedlichem Ubertragungsrisiko
Hyperendemische  51-75 Intensive Ubertragung, saisonal
Holoendemisch >75%" Intensive Ubertragung, ganzjahrig

“Anteil der 2-9 Jahrigen, °® Anteil betroffener Sauglinge (<1 Jahr)

Laut ,World Malaria Report 2020 [12] stieg die Anzahl an Malariaféallen weltweit von 211
Millionen (2015) auf ca. 229 Millionen (2019) an, wovon 94 % zur WHO Region Afrika
zahlten. Die Inzidenzraten weltweit lagen 2019 bei 57 Fallen pro 1.000 einer
Risikopopulation. Die WHO Region Afrika wies mit 225 Fallen pro 1.000 im Jahr 2019 die
hdchste Rate weltweit auf, mit leicht stagnierender Tendenz. Die absolute Mortalitat
weltweit sank von 607.000 im Jahr 2010 auf 409.000 im Jahr 2019. Die Mortalitatsrate in
Afrika sank zwischen den Jahren 2010 und 2015 von 12,5 auf 5,4 pro 10.000 [27].
Dennoch sind weiterhin vor allem Kinder unter funf Jahren schwer betroffen. Allein im
Jahr 2018 verstarben weltweit 272.000 Kinder vor ihrem funften Lebensjahr an Malaria

und hatten damit einen Anteil von 67 % an der Gesamtmortalitat [28].

1.1.2.1 Verteilung Erreger

Die Anophelesmiicke, die den Plasmodien als Vektor dient, halt sich in Aquatornihe unter
2.500 m und anderorts <1.500-1.800 m Ho6he sowie innerhalb eines Temperatur-
optimums von 26-29 °C auf [29]. Der Anteil der M. tropica mit P. falciparum unter den
Malariainfektionen liegt weltweit bei 70-85 %, wobei die Verteilung vor allem in Afrika
(90 %), dann in Asien und Ozeanien (45 %) und schlie3lich Lateinamerika (5 %) zu
verzeichnen ist. P. vivax ist geografisch am weitesten verbreitet, tritt jedoch vor allem in
Lateinamerika und Sudostasien auf. Dies ist auf eine genetische Auspragung in der
afrikanischen Bevdlkerung zuriickzufiihren, die zu ca. 90 % Duffy-negativ ist. Das Duffy-
Antigen dient P. vivax und knowlesi als Rezeptor fur die Invasion von Erythrozyten.
P. ovale und malariae sind vor allem pravalent in Afrika, sporadisch auch in Stidostasien
[20]. Die weltweite Verteilung im Jahr 2018 ist in Abbildung 1-2 dargestellt.
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Abbildung 1-2: Verteilung der Malaria weltweit 2018

(Quelle: WHO. World malaria report 2019, https://www.who.int/publications/i/item/9789241565721; 2019) (CC BY-NC-SA 3.0 IGO).

1.1.3 Klinische Eigenschaften der Malaria

Das klinische Bild der Malaria verlauft in einem Kontinuum. Nach der Infektion kommt es
zunachst zu einer asymptomatischen Parasitamie. Es folgt die unkomplizierte Malaria,
die unbehandelt in eine schwere Malaria Ubergehen und schlie3lich zum Tod fuhren kann.
Faktoren, die den Schweregrad einer Malaria beeinflussen, sind unter anderem die
Plasmodien-Spezies, das Alter der Infizierten und die erworbene ,Semi-Immunitat®,
genetische  Voraussetzungen wie das Duffy-Antigen, Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase Mangel, Sichelzellanamie oder Thalassamie, der Ernahrungsstatus und
der Zeitpunkt sowie die Wirksamkeit der Therapie [19]. Das haufigste klinische Symptom
ist Fieber. Jedoch sind allgemeine unspezifische Symptome besonders in endemischen
Regionen géngig und die Absenz von Fieber schliel3t die Malaria nicht aus [30].

1.1.3.1 Unkomplizierte Malaria

Bei unkomplizierter Malaria liegt eine Parasitdmie <10 % ohne Organbeteiligung vor. Die
meisten Patientinnen mit unkomplizierter Malaria weisen neben Fieber weitere
unspezifische Symptome auf. Hierzu zahlen unter amderem Kopfschmerzen, Fatigue,
Unwohlsein und muskuloskelettale Schmerzen. Vor allem in endemischen Regionen bei
stabiler Transmission sind Andmie, Splenomegalie, Hepatomegalie bei jungen Kindern

und leichter lkterus eher bei Erwachsenen apparent [31]. Eine unkomplizierte
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Hyperparasitamie liegt ab einer Parasitamie von = 4 % ohne klinische Kriterien einer

schweren Malaria vor [24].

1.1.3.2 Schwere Malaria

Definition der schweren Malaria durch P. falciparum laut WHO durch folgende Kriterien
[32]:

= Hyperparasitamie >10 % (ca. 500.000/uL) ohne weitere vitale Organbeein-
trachtigungen
» QOrganbeeintrachtigungen ohne alternative Ursachen als die der Malaria
- Bewusstseinsstorung (GCS <11, Blantyre-Koma-Skala <3)
- Erschopfung mit Unfahigkeit des Stehens oder Sitzens
- >2 Krampfanfalle innerhalb 24 h
- Schwere Azidose (Basendefizit >8 mEqg/L, HCO3z™ <15 mmol/L, 25 mmol/L
Plasmalaktat)
- Schwere Hypoglykamie (Blutglukose <40 mg/dL)
- Schwere Anamie (Hb <5 g/dL bei Kindern <12 J., <7 g/dL bei
Erwachsenen) bei einer Parasitamie >10.000/pL
- Nierenversagen (Kreatinin >265 pmol/L oder Harnstoff im Blut
>20 mmol/L)
- lkterus (Bilirubin >3 mg/dL mit Parasitdmie >100.000/uL)
- Lungenddem
- Blutungsneigung
- Schock
Besonders bei Infektionen mit P. falciparum kann es zu einem exponentiellen Wachstum
der Erreger, der Induktion von inflammatorischen Prozessen des Wirtes und der
Obstruktion der Mikrovaskularisation kommen [33]. Die Obstruktion beruht auf dem
Mechanismus der ,Sequestrierung®. Hierbei entkommt der Parasit dem Abbau in der Milz
durch Zytoadhérenz der infizierten Erythrozyten am GefaRwandendothel. Folglich kommt
es zur verminderten Gewebsdurchblutung einzelner Organe und entzindliche
Aktivierungsprozesse werden vorangetrieben. Der obstruktive Prozess wird durch die
Bildung von Rosetten verstarkt, die durch das Verklumpen von infizierten mit nicht-
infizierten Erythrozyten oder Thrombozyten entstehen [34,35]. Die komplizierte Malaria
mit ihren Folgen bis hin zum Tod betrifft vor allem junge Kinder in endemischen Gebieten.
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Neben einer Reihe verschiedener Komplikationen treten vor allem drei haufiger allein

oder kombiniert auf:

=  Schwere Anamie
= zerebrale Malaria
= metabolische Azidose

In Gebieten mit niedrigeren Transmissionsraten auf3ert sich das klinische Bild der
schweren Malaria am haufigsten mit Hyperparasitamie, Lungenddem oder

Nierenversagen [36].

1.1.4 Erworbene Semi-Immunitat

In Malaria Endemiegebieten erwerben die Einwohnerinnen eine sogenannte Semi-
Immunitat gegenuber einer Malaria. Nach einer Vielzahl von durchgemachten Infektionen
kommt es zu verminderten Symptomen bis hin zu asymptomatischen Verlaufen [20]. Je
geringer die Transmissionsrate der Region ist, desto groler sind die Intervalle
aufeinanderfolgender Reinfektionen und somit wird die Immunitat geringflgiger
aufrechterhalten. Es gibt Hinweise, dass bereits eine Infektion in hyperendemischen
Gebieten einen gewissen Schutz gegen schwere Symptome bietet (schwere nicht-
zerebrale Malaria), in Gebieten geringerer Transmissionsrate mussten hingegen
mindestens drei Infektionen fiir die Ausbildung eines solchen Immunschutzes durchlebt
werden [37]. Das Risiko, an einer schweren Malaria zu erkranken, sinkt in
Hochendemiegebieten durchschnittlich im Alter von 5-10 Jahren. Sauglinge bis zum Alter
von ca. sechs Monaten haben in diesen Gebieten Uber maternale Antikdrper einen
Nestschutz, sodass auch diese weniger von schwerer Malaria betroffen sind [25]. Bei
andauernder Exposition entwickelt das Immunsystem einen Schutz gegen die klinische
Ausbildung der Krankheit und zuletzt sogar gegen eine mikroskopisch detektierbare
Parasitamie. Dieser Schutz bietet jedoch keine sterile bzw. absolute Immunitat und
verfallt bei Ausbleiben kontinuierlicher Exposition nach spatestens 14 Jahren [38]. In

Abbildung 1-3 wird der Verlauf der Immunitatsentwicklung schematisch dargestellit.
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Abbildung 1-3: Beziehung von Alter und Schwere der Malariaauspragung in einem
Malariaendemiegebiet mit moderater Transmission. Bei konstanter Exposition von
Malaria sinkt die Auspragungsintensitat der Klinik mit dem Alter. Zunachst sinkt die
Anfalligkeit fur eine schwere Malaria, dann auch fir eine leichte Malaria sowie zuletzt das
Auftreten einer mikroskopisch nachweisbaren Parasitamie.
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(Quelle: White, N. J. et al. Malaria. Lancet Lond. Engl. 383, 723-735; 2014 © Elsevier)

1.1.5 Diagnostik

Fir die Diagnostik stehen das klinische Bild und das Blutbild, der Antigennachweis durch

Schnelltests, der mikroskopische Erregernachweis, sowie molekularbiologische
Nachweisverfahren wie die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction -
PCR) zur Verfugung. Fur die klinische Diagnostik wird zunachst auf das Leitsymptom
Fieber geachtet. Laborchemisch treten haufig Thrombozytopenie, sowie erhohtes
indirektes Bilirubin und eine erhohte LDH als Hamolysewerte auf. Diese sind fur die
Diagnosestellung jedoch nicht obligat. Beim Antigennachweis gibt es je nach Hersteller
verschiedene Antigene, welche diagnostiziert werden. Spezifisch bei P. falciparum ist die
Identifizierung von Histidine-rich protein 2 (HRP-2). Alle humanpathogenen Plasmodien
weisen auf3erdem eine Plasmodien spezifische Lakatatdehydrogenase (pLDH) auf [30].
Da jedoch bei den Schnelltests auch falsch positive Ergebnisse (z.B. bei gleichzeitig
positivem Rheumafaktor) oder auch falsch negative Ergebnisse (z.B. durch PfHRP2-
negative P.f.) [39] auftreten kdnnen, ist der mikroskopische Parasitennachweis
Goldstandard. Zum mikroskopischen Nachweis dient der dicke Tropfen zur Bestimmung
der absoluten Parasitamie. Hierbei wird Vollblut ohne Fixierung auf einem Objekttrager
aufgetragen, getrocknet, und mit Giemsa-LOsung angefarbt. Im Anschluss kann mit
einem Mikroskop die Malaria diagnostiziert werden. Im Blut-Ausstrich kdnnen die

verschiedenen Plasmodien Spezies besser differenziert werden.
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1.1.6 Therapie
Die wichtigsten Antimalaria-Medikamente kdnnen in drei Hauptgruppen eingeteilt werden:

Quininderivate, Folsdureantagonisten und Artemisininderivate.

Das Ursprungspraparat Quinin ist einer der altesten Anti-Malaria Wirkstoffe und blieb bis
in die 1920er Jahre das Mittel der Wahl, bis synthetische Derivate weiterentwickelt
wurden und alternativ auf den Markt kamen. Bei der Therapie der schweren Malaria spielt
Quinin bis heute eine Rolle. Wahrend der Schwangerschaft kommt es vor allem im ersten
Trimester zum Einsatz [24]. Chloroquin (CQ) [40], ein 4-Aminoquinolin, bewahrte sich
mit seiner hohen Wirksamkeit, niedrigen Kosten und maRigen Nebenwirkungen als
hervorragendes Nachfolgepraparat. Durch die alkalische Eigenschaft sammelt sich das
Chloroquin in der sauren Nahrungsvakuole des Parasiten und bindet freies Ham, sodass
die Kristallisation von H&mozoin, einem notwendigen Schritt im Stoffwechsel des
Parasiten, unterbunden wird. Bereits nach 15 Jahren breiter Anwendung entwickelten
sich jedoch Resistenzen bei P. falciparum Stammen. Chloroquin wird folglich nur noch
zur Prophylaxe und Therapie in wenigen Gebieten ohne bestehender Resistenz und zur

Therapie von Non-falciparum Spezies verwendet.

Die einzigen Praparate gegen die hepatischen Hypnozoiten des P. vivax bzw. P. ovale
sind die 8-Aminoquinoline Primaquin und sein Derivat Tafenoquin. Sie verhindern
zudem die Gametozyten Ausbildung aller weiteren Plasmodien-Arten. Vor langerer
Einnahme sollte ein G6PDH-Mangel ausgeschlossen werden, da beide Medikamente

hier zu Hamolysen oder einer Methamoglobinamie filhren kénnen.

Weitere Vertreter, die auch gegen viele Chloroquin-resistente Stamme wirken sind u.a.
Amodiaquin und Piperaquin. Der Wirkmechanismus beider Medikamente ist dem des
Chloroquin ahnlich. Der letzte Vertreter der Wirkstoffgruppe, Mefloquin (Lariam®), wurde
Mitte der 1980er Jahre im Zuge von Resistenzen durch die Armee der Vereinigten
Staaten entwickelt. Jedoch traten haufiger Nebenwirkungen psycho-vegetativer Art wie
Depressionen, epileptische Anfalle und psychotische Symptome auf. Mefloquin wird als
Alternative bei der Prophylaxe und der Behandlung unkomplizierter multiresistenter
Malaria genutzt [40-42].

Folsaureantagonisten hemmen die Dihydrofolat Reduktase (DHFR) des Parasiten,

sodass keine Tetrahydrofolsaure entstehen kann, die unter anderem fir die Synthese

von Aminosauren und der DNA Replikation der Plasmodien bendtigt wird [43]. Proguanil
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ist ein Folsaureantagonist und ist durch geringe Toxizitat gut vertraglich. Es verhindert
die Reifung von Trophozoiten und Gametozyten [19]. In der Kombination mit Atovaquon,
welches den mitochondrialen Elektronentransport im Cytochrom-bl-Komplex der
Protozoen-Mitochondrien-Membran hemmt, haben beide Medikamente einen
synergistischen Effekt und werden auf dem Markt unter dem Handelsnamen Malarone®
verkauft [44]. Sulfadoxin und Pyrimethamin werden ebenfalls als Kombinationspraparat
eingesetzt und von der WHO zur intermittierenden Praventivbehandlung (IPTp-SP)
wahrend der Schwangerschaft [45,46] sowie in Kombination mit Amodiaquin als
saisonale Malaria Chemopravention fur Kinder in Endemiegebieten Afrikas empfohlen
[47].

Anfang der 1970er Jahre wurde aus der chinesischen Artemisia annua das Artemisinin
extrahiert. Artemisinin dient als Grundlage flr zahlreiche Derivate. Die Parasiten werden
sehr effektiv in frihen Trophozoiten-/Ringstadien angegriffen. Artemisinine sind wirksam
gegen multiresistente Erreger und haben eine gute Vertraglichkeit. Die Wirkstoffe haben
eine kurze Halbwertszeit, sodass sie in Form von Kombinationspraparaten, den ACT,

verwendet werden:

Tabelle 1-3: Artemisinin-basierte Kombinationstherapien (ACT) [24]

Artemether-Lumefantrin
Artesunat-Amodiaquin
Artesunat-Mefloquin
Dihydroartemisinin-Piperaquin
Artesunat-Sulfadoxin-Pyrimethamin
Artesunat-Pyronaridin

Seitdem gezeigt wurde, dass Artemisinine im Vergleich zu Quinin die Mortalitatsraten von
schwerer Malaria signifikant senken, werden sie von der WHO als priméare
Standardtherapie bei schwerer Malaria empfohlen [24,48,49]. Auch bei Reisertickkehrern
wird dieses Therapieregime angewandt [24]. FUr die unkomplizierte Malaria ist die ACT

ebenfalls die Standardtherapie in allen Endemiegebieten.

Bei abnehmender Artemisinin-Suzeptibilitdt in einigen Endemiegebieten besteht der
dringende Bedarf von neuen Non-ACT Wirkstoffen. Hier scheint unter anderem

Fosmidomycin effiziente Clearanceraten als Kombinationspraparat mit Piperaquin bei

unkomplizierter Malaria nachzuweisen. Es hemmt die D-xylulose-5-phosphat-

Reduktoisomerase [50].
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Das therapeutische Vorgehen ist von mehreren Faktoren abhangig. Ausschlaggebend
sind die Plasmodienart, die Schwere des klinischen Verlaufs, mégliche Resistenzen

gegen pharmakologische Wirkstoffgruppen sowie Vorerkrankungen der Patientinnen.

Bei der Malaria tropica erfolgt zunachst eine Einschatzung, ob es sich bei der klinischen
Manifestation um einen schweren oder unkomplizierten Verlauf handelt. Bei einem
unkomplizierten Verlauf kann die ACT von Anfang an oral verabreicht werden und die
Behandlung in Endemiegebieten erfolgt in der Regel ambulant. Bei Nicht-Immunen wird
jedoch eine stationare Behandlung empfohlen. Sind die Kriterien einer schweren Malaria
erfallt, empfiehlt die WHO eine umgehende intravendse oder intramuskulare
Artemisinintherapie fur mindestens 24 Stunden. Sobald mdglich wird die Medikation dann
auf eine orale ACT umgestellt und fur drei Tage fortgesetzt.

Bei der Malaria tertiana empfiehlt die WHO eine sogenannte radikale Therapie, welche
die erythrozytare und hypnozoite Phase umfasst. Die Therapie der Blutphase erfolgt
entweder mit oraler ACT-Gabe oder Chloroquin. Die hepatischen Hypnozoiten werden

zur Verhinderung von Relapses mit Primaquin oder Tafenoquin behandelt.

Schlief3lich umfasst die vollstdndige Behandlung die supportive Therapie. Vor allem bei
der schweren Malaria ist die Hospitalisierung und Uberwachung auf der Intensivstation

notwendig um schnellstmoéglich Komplikationen behandeln zu kénnen.

1.2 ANAMIE

Anamie ist ein weltweites oOffentliches Gesundheitsproblem. Vor allem in
Entwicklungslandern ist sie durch schlechte Hygienestandards, die
Inflammationsprozesse beginstigen, Mangelernahrung und parasitare Infektionen
bedingt [51,52]. Die Pravalenz von Anamie (Hb <11 g/dL) in elf franzdsisch-sprachigen
afrikanischen Landern lag bei 72,4 % der Kinder zwischen 6-59 Monaten [53]. Auch die
hohe Préavalenz von Sichelzellandmie (21,1 %) [54] und G6PDH-Mangel (13 %) [55] tragt
zur multifaktoriellen Genese der Andmie in Sub-Sahara Afrika bei. Im Kontext einer
Plasmodien-Infektion wurde im Tchad bei allen untersuchten Schwangeren und bei 54 %
der Kinder eine Anamie festgestellt [56].

1.2.1 Malaria assoziierte Anamie

Die Genese der Malaria assoziierten Anamie ist multifaktoriell:
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1) Hamolyse von infizierten Erythrozyten, 2) Hamolyse von nicht-infizierten Erythrozyten
[57,58], 3) erhdhte Aktivitat der Milz und 4) Beeintrachtigung der Erythropoese [59,60].

Etwa 48 Stunden nach Fieberbeginn findet eine vermehrte Zerstérung der Erythrozyten
statt, die sich mit einem initialen Hamatokritabfall bemerkbar macht. Die Zerstérung lasst
sich auf die Ruptur der infizierten Erythrozyten zurickfihren, da die Membran an
Flexibilitat verliert und die Erythrozyten somit anfalliger fir Verletzungen in der
Blutzirkulation werden. Die Schwere der Destruktion korreliert dabei mit der Parasitamie
(ad 1) [61]. Darliber hinaus kommt es durch Ausbildung von Antikdrpern gegen die
Erythrozytenoberfliche und durch Verédnderungen der Erythrozytenmembran zur
Hamolyse nicht-infizierter Erythrozyten. Zudem erfolgt die Phagozytose von befallenen
sowie nicht befallenen Erythrozyten, die durch Hyperaktivitdt des Retikuloendothelialen
Systems und der Makrophagen verursacht wird (ad 2). Vor allem in Endemiegebieten
finden rekurrente und chronische Infektionen statt, die dann zur Splenomegalie fihren
[62]. Infolgedessen entwickelt sich ein Hypersplenismus, der auch bei klinisch gesunden
Einwohnern in Malaria-Endemiegebieten zu chronischer Andmie beitragen kann (ad 3).
Begleitinfektionen viraler oder bakterieller Natur und medikamentenabhangige Anamien
scheinen zuséatzlich Einfluss auf Malaria-assoziierte Andmien zu haben. Félle von
Schwarzwasserfieber wurden beschrieben, die durch die Medikamentengabe von Quinin,
Mefloquin oder auch Halofantrin ausgelost wurden. Die genannten Medikamente
scheinen in der Kombination mit einem RBC Protein als Antigen zu fungieren, und durch
Immunreaktionen schwere intravasale Hamolysen sowie eine Hamoglobinurie zu
bedingen (ad 4) [63].

1.3 VERZOGERTE HAMOLYSE NACH THERAPIE

Das Auftreten einer verzogerten Hamolyse nach Therapie wurde bei etwas mehr als 20 %
der Patientlnnen nach Therapie mit Artesunat bei schwerer Malaria beschrieben [5,64].
In den Jahren 2006 — 2010 beobachtete man erste Falle von verzégerter Hamolyse nach
Therapie bei européischen Reisertickkehrern. Sechs von 25 (24%) Patientinnen fielen
posttherapeutisch mit selbstlimitierender Hamolyse auf, die nach Therapieabschluss tber
vier Wochen lang anhielt oder zwischen T14-31 auftrat. Finf dieser sechs Patientinnen
bedurften einer Transfusion. Da sich diese mehr als eine Woche nach Beginn der
Malariasymptomatik und nach kompletter Beseitigung der Parasiten entwickelten, war

der Verlust nicht allein durch die Destruktion von infizierten Erythrozyten zu erklaren. Eine
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Form von klassischer Medikamenten-abhéngiger Autoimmun-Hamolyse war aufgrund
der kurzen Halbwertszeit von Artesunat unwahrscheinlich. AuRerdem fielen spezifische
Antikorpertests der behandelten Patientinnen negativ aus [64]. Jedoch gab es ein
Fallbeispiel, bei dem der direkte Coombs Test positiv ausfiel und die Behandlung mit

Kortikosteroiden zu einer Verbesserung der Klinik fuhrte [1].

Eine Hypothese zum Pathomechanismus der verzdogerten Hamolyse, die breite
Akzeptanz erreicht hat, ist das Phanomen des ,Pitting“. Hierbei entfernt die Milz intra-
erythrozytare Parasiten ohne dabei die Wirtszelle zu zerstéren und die sogenannten oie
werden danach wieder in die Peripherie freigesetzt [65]. Wenn Erythrozyten von
Plasmodien befallen sind, fallen sie durch ein vergrof3ertes Volumen und eine starrere
Wandstruktur auf und werden dadurch von der Milz detektiert. Die Veranderungen gehen
mit dem Reifeprozess der Parasiten einher. Je reifer der Parasit, desto groRRer die
Veranderung und Rigiditat der Zellmembran. Die Therapie mit Quinin greift eher reifere
Plasmodien-Stadien an, sodass ein direkter Zellzerfall bei Therapie wahrscheinlich ist.
Artesunat-Derivate greifen als bislang einzige Wirkstoffklasse auch jlingere Ringstadien
an, bei denen die Rigiditat der Erythrozytenmembran noch nicht wesentlich erhéht ist [66].
Nachdem die abgettteten jungen Ringstadien durch den Prozess des Pitting entfernt
wurden, kdnnen oie nach Artemisinin-Therapie weiter zirkulieren  [67].
Charakteristischerweise exprimieren sie spezifische Oberflachenproteine wie z.B. ,ring-
infected erythrocyte surface antigen" (RESA) und ,P. falciparum erythrocyte membrane
protein-1“ (PfEMP-1), die noch als Residuen des Parasiten an der Zelle verbleiben [68,69].
Durch die Veranderungen der Membran haben die oie eine verkirzte Lebenszeit, die im
Median mit 7,6 Tagen berechnet wurde [70]. Bisher wurden folgende Risikofaktoren flr

das Auftreten einer verzdgerten Hamolyse beschrieben:

Die Anzahl der oie nach Therapie schien bestimmend fur das Auftreten einer verzdgerten
Hamolyse bei schwerer Malaria von Reisertickkehrern zu sein [5]. Hier wurde ein
Schwellenwert von 0,18 oie/pL beschrieben, der bei Uberschreiten der Anzahl mit einer
Sensititivitdt von 89 % und einer Spezifitdt von 83 % das Auftreten einer Hamolyse (>10 %
Hb-Abfall oder >10 % LDH-Anstieg nach T7) vorhersagen soll. Jedoch wurden bei
unkomplizierter hoch-parasitamer Malaria (>100.000/pL) bei Semi-Immunen weniger
Pitting und weniger klinisch relevante Hamolysen beobachtet [7]. AuRerdem scheint ein
jungeres Alter mit dem Auftreten einer Hamolyse in Endemiegebieten zu korrelieren [3,4].

Weiterhin wurden bei Kindern zwischen 2-4 Jahren in Malaria-Endemiegebieten
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verspatete Parasiten Clearance- und gleichzeitig h6here Pitting-Raten beobachtet als bei
Kindern zwischen 5-8 Jahren. Bei jungeren Kindern in Endemiegebieten scheint Pitting
als Hauptmechanismus bei der Beseitigung der Parasiten zu dienen, wohingegen bei
alteren Kindern/Semi-Immunen die Parasiten durch schnellere immunologische
Mechanismen eliminiert werden [71]. Eine hohe Parasitendichte bei sowohl schwerer als
auch unkomplizierter Malaria korrelierte mit dem Auftreten von Hamolysen [4,72]. H6here
Parasitamien korrelierten auch mit h6heren Hb-Verlusten wéhrend der Therapie und im
Verlauf [6]. Der Hb-Wert pratherapeutisch korrelierte mit einem Hb-Verlust nach Therapie
bei unkomplizierter Malaria. Patientinnen, die sich vor Therapie mit Anamie vorstellten,
hatten einen geringeren Hb-Verlust, sowie eine schnellere Kompensationsrate des Hb-
Wertes pro Tag als Patientinnen mit normwertigem Hb-pratherapeutisch [6]. Bisher
wurde PADH vor allem nach intravendser Artemisinin-Therapie beobachtet, in
Einzelfallen jedoch auch nach intrarektaler, intramuskuléarer und oraler Medikation. Es
gab die Annahme, dass die klinischen Symptome auf die Produkte eines spezifischen
Herstellers zurtickzufihren waren. Der Verdacht fiel auf die chinesische Firma Guilin
Pharma, wurde jedoch revidiert, nachdem auch bei Produkten anderer Hersteller Féalle
von PADH beschrieben wurden [3]. Die unterschiedlichen Hb-Verlaufe nach

Artemisinintherapie sind schematisch in Abbildung 1-4 dargestellt.

Abbildung 1-4: Hamoglobinverlaufe nach
o Artemisinintherapie. Die Beschreibung der
" e Bilder erfolgt von oben nach unten:

W1 Wk 4

Ansteigender Verlauf:

Nadir des Hb vor T8, anschlieR3end
normalisieren sich die Hamolysemarker
und verbleiben stabil.

. N Delysdhsemale®_— Verzégerte Hamolyse nach Therapie:
N Erneuter Abfall des Hb zwischen T8-28.

Wk 1 Wi d

Anhaltender Verlauf:
Anhaltende Anamie vor und nach T8

Sudden reduction of haemeglobin around second week post-treatment.

Hb N— (Quelle: Rehman, K., Létsch, F., Kremsner, P. G. &

Persistent Ramharter, M. Haemolysis associated with the treatment of

Wk malaria with artemisinin derivatives : a systematic review of

current evidence. Int. J. Infect. Dis. 29, 268—-273; 2014) (CC
BY-NC-SA)

Persistent haemaolysis and failure of recovery of haemoglobin post-
treatment.
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In einer Studie zu verzbgerter Hamolyse nach oraler ACT-Gabe bei unkomplizierter
Malaria wurden zwei weitere Verlaufe unterschieden, kompensierte (B) und
unkompensierte (C) Hamolysen (Abbildung 1-5). Die unkompensierte Hamolyse glich
dem Verlauf der verzogerten Hamolyse, mit einem Hb-Verlust von 21,5 g/dL zwischen
T3-14. Bei der kompensierten Hamolyse wird der Hb-Verlust im Rahmen der Hamolyse
durch verstarkte Erythropoese ausgeglichen [9].

Abbildung 1-5: Beispiele fur Hamolyseverlaufe nach unkomplizierter Malaria und ACT

mit Hb- und LDH-Verlaufen. A) Patient ohne Hamolyse B) Patient mit kompensierter
Hamolyse C) Patient mit unkompensierter Hamolyse
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(Quelle: Kurth, F. et al. Hemolysis after oral artemisinin combination therapy for uncomplicated Plasmodium falciparum Malaria.
Emerg. Infect. Dis. 22, 1381-1386; 2016)

1.3.1 Diagnostik

Oie kann man durch das Anfarben von Oberflachenproteinen quantifizieren. Fir die
Immunfluoreszenz werden Blutausstriche angefertigt, mit Methanol fixiert, luftgetrocknet
und schlie3lich mit Anti-RESA Maus Antikérper und Propidium Jodid (PI) inkubiert. Durch
den RESA Antikdrper stellt man fest, ob ein Plasmodium Erreger in den Erythrozyten
eingedrungen und in der Zellwand Bestandteile hinterlassen hat. Mithilfe des Propidium
Jodids lasst sich DNA anfarben [73], sodass bei bestehenden intrazellularen Erregern
eine Anfarbung sowohl von RESA als auch PI besteht. Bei der Diagnostik kénnen so
infizierte Erythrozyten von oie differenziert werden. Nach der Inkubation lassen sich die
oie entweder als Ausstriche mit einem Immunfluoreszenz Mikroskop ablesen oder mittels
Durchflusszytometrie quantifizieren. Neben den spezifischen ,Pitting“-Parametern
werden Hb-Verlaufe und Hamolyseparameter bewertet. Hier finden sich verschiedene
Definitionen in der vorbeschriebenen Literatur. Positive Hamolyseparameter wurden mit
erniedrigtem Haptoglobin (<0,3 mg/dL oder <0,1 g/L) und gleichzeitig erhdhter LDH (>350
U/L oder >390 U/L) definiert. Hb-Abfélle von >10 % mehr als sieben Tage nach

Behandlung oder jegliche Abfalle zwischen T7-14 mit oder ohne positiven
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Hamolysemarkern wurden bisher als PADH nach intravendser Therapie definiert [4,5,74].
In jingeren Studien bei unkomplizierter Malaria nach oraler Therapie wurden vor allem
Hb-Veradnderungen, Auftreten von Anamie oder 210 % Reduzierung des Hb-Wertes
zwischen T7-42 betrachtet [6,7]. Zusammenfassend sind die Definitionen von verzogerter

Hamolyse nach Artemisinin-Therapie in Tabelle 1-4 aufgelistet.

Haptoglobin ist ein sehr sensitiver Parameter bei intravasaler Hamolyse. Es ist ein
Plasmaprotein, das freies Hb bindet. Beim Anfallen von freiem Hb sinkt der
Haptoglobinwert unter den Normwert und dient der Diagnosesicherung einer intravasalen
Hamolyse. Haptoglobin gehoért zur Gruppe der Akute-Phase-Proteine und kann bei
gleichzeitig bestehender Entziindungsreaktion trotz Hamolyse erhéht bzw. normwertig
sein. Daher ist die gleichzeitige Abnahme von C-reaktivem Protein (CRP) Kontrollen

sinnvoll, um mdgliche falsch hohe Haptoglobinwerte zu detektieren.

Die Laktatdehydrogenase ist ein Enzym, das ubiquitar im Korper vorkommt. Zu einem
hohen Anteil befindet sie sich auch in Erythrozyten, und fallt bei Hamolyse vermehrt im
Serum an. Die LDH Konzentration im Serum kann jedoch auch bei jeglichem anderen

Zellzerfall erhdht sein und ist daher ein sehr unspezifischer Hamolyse-Parameter.
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Tabelle 1-4: Definitionen von verzoégerter Hamolyse nach Artemisinin-Therapie

komplizierte Malaria

2011 Zoller [64]
2013 Rolling [72]

2014 Jaureguiberry [5]

2015 Jaureguiberry [74]

2014 Rolling [4]

2017 Gomez-Junyent
[75]

Einteilung in
,Recurring hemolysis*®
,Persistent hemolysis*

Hb-Abfall + LDH Erhéhung T7-20

= Hamolyse: Haptoglobin <0,1 g/L +/ LDH >390
U/L

= PADH: >10 % Hb-Abfall oder >10% LDH Anstieg

>T8 nach Behandlung

Hamolyse: Haptoglobin <0,1 g/L +/ LDH >390

U/L

= PADH: >10 % Hb-Abfall oder >10% LDH Anstieg
>T8 nach Behandlung

= +/jegliches Auftreten akuter Hamolyse >T8

gleichzeitiges Vorhandensein von:
= Haptoglobin <0,3 mg/dL an T14

= Hb-Abfall T7-14
» LDH-Anstieg T7-14 mit LDH T14 >350 U/L

Hb-Abfall + positive Hamolysemarker (nicht naher
bezeichnet) T7-21 nach ACT

unkomplizierte Malaria

2016 Kurth [9]

2017 Sowunmi [11]

2017 Zwang [6]

2017 Fanello [7]

Haptoglobin <0,3 g/L + LDH > Normgrenze an T14
= Unkompensierte Hamolyse: Hb-Abfall 21,5 g/dL

T3-14
= Kompensierte Hamolyse: Hb-Abfall <1,5 g/dL
bzw. kein Abfall

Pravalenz von Anamie (Hkt <30 %) vor und nach
Therapie

Hb-Veranderungen und Anamie nach Therapie

=210 % Hb-Abfall T7-42 zu jeglichem Vorwert seit
Therapie

Reviews

2014 Rehman [3]

Hb Abfall und erniedrigtes Haptoglobin mit erh6htem
LDH >T7
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1.3.2 Haptoglobin Negativitat

In mehreren Publikationen wurde ein komplettes Fehlen von Haptoglobin
(Ahaptoglobindmie - HpO) oder erniedrigte Werte von zirkulierendem Haptoglobin
(Hypohaptoglobindmie) bei Individuuen beschrieben. In der Republik Kongo wurden
Schulkinder in unterschiedlich stark betroffenen Malariagebieten im Hinblick auf HpO
untersucht. Hier fanden sich in Regionen niedriger entomologischer Inokulations- und
Pravalenzraten von Malaria (<1 infektioser Stich pro Person pro Jahr; <10 % Pravalenz)
eine Pravalenz von 2,2-2,9 % HpO. Dagegen wurden in hochendemischen Regionen bei
einer EIR von >1.000 infektiésen Stichen und 94 % Malaria Pravalenz eine HpO
Pravalenz von 48 % gemessen, auch wenn die Ursache nicht bekannt war [76].
Gleichzeitig gemessene malariometrische Indizes (Parasitdmie, Splenomegalie,
Antikorper) bestatigten die Haufung von HpO bei erhhter Pravalenz der Malaria [77,78].
Ein infektionsbedingter erhdhter Verbrauch von Haptoglobin und Erholung der
Haptoglobinwerte in der Konvaleszenzphase legten am ehesten eine sekundare HpO
nahe [78]. Demgegeniiber beschrieb eine Studie von 1966 ein geh&auftes Auftreten von
HpO in afrikanischen Populationen, die genetische Faktoren als Ursache postulierten [79].
Dies wurde durch eine Fall-Kontroll Studie von 2018 in Nigeria bestatigt, die eine
genetische Variante korrelierend mit Hypohaptoglobinamie identifizierte. Sie wurde als
genetischer Risikofaktor fir das Entstehen einer schweren Malaria-induzierten Anamie
beschrieben [80].

1.4 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Verzdgerte hamolytische Reaktionen nach intravendser Artesunattherapie bei schwerer
Malaria wurden in einer Vielzahl von Féllen beschrieben. In Untersuchungen bei nicht-
immunen Reiseriickkehreren mit schwerer Malaria entwickelten etwa 20 % der
Patientinnen nach Artesunatgabe eine PADH, von denen etwa 20 % einer Transfusion
bedurften [5,64,74]. Bislang wurden jedoch wenige prospektive Studien durchgefihrt, in
denen hamolytische Reaktionen nach oraler ACT bei unkomplizierter Malaria untersucht
wurden. In einer prospektiven Studie bei Reiseriickkehrern mit unkomplizierter Malaria in
Berlin wurden im Zeitraum Mai 2014 bis April 2015 erstmalig bei acht von 20 Patientinnen
nach oraler Therapie verzégerte Hamolysen beschrieben [9]. Unkomplizierte Malaria und
orale ACT ist in Endemiegebieten um ein Vielfaches haufiger als schwere Malaria und
intravendse Therapie. Durch die hohe Inzidenz und die haufig rasch
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aufeinanderfolgenden Reinfektionen wirden mutmallich auch geringe, subklinische
Hamolysen nach Therapie einen mitunter wesentlichen Beitrag zur hohen Préavalenz von
chronischer Anamie in Malaria Risikopopulationen leisten. Gegenstand der vorliegenden
Arbeit ist es daher, die Pravalenz von verzdgerter Hamolyse nach Artemisinintherapie bei
unkomplizierter Malaria im Zeitraum von 28 Tagen nach oraler Therapie in einem
Endemiegebiet zu erfassen. Dariber hinaus werden potenzielle Risikofaktoren flr
Hamolyse nach Therapie untersucht. Ein besonderer Fokus wird hierbei auf das Auftreten

und die Kinetik von oie geleqgt.
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2 MATERIALEN UND METHODEN

2.1 STUDIENRAHMEN

2.1.1 Studiendesign und Zielsetzung

Die ,Once-infected erythrocytes” (oie) Studie war eine prospektive Beobachtungsstudie,

zur Rolle von oie und Hamolyse nach Therapie bei unkomplizierter Malaria in Gabun.

Der primare Endpunkt war die Erfassung von Hamolyse zwei Wochen nach
Therapiebeginn, definiert durch einen erniedrigten Haptoglobin Wert (<0,3 g/L) und einen
LDH Wert oberhalb der Normgrenze von 345 U/L. Sekundare Endpunkte waren die
Untersuchung moéglicher Risikofaktoren (Alter, initiale Parasitamie, Anzahl oie, Hb-Wert
pratherapeutisch, Therapieregime) und die Analyse der Hb-Verlaufe bei Patientinnen mit
und ohne Hamolyse wahrend der Behandlung und Nachsorge.

2.1.2 Studienzeitraum

Der Studienzeitraum umfasste Marz 2015 bis August 2017. Die Rekrutierung der
Studienteilnehmerinnen erfolgte zwischen Mai 2015 und Januar 2016 in Gabun, die
Datenaufbereitung, -bereinigung und -analyse in Deutschland von Februar 2016 bis
August 2017.

2.1.3 Studienort

Die Studie wurde im ,Centre de Recherches Médicales de Lambaréné“ (CERMEL) in
Lambaréné, und im ,Centre de Recherches Médicales de la Ngounié¢“ (CRMN) in
Fougamou, Gabun, durchgefiihrt. Die Patientinnen wurden aus den umliegenden
Gebieten der Provinzen Moyen-Ogooué und Ngounié rekrutiert. In Abbildung 2-1 sind die
Lokalisationen markiert. Das CERMEL befindet sich auf dem Gelande des Albert-
Schweitzer-Krankenhauses in Lambaréné. Seit 1981 findet im CERMEL
Forschungsarbeit zu Tropenkrankheiten (u.a. Malaria, Tuberkulose, Helminthosen) statt,
die zum heutigen Zeitpunkt durch ein klinisches, parasitologisches, immunologisches,
mikrobiologisches, sowie ein Tuberkulose-spezifisches Labor unterstiitzt wird. Das in

Fougamou ansassige CRMN ist an das lokale Krankenhaus angegliedert [81].
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Abbildung 2-1: Landkarte Gabun mit markierten Studienorten (x) Lambaréné und
Fougamou
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(Quelle: in Anlehung an “Gabon, administrative divisions — de — colored.svg”
https://wikipedia.org/wiki/Provinzen_von_Gabun) (CC BY-SA 3.0)

Gabun befindet sich in Zentralafrika an der Atlantikkiste. Das Land hat eine Kistenlange
von 885 km, liegt auf Hohe des Aquators und wird durch die Lander Aquatorialguinea und
Kamerun sowie im Sudosten durch die Republik Kongo begrenzt. Mit einer Flache von
267.667 km? und einer Einwohnerzahl von ca. 2.025.000 (2017) hat das Land eine
Bevolkerungsdichte von 8,00 je km?. Die Landschaft besteht zu 81 % aus Urwaldflache.
Das tropische Klima des Landes spiegelt sich in der Durchschnittstemperatur von 26 °C
und einer durchschnittlichen Luftfeuchtigkeit von 85 % wider. Im Laufe des Jahres weist
das Klima einen tri-phasischen Verlauf auf, das mit einer milderen Regenzeit von Januar
bis Mai, einer Trockenzeit mit verhaltnismafig kiuhleren Temperaturen von Juni bis
August, sowie zuletzt von einer starkeren Regenzeit mit durchschnittlichen Regenféllen
von bis zu 279 mm im Monat charakterisiert wird (Abbildung 2-2) [82—-84].
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Abbildung 2-2: Temperatur und Regenfall im Monatsdurchschnitt in Gabun zwischen
den Jahren 1901-2016

May un Jul
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Rainfall -@ Temperature

(Quelle: World Bank Climate Change Knowledge Portal. Average
monthly temperature and Rainfall in Gabon from 1901-2016. ©World
Bank. https://climateknowledgeportal.worldbank.org/country/gabon.)
(CC BY-3.0-IGO)

2.1.4 Malaria Endemizitat in Gabun

Gabun gilt als Endemiegebiet mit ganzjahrigen stabilen Transmissionsraten und geringen
saisonalen Schwankungen. Abbildung 2-3 zeigt, dass im Jahr 2017 in allen Regionen des
Landes >1/1.000 Malariafélle gez&hlt wurden, in manchen Regionen >300/1.000 Félle.
Vor allem in Lambaréné und landlicher Umgebung liegt bei EIRs von 23 bis 61 eine
stabile ganzjahrige Transmissionsrate vor [85]. Im Studienort Fougamou und Umgebung
betrug die Infektionspravalenz in den Jahren 2008 bis 2016 etwa 37 %, die Parasitenrate
bei 2-10-Jéhrigen etwa 46 %. Der dominierende Anteil (79 %) der Infektionen war auf P.
falciparum Monoinfektionen, der Rest auf Mischinfektionen mit P. ovale oder malariae,
zurtckzufiuhren [86]. Die Hauptvektoren sind die Stechmicken Anopheles funestus und

gambiae [82].

Abbildung 2-3: Verteilung der bestéatigten Malariafélle in Gabun nach Region, 2017

Cameroon

Equatorial
Guinea

Congo 1000 population

(Quelle: WHO. Malaria - Country profiles, Gabon. https://www.who.int/
malaria/publications/countryprofiles/profile_gab_en.pdf?ua=1.) (CC BY-
NC-SA 3.0 IGO)
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2.2 METHODEN

2.2.1 Klinische Methoden

2.2.1.1 Screening

Zunachst erfolgte eine anamnestische Erhebung von Fiebersymptomen zum aktuellen

Zeitpunkt oder in den letzten sieben Tagen in den oben beschriebenen Gebieten. Bei

positiver Anamnese wurde ein Malaria-Schnelltest durchgefiihrt. Bei

positivem

Testergebnis wurde mit dickem Tropfen und Blutausstrich die Erregerdiagnostik und

Bestimmung der Parasitamie durchgefuhrt. Daraufhin wurden die Patientinnen

hinsichtlich folgender Ein- und Ausschlusskriterien evaluiert:

Einschlusskriterien

= akute symptomatische P.f. Monoinfektion oder P.f. mit P.m. oder P.o.

Mischinfektion mit einer asexuellen peripheren Parasitamie von >50/uL Blut

= beide Geschlechter im Alter zwischen 6 Monaten und 70 Jahren,

Mindestgewicht von 5 kg

= schriftliche unterschriebene Einverstandniserklarung oder Einverstandnis in

Form eines Daumenabdruckes

= Bereitwilligkeit zur Teilnahme an Folgeuntersuchungen fir 28 Tage

Ausschlusskriterien

= Einnahme von Anti-Malaria Medikamenten innerhalb der vergangenen

sechs Wochen vor Studieneinschluss

= Einnahme von Medikamenten mit hamolytischen Nebenwirkungen in den

vergangenen zwo6lf Wochen vor Studieneinschluss

= aktive lymphoproliferative Erkrankungen

= autoimmunhamolytische Andmien

= bekannter G6PDH -Mangel, Sichelzellanamie oder andere bekannte
Hamoglobinopathien

= mechanische Herzklappen

Nach Studieneinschluss wurde eine orale Therapie mit Artemether-Lumefantrin (20 mg

Artemether/ 120 mg Lumefantrin pro Tablette) (Coartem® Novartis,

Schweiz)

durchgefuhrt. Die Dosierungen wurden, wie in Tabelle 2-1 angegeben, gewichtsadaptiert
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verabreicht. Die initiale Einnahme wurde am Studienort supervidiert. Die anschlie3enden

Einnahmen erfolgten acht, 24, 36, 48 und 60 Stunden spater.

Tabelle 2-1: Gewichtsadaptierte Dosierung Artemether-Lumefantrin

Gewicht Anzahl der Tabletten
(kg) (Einzeleinnahme/Gesamt)
>35 4/24

25-25 3/18
15-25 2/12
5-15 1/6

Im Zeitraum von Marz 2014 bis Juni 2016 fand am selben Studienort eine ein-armige
Phase-2-Studie zur Testung von Fosmidomycin-Piperaquin als Nicht-ACT bei
unkomplizierter Malaria (Fospip-Studie) statt [50]. Die Studie wurde in zwei Intervalle
aufgeteilt. Das erste Intervall schloss Patientinnen 25 Jahren ein und war zum Beginn
der oie-Studie bereits abgeschlossen. Im zweiten Intervall wurden Kinder im Alter von
einem bis funf Jahren rekrutiert. Patientinnen, die bis Januar 2016 an der Fospip-Studie
teilnahmen, wurde gleichzeitig auch eine Teilnahme an der oie-Studie angeboten.
Patientinnen der Fospip-Studie wurden mit Fosmidomycin Sodium Kapseln in einer
Dosierung von 30 mg/kg (150 — 1.800 mg) einmal taglich und Piperaquin Triphosphat
Tabletten in einer Dosierung von 16 mg/kg (80 — 960 mg) zweimal taglich behandelt
(Allphamed PHARBIL Arzneimittel GmbH, Deutschland). Insgesamt umfasste die
vollstandige Therapie sechs Einnahmen mit einem Intervall von je 12 Stunden. Die
Studienteilnehmerinnen wurden fur die gesamte Zeit der Therapie hospitalisiert und alle
Einnahmen supervidiert. Im Folgenden sind die Ein- und Ausschlusskriterien der Fospip-

Studie aufgefuhrt:

Einschlusskriterien

= mikroskopisch bestatigte P.f. Monoinfektion (Parasitendichte 1.000 —
150.000/uL)
» beide Geschlechter im Alter von 1 - 5 Jahren, Kdrpergewicht von 5 — 25 kg

= unterschriebene Einverstandniserklarung eines Erziehungsberechtigten
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Ausschlusskriterien

klinische Symptome einer schweren Malaria
Schwangerschaft oder Stillzeit

Begleitmedikation mit Einfluss auf die Leberfunktion

Nierenschaden
Hamoglobinwert <7,5 g/dL
Leukozyten >12.000/puL

kardiovaskulare Vorerkrankung einschlie3lich Herzrhythmusstérungen mit

einer QTc-Zeit Verlangerung 2450 ms

vorangehende Antimalaria- oder Antibiotikatherapie in den letzten 28 Tagen

2.2.1.2 Verlaufskontrollen

An Tag 3£1, 71, 14+2 und 282 nach Therapiebeginn erfolgten klinische,

laborchemische und parasitologische Kontrollen (Tabelle 2-2). Die Untersuchungen

fanden Uberwiegend in den Studienzentren statt, im Falle einer Verhinderung der

Patientinnen zum Studienzeitpunkt ~ wurden

Gesundheitspersonal ambulant zu Hause visitiert.

sie durch

Tabelle 2-2: Untersuchungen an den Studienzeitpunkten

ausgebildetes

T0

T3+1 | T7+1

T14+2

T28+2

Einwilligungserklarung X

Demografische Daten, Kérpergewicht, GroR3e,
med. Vorgeschichte, Medikation

Korperliche Untersuchung & Malaria
Symptome & klinische Zeichen fur Hamolyse X
oder Anamie

Vitalparameter (Blutdruck, Herzfrequenz) &
Temperatur

Laborkontrolle (Blutbild, Biochemie) inkl.
Hamolyseparameter

Parasitenzéhlung

Dicker Tropfen X
Blutausstrich

Immunofluoreszenz/ oie

X X

X

Unerwinschte Ereignisse

Begleitmedikation

Stets zu beachten
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2.2.2 Labor Methoden

2.2.2.1 Malariadiagnostik
Die Schnelltests (Rapid Diagnostic Test — RDT) (Paracheck Device, Orchid Biomedical

Systems) wurden am Ort der aufgesuchten Patientinnen durchgefihrt. Blutausstriche
und dicke Tropfen wurden beide auf demselben Objekttrager angefertigt (Abbildung 2-4):

Abbildung 2-4: Beispiel Anfertigung dicker Tropfen und Ausstrich auf Objekttrager

ailio

AATNNLL

Als erstes Screening und flr die Patientinnen der oie-Studie erfolgte die Anfarbung und
Quantifizierung der Objekttrager nach Lambaréné Methode. Nach Einschluss in die

Fospip-Studie erfolgte eine weitere Anfertigung und Auszahlung nach WHO Methode.

Nach Lambaréné Methode wurde fir den dicken Tropfen 10 uL EDTA Vollblut in einem
Bereich von 10 x 18 mm pipettiert. Ein vorgezeichnetes Blatt Papier diente als Vorlage,
das unterhalb des Objekttragers gelegt wurde. Danach wurde der Objekttrager in einer
Warmebank getrocknet. Es erfolgte die Anfarbung mit 20 % Giemsa-L6sung fur 20
Minuten (Giemsa R-Solution, Merck, Darmstadt). AnschlieRend wurde die Losung mit
Wasser abgewaschen und die Objekttrager luftgetrocknet. Der dicke Tropfen wurde dann
in 100-facher Auflosung unter Immersionsél am Mikroskop ausgelesen (Nikon Eclipse
E200, Tokyo, Japan oder Olympus CH 30, Tokyo, Japan). Zunéachst wurde die Menge
der Parasiten pro Gesichtsfeld (GF) gezahlt. Bei 0 — 10 Parasiten pro GF wurden
insgesamt 100 GF ausgezahlt [87]. Die weitere Vorgehensweise ist in Tabelle 2-3

dargestellt.

33



Tabelle 2-3: Anzahl zu zdhlender Gesichtsfelder nach Lamberéné Methode

Parasiten/GF >100 50-100 10-50 0-10
Zu zahlende GF 20 30 50 100

(Quelle: Lohr, Sascha ,Nachweisgrenzen der Mikroskopie von Plasmodium falciparum in einem endemischen Malariagebiet
Zentralafrikas®, Dissertations Publikation Universitat Tubingen, 2015)

Nach der Auszahlung wurde die Parasitamie mithilfe folgender Formel berechnet:

Parasiten . n Parasiten
uL Blut — n Gesichtsfelder

x Mikroskopierfaktor?d

Die Vorbereitung des dicken Tropfens nach WHO Methode erfolgte wie nach Lambaréné
Methode. Nur die Anfarbung wurde mit 10 % Giemsa-Losung fir 8 — 10 Minuten
durchgefuhrt (Giemsa R-Solution, Merck, Darmstadt) und anschlieRend unter einer 20-
30-fachen VergrolRerung am Mikroskop untersucht (Nikon Eclipse E200, Tokyo, Japan
oder Olympus CH 30, Tokyo, Japan). Zu Beginn wurde ein typisches Gesichtsfeld mit
Parasiten und Leukozyten aufgesucht. Im Verlauf wurden die Objekttrager
maanderformig durchsucht und die Menge der Parasiten sowie der Leukozyten in jedem
Gesichtsfeld ausgezéhlt. Wenn nach 200 ausgezahlten Leukozyten die Anzahl der
Parasiten 2100 lag, war die Zahlung ausreichend. Wenn nach 200 gezahlten Leukozyten
die Anzahl der Parasiten <99 lag, wurden weitere Gesichtsfelder untersucht, bis
insgesamt 500 Leukozyten ausgezahlt wurden. Die folgende Formel ermittelte die

Parasitamie:

Parasiten _ n Parasiten x 8.000 Leukozyten/uL

ul Blut n Leukozyten

(Quelle: WHO, Malaria parasite counting, ,Malaria microscopy standard operating procedure — MM-SOP-09”)

Fur die Speziesdiagnostik erfolgte die Anfertigung eines Blutausstriches. Etwa 2 pL
EDTA Blut wurde auf den Objekttrager pipettiert und ausgestrichen, mit Methanol ca. eine
Minute fixiert und luftgetrocknet. Anschlie3end wurden die Ausstriche mit der gleichen
Farbemethode wie die des dicken Tropfens je nach WHO- oder Lambaréné Methode (s.0.)
behandelt.

2560 oder 800, je nach Mikroskop
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Die Quantifizierung und Auswertung erfolgte durch zwei unabhangige Leser. Eine dritte
Lesung erfolgte (1) bei einem positiven und einem negativen Ergebnis, (2) wenn die
Parasitendichte <300 Parasiten/pL betrug und die Differenz der zwei Lesungen >100
Parasiten/pL war, oder (3) die Parasitendichte >300/uL betrug und ein Ergebnis doppelt
so grol3 wie das andere war. Bei zwei Auswertungen wurde das Endergebnis aus dem
Mittelwert berechnet. Bei drei Auswertungen war das Endergebnis (1) negativ, wenn zwei
von drei Ergebnissen negativ waren, (2) der berechnete Mittelwert, bei zwei positiven
Ergebnissen, oder (3) der Mittelwert der zwei am nachsten liegenden Auswertungen,
wenn drei Ergebnisse positiv waren. Das Erstellen, Farben und Auslesen der
Objekttrager fand entweder im CERMEL oder CRMN statt.

2.2.2.2 Blutbild und klinische Chemie

Das Blutbild wurde mithilfe des Gerates ,ABX Pentra 60®” (HORIBA Ltd, Kyota, Japan)
gemessen. Die Retikulozytenzahl wurde manuell ausgezahlt. Dafir wurden 20 L EDTA-
Vollblut mit 30 pL Billiant-Kresyl-Blau-Farbung fir zehn Minuten inkubiert, anschliel3end
ausgestrichen und innerhalb der nachsten 24 Stunden ausgezéhlt. Hierfur wurden in der
100-fachen VergréRerung des Mikroskops 1.000 Erythrozyten und die gleichzeitig
vorliegenden Retikulozyten gezahlt. Die Auszahlung erfolgte durch zwei unabhangige
Untersucher, wenn das Ergebnis > 20 % Differenz betrug, wurde ein drittes Mal
ausgezahlt. Der Durchschnitt der Ergebnisse wurde in % angegeben. Die Berechnung
des Retikulozytenproduktionsindex (RPI) erfolgte mit folgender Formel:

_ Retikulozytenzahl (%)x Hamatokrit (1/1)
Reifungszeit (d) x 0,45 (1/1)

RPI

Bei einem RPI =22 handelt es sich um eine Anamie mit adaquater Regeneration, ein RPI

<2 weist auf eine inadaquate Regeneration hin.

Die biochemischen Laborparameter CRP, LDH, Haptoglobin, Kreatinin und Bilirubin
wurden mithilfe des Gerats ,Cobas Mira Plus®” (HORIBA Ltd, Kyoto) und die
Elektrolytwerte (Natrium und Kalium) durch ,SPOTCHEM™ EL SE-1520“ (Arkray, Kyoto,
Japan) analysiert. Hierfur erfolgte die Zentrifugation der Blutproben zur Gewinnung des

b Je nach Hamatokritwert muss die Reifungszeit angepasst werden:

Hamatokrit (I/) Reifungszeit (d)
20,40 1

0,31-0,4 15

<0,3 2
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Plasmas mit 3.600 Umdrehungen pro Minute fir zehn Minuten mit dem Geréat ,Rotanta
460 R" (Hettich, Tuttlingen, Deutschland). Die Analysen wurden im CERMEL
durchgefuhrt. Fur Proben aus dem CRMN erfolgte die Zentrifugation (idem s.oben) und
Extraktion von Serum in Fougamou mit anschlieBendem Probentransport ans CERMEL .

2.2.3 Laborparameter zum Endpunkt Hamolyse T14

2.2.3.1 Hamolysekriterien

Fur die Parameter Haptoglobin und CRP wurde zusatzliches Probenmaterial
eingefroren um Doppelbestimmungen in Berlin durchzuftuhren. Hierfir wurde jeweils
Plasma von EDTA- und Lithium-Heparin-Blut aliquotiert und bei -20 °C tiefgefroren. Nach
Abschluss der Rekrutierung in Gabun erfolgte der gekihlte Transport nach Deutschland
und die unmittelbare Analyse im Labor Berlin der Charité Universitatsmedizin, Berlin.

Die untere Normgrenze von Haptoglobin lag bei 0,3 mg/dL, geringere Werte wurden als
negativ gewertet. Die Grenze erschliel3t sich aus den Referenzwerten des Labors Berlin
und CERMEL sowie der standardisierten Referenzwerte der ,International Federation of
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine“ (IFCC) [88]. Als LDH-Grenzwert wurden
gemall den am CERMEL bestehenden altersentsprechenden Normwerten fur 1-18-
Jahrige ein Wert von 345 U/L definiert.

Es erfolgte eine Aufteilung in zwei Gruppen abhéngig von den Hamolyseparametern
(Tabelle 2-4). Bei negativen Haptoglobinwerten und erhohter LDH wurden die
Patientinnen der Hamolysegruppe (HG) zugeordnet. Patientinnen mit normalem
Haptoglobin- und LDH-Wert, oder allein erhéhtem LDH-Wert bildeten die
Vergleichsgruppe (VG).

Tabelle 2-4: Gruppenaufteilung im Hinblick auf Hamolyse

Gruppe Parameter
Vergleichsgruppe LDH und Hapto unauffallig / LDH 1 / Hapto |
Hamolysegruppe Hapto | + LDH 1

Bei erhbhtem CRP und LDH an T14 konnte trotz normwertigem Haptoglobin keine
Hamolyse ausgeschlossen werden. Bei Vorliegen dieser Konstellation erfolgte die
konservative Einordnung in die Gruppe ohne Hamolyse. Bei erniedrigtem Haptoglobin
mit normwertigem LDH, wurden die betroffenen Patientinnen, bei Verdacht auf eine

Ahaptoglobindmie, dahingehend Uberprift ob an weiteren Visiten ebenfalls ein
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erniedrigtes Haptoglobin auftrat. Falls alle Studienzeitpunkte negatives Haptoglobin

aufwiesen, wurde der Patient aus den Analysen der Hamolyseparameter ausgeschlossen.

2.2.3.2 Hamoglobinverlaufe

Folgende Zeitraume wurden fur die Analyse der Hb-Verlaufe in den einzelnen Patienten-

Gruppen definiert:

. A Hb TO-T3 — Therapiezeitraum
. A Hb T3-T14 — Hamolysezeitraum nach Therapie
i. AHbT3-7: fruihe Phase einer Hamolyse
i. AHbT7-14: spate Phase einer Hamolyse
. A Hb TO-T14 — Gesamtzeitraum

2.2.3.3 Definition Anamie

An die WHO-Definition angelehnt wurde Anamie wie folgt klassifiziert:

Tabelle 2-5: Hb-Bereiche in g/dL zur Klassifikation der Schweregrade von Andmie nach
WHO

Anamie (g/dL)

Population Keine Anamie Mild® Moderat Schwer
Kinder 6-59M 211 10-10,9 7-9,9 <7
Kinder 5-11J >11,5 11-11.4 8-10,9 <8
Kinder 12-14J 212 11-11,9 8-10,9 <8
Frauen >14J 212 11-11,9 8-10,9 <8
Manner >14J 213 11-12,9 8-10,9 <8

? bestehender Eisenmangel ohne klinischer Andmie

(Quelle: Haemoglobin concentrations for the diagnosis of anaemia and assessment of severity. Geneva: World Health Organization;
2011). (CC BY-NC-SA 3.0 IGO)

Da per Definition noch keine klinische Andmie bei milder Anamie vorliegt, wurde in der
Auswertung die milde Form nicht als Anamie gewertet. Die Klassifikation erfolgte in keine
Andmie, moderate und schwere Anamie. Im Falle einer Behandlung mit Transfusion bei
schwerer Anédmie wurden die Patientinnen fir den Endpunkt Hamolyse T14

ausgeschlossen.

2.2.3.4 Ehemals-infizierte Erythrozyten
Fur die Quantifizierung der oie erfolgten funf Schritte: (1) Materialgewinnung, (2)

Reinigung, (3) Fixierung, (4) Farbung und (5) Analyse mit Durchflusszytometer [68]:
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(1) Fur die Gewinnung von reinen Erythrozyten wurde zunéchst EDTA-Vollblut fir 5 min.
mit einer Geschwindigkeit von 1.300 RPM zentrifugiert. AnschlieBend konnte das Plasma
und der Leukozytenfilm verworfen werden. 50 pL des ubrigbleibenden Pellets wurden
heraus pipettiert. (2) Fir die Reinigung wurde jeweils 500 uL PBS (Phosphat gepufferte
Salzlésung, Thermo Fischer Scientific) in das Réhrchen hineingegeben, vorsichtig auf-
und abpipettiert, bei 900 G fur zwei Minuten zentrifugiert und anschlieRend das
uberschissige PBS verworfen. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt. (3) Zur
Fixierung wurde das Pellet mit 0,05 % Glutaraldehyd Losung (Glutaraldehyd 25 %, Sigma
Aldrich G6257) vermischt und fir 30 Minuten in Raumtemperatur inkubiert und
anschlieBend mit PBS abgewaschen. (4) 5 uL des fixierten Pellets wurde vor der
Anfarbung mit 45 pL Saponin vermischt um die Zellpermeabilisierung zu erhéhen. Dann
wurden die Erythrozyten mit anti RESA Mab (Klon 28/2, Walter and Elisabeth Hall
Institute, WEHI Antibody Facility, Melbourne, Australien) sowie mit Pl (Propidiumjodid®;
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA ) fir 30 Minuten inkubiert, wieder gewaschen und im
nachsten Schritt mit einem Alexa Fluor 488 markierten Goat Anti-Mouse 1gG (H+L)
Antikorper (Thermo Fisher, Waltham, USA) fir weitere 30 Minuten angefarbt. Eine letzte
Waschung erfolgte und die Mischung wurde in 200 uL Pufferlésung (L6sung aus PBS
und Bovine Serum Albumin, BSA) verdinnt. (5) Die Messung erfolgte in einem Accuri C6
Duchflusszytometer (BD-Biosciences, Franklin Lakes, USA) mit den in Tabelle 2-6
gezeigten Spezifikationen.

Tabelle 2-6: Emissionsspektren der Fluoreszenzen fur BD Accuri® C6

Farbung Laser Standard Filter Detektor
Alexa Fluor® 488 488 nm 533/30 FL1
Pl 488 nm 585/40, 670 LP FL2, FL3

(Quelle: BD Accuri Optical Filter Guide “Emissionsspektren (Fluoreszenz) BD Deutschland®)

Die digitalisierten Daten wurden mit der BD Accuri™ C6 Software Version 1.0.264.21
dargestellt und analysiert. Fur jede Probe wurden mindestens 100.000 Ereignisse
eingespeist. Das erste Gating der Ziel-Zellpopulation nach Gréf3e (FSC) und Granularitat
(SSC) erfolgte visuell (Abbildung 2-5).
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Abbildung 2-5: Punktwolkendiagramm mit 100.000 Ereignissen einer beispielhaften
Probe mit Vorwarts- und Seitenstreuung in der Durchflusszytometrie. Die Zielpopulation
wurde mithilfe eines Gatings fokussiert eingegrenzt (rote Box).

440.0349

Fielpopalation
?3,1p%

S5C-A
200.000
1

= T T

o 2.000.000 4.715.8380
FSC-A

2.2.3.4.1 Nachweisgrenze in der Durchflusszytometrie

Zellbestandteile kénnen durch Streuung von Laserlicht Eigenfluoreszenz produzieren.
Um diese Rauschsignale von den markierten Fluorochromen zu differenzieren, wurden
Negativkontrollen von Malaria-negativen Probandinnen mit der gleichen Farbemethodik
markiert und untersucht. Der Anteil an fluoreszierenden Zellen wurde als Autofluoreszenz
gewertet und die maximale Anzahl als Nachweisgrenze festgelegt (Abbildung 2-6).
Proben, die unterhalb der Nachweisgrenze lagen wurden aus weiteren Analysen
ausgeschlossen.

Abbildung 2-6: Reprasentative Negativkontrolle einer Malaria-negativen Probe mit 0,1 %
autofluoreszierendem Zellanteil

2.000.000 3.000.0003% 906 601

FSC-A
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Die Gating-Strategie fur RESA (FL1) und PI (FL3) ist in Abbildung 2-7 exemplarisch
dargestellt. Bei jedem Probendurchlauf erfolgte zunachst die FACS-Analyse einer

ungefarbten Probe. Wie bei den Negativkontrollen der Malaria-negativen Proben wurden
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die Gating Fenster bei jedem Mess-Durchlauf angepasst. Alle doppel-positiven Zellen mit
RESA und Pl Markierung wurden als infizierte Zellen gewertet und aus der Analyse
ausgeschlossen. Die RESA-positiven und Pl-negativen Zellen wurden als oie gewertet.
Die Evaluierung der oie erfolgte am dritten Tag nach Therapiebeginn. Bei Werten
oberhalb der Nachweisgrenze an T3 erfolgten weitere Abnahmen an Tag 7+1, 14+2, und

28+2 oder an jedem anderen Tag bei unvorhergesehenen Visiten.

Abbildung 2-7: Beide Abbildungen zeigen die eingegrenzte Zielpopulation aus
Abbildung 2-6 in einem neuen Plot zur weiteren Differenzierung. Die linke Abbildung zeigt
das Gating von Pl-positiven (FL-3 Kanal) und RESA-positiven (FL-1 Kanal) Zellen. Somit
erfolgte die Quantifizierung der oie (RESA-pos.) und der infizierten Erythrozyten (RESA
und PI-pos.). In der rechten Abbildung wurde die RESA-pos. Population im Verhaltnis zu
ihrer Grof3e (FSC) aufgetragen und aufgrund der praziseren Darstellung zusatzlich zur
Quantifizierung genutzt.
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2.2.3.4.2 Weitere Analysen

Die Berechnung der absoluten oie-Zahl erfolgte aus dem relativen oie-Anteil und der
Erythrozytenzahl/pL. Die Berechnung der Pitting Quote, d.h. dem Anteil von parasitierten
Erythrozyten, der nach Behandlung in oie umgewandelt wurde, erfolgte nach folgender
Formel:

- oo oie T3 (%) x 100
itting Quote = 4 Amie TO (%)

Zur Beschreibung der oie-Kinetik erfolgte die Berechnung des Abbaus von oie innerhalb
der ersten (T3-7), der zweiten (T7-14) Woche sowie dem gesamten Zeitraum nach

Therapie nach folgenden Formeln:
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oie Abbau erste Woche: oie T3 — T7 (/pL)

oie Abbau zweite Woche: oie T7 — T14 (/pL)

oie Abbau nach Therapie: oie T3 — T14 (/pL)

2.2.4 Datenmanagement

2.2.4.1 Datensammlung und -sicherung

Alle Informationen der Patientinnen und dazugehdrigen Ergebnisse wurden in Papier-
basierten Dokumentationsbdgen (Case Report Form, CRF) beim direkten Kontakt mit
den Patientinnen erfasst. Jeden Teilnehmerlnnen wurde wéahrend des Screenings ein
Pseudonym vergeben, das zur Identifikation von Ergebnissen im Labor und
Untersuchungen genutzt wurde. Dieses Pseudonym wurde auch bei weiteren
statistischen Auswertungen gebraucht. Die im Labor analysierten Werte wurden als
Papierdruck an die CRFs geheftet. Diese wurden dann am Studienort gelagert und
verbleiben dort fur mindestens zehn Jahre nach Erscheinen der Veroffentlichungen der
Studienergebnisse. Lediglich der Hauptuntersuchungsleiter und direkt autorisiertes

Personal hatten Zugriff auf die CRF und andere Ausgangsdokumente.

2.2.4.2 Datenerfassung und -bereinigung

Am Ende der Rekrutierungsphase fand eine elektronische Erfassung aller Informationen
in eine Datenbank durch das Programm Epi Info™ Version 3.5.4. (2012, CDC, Atlanta,
GA, USA) statt. Diese wurden lokal und auf externen Speichertradgern gesichert. VVor der
Analysearbeit erfolgte eine Datenbereinigung zur Entfernung von Duplikaten und falsch
erfassten Werten durch Analysen der Werteverteilung und stichprobenartige Verifikation

der Quelldokumente.

2.2.5 Statistische Berechnungen

Die statistische Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Biometrie
und Klinische Epidemiologie der Charité-Universitdtsmedizin Berlin. Die verwendeten
Programme der statistischen Auswertung waren JMP Version 7.0 (SAS Institue Inc., Cary,
NC, USA) und Excel (Microsoft Office Professional Plus 2016). Die erhobenen Daten

wurden als Mittelwert mit Standardabweichung bzw. Median mit Bereich oder
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Interquartilbereich (1QB) in Absolutzahlen oder in Prozent aufgefiihrt. Die Parasitendichte
wurde log transformiert als geometrischer Mittelwert angegeben und das entsprechende

95 %-Konfidenzintervall ermittelt.

2.2.5.1 Fallzahlplanung

Auf der Basis von Daten aus vorangegangenen Studien wurde die Annahme getroffen,
dass ca. 20 % der behandelten Patientinnen von einer verzogerten Hamolyse nach
Therapie betroffen sind. Darauf aufbauend erfolgte die Fallzahlplanung zur Bestimmung
einer Proportion von 20 % Hamolyse mit 10 % Prazision und 95 % Konfidenzintervall
(n= 65). Die Berechnung nahm eine Gesamtrate von 30 % fir Lost-to-Follow up oder
Therapieversagen an, sodass eine notwendige Anzahl von 93 Patientinnen zum

Erreichen des Endpunktes an T14 fur 65 Patientinnen errechnet wurde.

2.2.5.2 Assoziationsberechnung

Der Zusammenhang zwischen zwei Gruppen (Gruppen mit und ohne Auftreten von
Hamolyse bzw. Therapiegruppen) bei kategorialen Variablen wurde mit dem Pearson’s
Chi-Quadrat Test geprift. Bei der Analyse von kontinuierlichen Variablen wurde der
Wilcoxcon-Mann-Whitney-U-Test angewandt. FUr den Zusammenhang von initialer
Parasitamie und der Ausbildung von oie an T3, sowie den Zusammenhang von Alter und
Pitting Quote wurde eine lineare Regressionsanalyse mit R? als BestimmtheitsmaR
angewandt. Zur Beschreibung der Wahrscheinlichkeit von kategorialen Risikofaktoren
auf ein Hamolyseereignis wurde die Odds Ratio mit entsprechendem 95%-

Konfidenzintervall errechnet. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

2.2.6 Ethisches Statut

Die Studie wurde in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki und den
Grundprinzipien der Internationalen Konferenz fur Harmonisation - Gute
Wissenschaftliche Praxis (ICH-GCP) ausgefuihrt. Das Studienprotokoll und das Formblatt
der schriftlichen Einwilligungserklarung wurden vom ,Institutional Ethics Committee of
CERMEL* Uberpruft. Nach Aufklarung Gber Inhalt, Risiken und Vorteile der Studie durch
einen der Studienarzte erfolgte die schriftliche Einwilligung aller Teilnehmerinnen bzw.
ihrer Erziehungsberechtigter im Falle von Minderjdhrigen. Die Studie wurde auf der
,WHO International Clinical Trials Registry Platform” (DRKS00007104) registriert.
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3 ERGEBNISSE

3.1 STUDIENPOPULATION

Im Zeitraum zwischen Mai 2015 und Januar 2016 wurden 350 Patientinnen gescreent,
die aktuell oder in den letzten sieben Tagen anamnestisch Fieber angaben. 102
Patientinnen wurden mit positivem Schnelltest und einer asexuellen Parasitamie >50/uL
als Malaria positiv bewertet. Neun dieser Patientinnen wiesen Ausschlusskriterien auf:
Ein Patient hatte eine P.m. Monoinfektion, ein Patient war bereits mit einem anderen
Therapieregime innerhalb der letzten Wochen therapiert worden und sieben weitere
verweigerten ihre Teilnahme an der Studie. Somit wurden 93 Patientinnen in die Studie
inkludiert. 17 Patientinnen (17/93; 18 %) wurden im Rahmen der parallel durchgefihrten
klinischen Phase-2 Studie mit Fosmidomycin/Piperaquin (Fospip) behandelt. Die tbrigen
Patientinnen (76/93; 82 %) wurden mit Artemether/Lumefantrin (AL) behandelt. Im
vorliegenden Flussdiagramm (Abbildung 3-1) ist der Verlauf vom Screening der

Patientinnen bis zum letzten Kontrolltermin dargestellt.

Im Behandlungsarm AL nahmen drei Patientinnen die Medikation nicht in der
vorgesehenen Dosierung ein, zwei weitere erhielten Transfusionen bei schwerer Anamie
und wurden daher von weiteren Analysen ausgeschlossen. Zehn Patientinnen (10/76;
13 %) schieden aus der Nachbeobachtung vor T14 und weitere 14 (18 % der AL-

Gesamtpopulation) vor T28 aus.

Im Behandlungsarm Fospip wurde bei zwei Patientinnen die Einnahme der
Studienmedikation abgebrochen, da sie eine QTc-Zeit von >450 ms nach erster Dosis
entwickelten. Sie wurden gemalR dem Studienprotokoll mit AL weitertherapiert und aus
weiteren Analysen ausgeschlossen. Bis zum T14 wurden alle Patientinnen gesehen und
zwei Patientinnen (11 % der Fospip-Gesamtpopulation) schieden aus der

Nachbeobachtung vor T28 aus (,Lost-to-follow-up®).
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Abbildung 3-1: Flussdiagramm der Studienpopulation. Priméarer Endpunkt grau
hinterlegt.

‘ 350 Patienten Screening |

248 Neg. RDT u/o
Parasitamie <50 Pf/uL

‘ 102 Malaria-positive Patienten ‘

Screening Versager
- 7 Verweigerung der

‘ 93 eingeschlossene Patienten ‘ Teilnahme
- 1Pm.

- 1 andere Therapie

3 fehlerhafte Med.
Elnnahme. ‘ AL Therapie (n=76/76) ‘ ‘ FosPip Therapie (n=17/17) ‘
2 Transfusion 2 Therapiewechsel
8 verpasster 2u AL bei QTc
Verlaufstermin
‘ T3 erfolgt (n=63/71) ‘ ‘ T3 erfolgt (n=15/15) ‘
3 Lost-to-Follow-up 1 verpasster
5 verpasster Verlaufstermin
Verlaufstermin
‘ T7 erfolgt (n=63/68 ) ‘ ‘ T7 erfolgt (n=14/15) ‘
1 verpasster
‘ 7 Lost-to-Follow-up ’<— Verlaufstermin
T14 erfolgt (n=61/61) T14 erfolgt (n=14/15)
‘ 14 Lost-to-Follow-up ’— 4{ 2 Lost-to-Follow-up
‘ T28 erfolgt (n=47/47) ‘ ‘ T28 erfolgt (n=13/13) ‘

Die Ausgangswerte der Patientinnen in beiden Behandlungsgruppen waren bezlglich
der klinischen Parameter und der Laborwerte vergleichbar (Tabelle 3-1). Patientinnen in
der Behandlungsgruppe Fospip hatten infolge der Einschlusskriterien in die Fospip Studie
eine etwas hohere Parasitamie als Patientinnen unter der Behandlung mit AL, der
Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant (geometrisches Mittel 8.262/uL mit
Fospip vs. 4.189/uL mit AL, p=0,08). Allerdings waren die drei Patientinnen mit der
hochsten Parasitimie >5 % in der Behandlungsgruppe AL. Statistisch signifikante
Unterschiede unter den Behandlungsgruppen ergaben sich beim Alter, dem Hb-Wert, der

Erythrozyten Konzentration, dem Hamatokrit und dem Kreatininwert.
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Tabelle 3-1: Baseline Kenndaten der Studienpopulation

Charakteristiken AL Fospip p-Wert Gesamt
(n=76) (n=17) (n=93)
Geschlecht
mannlich abs. 38/76 (50) 12/17 (70) 0,15 50/93 (54)
(%)
Alter 8 (4;12) 4 (4;5) 0,008* 5 (9;10)
(Jahre)¥t (0,5-55) (3-5) (0,5-55)
Parasitendichte
geo. d
(/uL)t 4.189 8.262 0,08 4.791
(114-330.600) (779-105.070) (114-330.600)
(%)% 0,08 0,25 0,05 0,09
(0,003-9,028)  (0,019-2,295) (0,003-9,03)
Temperatur
axillar 36,9 36,9 0,99 36,9
(°C) (36,6-37,1) (36,5-37,3) (36,7-37,1)
Hamoglobin 9,9 8,9 0,04* 95
(g/dL)F (8,5;11,3) (8,3;9,5) (8,5;11,0)
Hamatokrit 31 28 0,02* 30
(%) (30-32) (27-29) (29-31)
MCV 74 76 0,38 74
(fL) (72-76) (80-71) (73-76)
MCH 24 24 0,35 24
(p9) (23-24) (22-25) (23-24)
Erythrozyten 4,2 3,8 0,01* 41
(pL) (4,0-4,3) (3,5-4,0) (4,0-4,2)
Thromobozyten 176 186 0,40 178
(nL) (156-197) (149-223) (160-196)
Leukozyten 8,3 8,6 0,41 8,3
(nL) (7,6-9,0) (7,6-9,5) (7,8-8,9)
Retikulozyten 0,8 0,7 0,82 0,8
relativ (0,5;1,5) (0,4;2,0) (0,5;1,5)
(%)F
LDH 300 287 0,67 294
(UIL)F (248;353) (213;349) (246;353)
GOT 28 27 0,79 28
(U/L) (25-30) (24-30) (26-30)
GPT 15 18 0,22 15
(U/L) (13-16) (13-23) (14-17)
Kreatinin 37,5 24,5 0,002* 34,8
(umol/L) (33,5-41,5) (18,2-30,8) (31,2-38,3)
Haptoglobin 0,56 0,46 0,56 0,5
(g/L) (0,4-0,7) (0,1-0,8) (0,4-0,7)
Bilirubin 12,6 12,95 0,58 12,7
(umol/L) (10,5-14,7) (8,8-17,1) (10,8-14,5)

wenn nicht anders markiert Mittelwert mit 95 % Konfidenzintervall, ¥ Median (Interquartilbereich), £ Median

(Bereich), @ Durchschnitt, * statistisch signifikanter Wert, KI Konfidenzintervall
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3.2 ENDPUNKT HAMOLYSE AN T14

Zum Studienzeitpunkt T14 wurden die notwendigen Laborwerte fir den Endpunkt
Hamolyse (LDH, Haptoglobin) fur 69/75 Patientinnen erhoben. Bei den restlichen sechs
Patientinnen konnten die Hamolyseparameter technisch bedingt nicht bestimmt werden.

Die Kriterien einer Hamolyse an T14 erfillten 6/69 Patientinnen (9 %).

Neben den sechs Patientinnen mit Hamolyse hatten 17 weitere Patientinnen negative
Haptoglobinwerte an T14 mit normwertiger LDH. Folglich hatten in der Summe 23/69
Patientinnen (34 %) ein erniedrigtes Haptoglobin an T14. Bei neun dieser 23 Patientinnen,
waren die Haptoglobinwerte zu keinem der gemessenen Studien-Zeitpunkte normwertig,
wobei funf dieser Patientinnen noch an T28 negative Werte aufwiesen. Auch ein Patient
der Hamolysegruppe hatte an jedem gemessenen Studien-Zeitpunkt ein erniedrigtes
Haptoglobin (Messungen an T7, T14 und T28). Valide LDH-Werte an T14 lagen bei
insgesamt 72 Patientinnen vor. Neben den sechs Patientinnen mit Hamolyse hatten
weitere acht (12 %) erhohte LDH-Werte mit normwertigem Haptoglobin. Von diesen
hatten zwei erh6hte CRP-Werte, sodass im Rahmen einer akuten Phase Reaktion das
Haptoglobin erhéht und damit eine bei Hamolysereaktion erniedrigter Wert verdeckt sein

konnte. Diese hatten jeweils ansteigende Hb-Parameter im Verlauf.

Doppelbestimmungen fir CRP an T14 erfolgte bei 20 Proben. Haptoglobin wurde bei
insgesamt 32 Proben doppelt bestimmt, davon waren 16 Proben an T14 mit 14 doppelten
Probemessungen und 2 ergédnzenden Messungen. Erganzt wurden Proben, die bedingt
durch technische Messfehler keinen auswertbaren Wert aus dem CERMEL vorwiesen.
Im Vergleich bestanden zwischen den Laborergebnissen aus dem CERMEL und dem
Labor Berlin keine signifikanten Unterschiede, sodass keine Veranderung in der

Klassifikation der Patientinnen aufgrund der Doppelbestimmungen erfolgte.

In Abbildung 3-2 sind die klinischen Laborparameter Hb, LDH und Retikulozyten der
Hamolyse- und Vergleichsgruppe dargestellt. Insgesamt zeigen beide Gruppen einen
sehr ahnlichen Verlauf der Laborwerte ohne signifikante Unterschiede, abgesehen vom
definitionsgeméfRen Unterschied in der LDH an T14. Am Screeningtag hatten beide
Gruppen ahnliche Ausgangswerte. An T3 stieg die LDH in der HG mehr an als in der VG,
jedoch ohne statistisch signifikanten Unterschied. Am siebten Tag waren die LDH-Werte

wieder vergleichbar und die Retikulozyten stiegen in beiden Gruppen, aber vor allem in

der VG an und fielen an T14 wieder ab. Die medianen Hb-Werte am Screeningtag waren
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in beiden Gruppen vergleichbar. An T3 sank der Hb-Wert der HG, in der VG blieb der
Wert nahezu konstant. Zwischen T3 und T28 stiegen die Werte der HG dann starker an,
sodass am letzten Kontrolltermin beide Gruppen vergleichbare Werte aufwiesen. In
Tabelle 3-2 ist eine Ubersicht aller Parameter der Verlaufsdiagramme aufgelistet. Tabelle
3-3 zeigt die Hb-Verlaufe der Patientinnen mit und ohne Hamolyse. Ein Abfall der Hb
Werte in der Phase nach Therapie (T3-14) wurde bei keinem der Patientinnen in der HG
beobachtet (unterer Wert des AHb Bereichs =0).

Abbildung 3-2: Mediane Hb-, LDH- und Retikulozytenwerte (IQB) der Patientinnen mit
und ohne Hamolyse an T14 im Verlauf. Die gestrichelte Linie indiziert den Grenzwert fur
LDH bei 345 U/L, die Klammer hebt einen signifikanten Unterschied zwischen den
Therapiegruppen hervor.
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Tabelle 3-2: Absolute Hamoglobin-, Retikulozyten- und LDH-Werte (Median mit IQB) der

Hamolyse- und Vergleichsgruppe im Verlauf

Charakteristiken Hamolysegruppe Vergleichsgruppe p-Wert
n=6 n=63
T0
Hb 9,0 (8,1;11,4) 9,2 (8,4;10,8) 0,81
(g/dL) n=6 n=60
LDH 285 (183;336) 282 (228;353) 0,71
(U/L) n=4 n=54
Retikulozyten 0,7 (0,5;0,9) 0,8 (0,5;1,8) 0,72
(%) n=3 n=46
T3
Hb 8,7 (8,4;10,8) 9,1(8,1;10,7) 0,90
(g/dL) n=4 n=57
LDH 422 (303;470) 292 (251;365) 0,08
(U/L) n=4 n=58
Retikulozyten 1,1(0,4;2,1) 1,1(0,6;2,1) 0,86
(%) n=4 n=42
T7
Hb 10,0 (9,8;10,9) 9,6 (8,8;10,9) 0,42
(g/dL) n=6 n=56
LDH 304 (248;379) 292 (242;346) 0,66
(U/L) n=6 n=56
Retikulozyten 1,4 (0,3;2,3) 1,7 (0,7;2,8) 0,43
(%) n=4 n=41
T14
Hb 10,6 (9,9;12,9) 10,4 (9,6;11,3) 0,40
(g/dL) n=6 n=60
LDH 366 (351;417) 261 (219;330) 0,002*
(U/L) n=6 n=59
Retikulozyten 0,4 (0,3;1,1) 0,5 (0,2;1,0) 0,79
(%) n=4 n=44
T28
Hb 10,9 (10,4;11,6) 11,1 (10,5;11,7) 0,71
(g/dL) n=5 n=48
LDH 334 (252;416) 276 (236;334) 0,47
(U/L) n=4 n=39
Retikulozyten 0,3 (0,2;0,7) 0,7 (0,4;1,2) 0,14
(%) n=3 n=25
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Tabelle 3-3: Hamoglobinverlaufe der Patientinnen mit und ohne Hamolyse (Median in
g/dL mit Bereich)

AHb Hamolys_egruppe Verglelc_hsgruppe p-Wert
n=6 n=63
- - C - - -

T0-3 0,35 ( OLl 0,8) 0,1 ( 2_,9 1,4) 0.18
n=4 n=56

T3-14 L5@Z-2A) 120%8-&% 058
n=4 n=57

T3-7 0,9 (0,9 -1,5) 0,5 (-0_,7 -2,5) 0.60
n=4 n=55

T7-14 0,7 (0,9 -2,5) 0,6 (-2_,0 - 3,5) 071
n=6 n=56

T0-14 L6®?-23) 100%5-&& 0.07
n=6 n=59

T14-28 0,1 (-0,_8 -1,3) 0,5 (-3_,3 -3,3) 045
n=5 n=48

T0-28 2,4 (O,ES -3,4) 1,6 (-1_,2 -4,0) 0.47
n=5 n=48

3.2.1 Unterschiede zwischen AL und FOSPIP

Von den 69 Patientinnen, bei denen valide Messwerte der Hamolyseparameter an T14
zur Verfuigung standen, wurden 55 Patientinnen mit AL und 14 Patientinnen mit Fospip
therapiert. 4/55 Patientinnen in der AL Population (7 %) und 2/14 Patientlnnen in der
Fospip Population (14 %) hatten eine Hamolyse an T14. Die Odds fur das Auftreten von
Hamolyse fur die Therapie mit AL zu Fospip lag bei 0,5 (0,1-2,9).

Abbildung 3-3: Auftreten von Hamolyse an T14 in den unterschiedlichen
Therapiegruppen in % (abs.)

AL Fospi
100% 100% p p

80% 80%

60% 60%
40% 40% 86
12)
20% 20%
0% 0%
Hamolysegruppe Hamolysegruppe
m Vergleichsgruppe m Vergleichsgruppe

°Bei zwei Patientinnen fehlte der Hb-Wert an T3, wodurch der mediane AHb-Wert T0-3 verhaltnisméalig
hoch ausfiel
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In Abbildung 3-4 sind die medianen Werte von LDH, Retikulozyten sowie Hb fur die
Patientinnen mit AL und Fospip-Therapie abgebildet. Die medianen LDH-Werte nach AL
Behandlung sind an allen Studienzeitpunkten unterhalb des Grenzwertes von 345 UJ/L.
An T28 fiel ein Anstieg des medianen LDH-Werts oberhalb des Grenzwertes bei den
Patientinnen nach Fospip-Behandlung auf. Im Vergleich war der Unterschied zu
Patientinnen nach AL-Behandlung jedoch nicht signifikant. Die Hb-Werte der
Patientinnen in der Fospip-Population waren am Screeningtag (TO) signifikant niedriger
als in der AL-Population. An T3 vergrol3erte sich die Differenz, glich sich aber im Verlauf
wieder an. Am letzten Tag waren die Hb-Werte nahezu identisch. In Tabelle 3-4 sind die
einzelnen Parameter der Verlaufe zur Ubersicht aufgelistet. Die Hb-Werte beider
Therapiegruppen nahmen kontinuierlich zu. Wahrend der Therapiezeit stagnierte der Hb-
Wert, stieg aber vor allem in der Fospip-Population zwischen T3-14 signifikant an.
Insgesamt fand sich in dieser Gruppe eine grol3ere Zunahme vom Screeningtag bis zum
T14.

Abbildung 3-4: Mediane Hb-, LDH- und Retikulozytenwerte (IQB) der Patientinnen

je nach Therapie an T14 im Verlauf. Die gestrichelte Linie indiziert den Grenzwert fur

LDH bei 345 U/L, die Klammer markiert einen signifikanten Unterschied zwischen den
Therapiegruppen.
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Tabelle 3-4: Absolute Hamoglobin-, Retikulozyten- und LDH-Werte (Median mit IQB)
der AL- und Fospip-Population im Verlauf

AL Fospip p-Wert
n=76 n=17
T0
Hb 9,9 (8,5;11,3) 8,9 (8,3;9,5) 0,06
(g/dL) n=68 n=14
LDH 297 (245;353) 274 (207;345) 0,52
(U/L) n=60 n=13
Retikulozyten 0,8 (0,5;1,5) 0,6 (0,4;1,4) 0,54
(%) n=44 n=11
T3
Hb 9,6 (8,6;10,9) 8,8 (8,0;10,9) 0,03*
(g/dL) n=62 n=14
LDH 300 (249;360) 291 (253;426) 0,87
(U/L) n=62 n=14
Retikulozyten 1,2 (0,6;2,1) 1,1(0,5;2,4) 0,98
(%) n=38 n=15
T7
Hb 10,0 (9,0;11,2) 9,8 (8,8;10,0) 0,13
(g/dL) n=63 n=12
LDH 287 (233;354) 318 (274,;356) 0,31
(U/L) n=61 n=12
Retikulozyten 1,3 (0,6;2,5) 2,2 (0,7;2,7) 0,32
(%) n=42 n=12
T14
Hb 10,4 (9,7;11,7) 10,4 (9,8-10,9) 0,58
(g/dL) n=60 n=13
LDH 266 (222;336) 331 (243;366) 0,08
(U/L) n=59 n=13
Retikulozyten 0,7 (0,2;1,0) 0,4 (0,3;0,6) 0,60
(%) n=40 n=11
T28
Hb 11,0 (10,4-12,0) 11,2 (10,9;11,6) 0,65
(g/dL) n=47 n=11
LDH 269 (228;320) 363 (286;463) 0,05
(U/L) n=40 n=6
Retikulozyten 0,6 (0,3;1,1) 0,6 (0,2;1,1) 0,65
(%) n=24 n=7
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Tabelle 3-5: Hamoglobinverlaufe je nach Therapie

Meﬁigtr)l ((g/éjrlt_a)ich) 'rbl\l_YG E(:);p P p-Wert
T0-3 (r)],:o5g2,9 -2,0) ;&i 5(-2,1 - 1,4) 077
T3.14 (r)],:95(3-o,8 -3,9) iflgw -3,0) 0.02*
127 (r)],:45(7-0,8 -2,8) 2,271%-0,6 -2,3) 0.41
T7.14 (r)],:55g2 -3,5) gfl(zo,o -2,3) 0.38
T0-14 ﬁ’:05(7_1’5 -3,5) iflgfo,z -2,4) 017
T14-28 2’:34(7'3’3 -3.3) gf1(1-0,3 -2,8) 018
T0-28 #:14(7_1’2 - 4,0) ﬁ,:41(11,2 -3,4) 0.02*

3.3 ANAMIE

Das folgende Diagramm (Abbildung 3-5) zeigt die Pravalenz der unterschiedlichen

Schweregrade von Anamie zu den einzelnen Studienzeitpunkten. 75 % der Patientinnen

prasentierten eine moderate oder schwere Anamie am Screeningtag. An T3 fiel eine

leichte Verschiebung hin zur moderaten Anamie auf, bei welcher der Anteil von 65 % auf

70 % zunahm und der Anteil ohne Andmie von 25 % auf 19 % abnahm. Im weiteren

Verlauf stiegen die Hb-Werte stetig an, sodass ab T14 mit einer Ausnahme keine schwere

Anamie mehr auftrat und die Pravalenz der moderaten Anamie von anfanglich 65 % an
TO auf ca. die Halfte (33 %) an T28 sank.

Abbildung 3-5: Anadmieverteilung im Verlauf in % (abs.)
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Am letzten Verlaufstermin fiel eine einjahrige Patientin mit schwerer Anamie auf. Sie wies
einen Hb-Abfall von 10 g/dL auf 6,7 g/dL zwischen T14 und T28 auf. Seit zwei Tagen
bestand Husten ohne Fieber, eine Reinfektion wurde ausgeschlossen. Die LDH-
Parameter stiegen zwischen T14-28 von 429 U/L auf 554 U/L an, wurden aber von einem
durchweg normwertigem Haptoglobin begleitet. Das CRP war an beiden Tagen technisch
bedingt nicht bestimmbar. Eine verzégerte Hamolyse kann bei der Patientin nicht mit
Sicherheit ausgeschlossen werden. Bei teils fehlenden Parametern erfolgte die Einteilung
in die Patientengruppe ohne Hamolyse.

Ein dreijahriger Patient prasentierte bei Aufnahme ein stark erniedrigtes Hb von 6,9 g/dL
mit einer initialen Parasitdmie von 70.000/uL. Ein weiterer dreijahriger Patient stellte sich
mit einer schweren Andmie mit einem Hb-Wert von 5,2 g/dL und einer Patasitendichte
von 6.777/uL am Aufnahmetag vor. Beide bekamen eine orale Therapie mit AL und
erhielten einen Tag nach Therapiebeginn Erythrozytenkonzentrate. Bei der Kontrolle an
T3 betrug der Hb-Wert des ersten Patienten 8,8 g/dL und an T14 schlie3lich 9,3 g/dL.
Der zweite Patient hatte an T3 einen Hb-Wert von 11,4 g/dL und an T14 einen Wert von
11,6 g/dL mit gleichzeitig bestehenden positiven Hamolyseparametern. Der Hb-Wert war
an T28 weiterhin stabil bei 11,7 g/dL. Aufgrund der Transfusion wurden beide Patienten

aus den weiteren Analysen zu Hamolyse und Hb-Verlauf ausgeschlossen.

3.4 EHEMALS-INFIZIERTE ERYTHROZYTEN

3.4.1 Messvalidierung (Autofluoreszenz)

Die Autofluoreszenz wurde bei 18 Negativkontrollen gemessen und wies bei vier
Untersuchungen 0,1 % oie und bei weiteren 14 Untersuchungen 0,0 % oies auf. Die
untere Nachweisgrenze von validen oie-Werten wurde demzufolge auf 20,2 % oies
festgelegt [89]. Bei 60/78 Patientinnen konnten valide FACS-Messwerte an T3 ermittelt
werden. Insgesamt zeigten 31/60 Patientinnen (52 %) an T3 oie-Werte oberhalb der

Nachweisgrenze.

3.4.2 Vorkommen von oie in der Studienpopulation

Bei den 31 Patientinnen mit Werten oberhalb der Nachweisgrenze lag der mediane Anteil
der oie an T3 bei 0,39 % (0,30;0,92) mit einem Minimum von 0,20 % und einem Maximum
von 10,23 %. Es fand sich kein statistsich signifikanter Unterschied in der Hohe der oies

bei Patientinnen mit und ohne Hamolyse an T14 (p=0,29). Der Schwellenwert von
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0,18/pL oies wurde von einem Patienten mit einem Wert von 0,29/pL Uberschritten.

Dieser Patient wies keine positiven Hamolyseparameter an T14 auf (Abbildung 3-6).

Abbildung 3-6: oie/pL an T3 bei Patientinnen mit und ohne Hamolyse an T14. Die
gestrichelte Linie stellt den publizierten Schwellenwert als Vorhersageparameter fur das
Auftreten einer Hamolyse bei 0,18/pL dar. Die Farbkodierung orientiert sich an
Abbildung 3-7.
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Die Analyse des Zusammenhangs zwischen der Screening-Parasitamie und des oie-
Anteils an T3 mittels linearer Regression ergab eine Regressionsgerade mit der Funktion
y = 0,15+ 0,71 X Parsitamie (%) (R?>=0,6904, p<0,001) (Abbildung 3-7).

Abbildung 3-7: Korrelation zwischen Parasitamie an TO (%) und der Anteil der oie (%)
an T3. Abgebildet ist die Korrelationsgerade (durchgezogene rote Linie) bei linearer
Anpassung. Die Konfidenzb&nder sind mit einem Niveau von 95 % dargestellt
(gestrichelte Linien). Farblich schwarz markiert sind Patientinnen mit einer Parasitamie
und einem oie-Wert <2 %. Patientinnen mit einer Parasitimie >2 % wurden bei
Pittingwerten >2 % dunkelgrau und bei Werten <2 % hellgrau kodiert. Die schwarzen
Linien stellen die Grenzwerte bei jeweils 2 % oie und Parasitamie dar.

oie T3 (%)

Parasitamie (%)
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Der grofdte Anteil der Patientinnen (24/31) hatte mit einer Parasitamie <2 % gleichfalls
oie-Werte <2 %. Die restlichen sieben Patientinnen mit einer Parasitdmie >2 % werden
im Hinblick auf Pitting-Quote und Verlauf detaillierter betrachtet. Die mediane Pitting-
Quote dieser Patientinnen lag bei 74 % (22;96). Es fand sich kein Zusammenhang
zwischen Alter und Pitting-Quote (R2=0,20; p= 0,32). Die mediane Pitting-Quote im
Therapie-Vergleich lag in der Behandlungsgruppe mit AL (n=6/7) bei 52 % (21;101) und
mit Fospip (n=1/7) bei 82 % (p-Wert=0,62). Drei Patientinnen hatten bei einer Parasitamie
von >2 % verhaltnism&Rig geringe Pitting Quoten mit oie-Werten <2 % an T3. Alle diese
Patientinnen hatten eine Therapie mit AL erhalten, zeigten negative Hamolysezeichen an
T14 und waren 3, 8 und 10 Jahre alt, davon waren zwei weiblich und einer mannlich
(Abbildung 3-8).

Die Ubrigen vier Patientinnen hatten mit einer Parasitamie >2 % auch oie-werte von >2 %
an T3. Alle vier Patientlnnen zeigten im Verlauf nach Therapie kontinuierlich ansteigende
Hb-Verlaufe bis zur letzten Verlaufskontrolle (Abbildung 3-9). Eine 3-jahrige Patientin
dieser Gruppe hatte positive Hamolyseparameter an T14. Die initiale Parasitamie lag bei
87.210/uL (2,49 %) und der oie-Wert an T3 bei 2,4 % resultierend in einer Pitting-Quote
von 96 %. Die Patientin wurde mit AL behandelt. Der LDH-Wert an T14 lag bei 406 UJL,
und sank an T28 auf 277 U/L (Abbildung 3-9-A). Einer der vier Patientinnen wurde mit
Fospip therapiert, war 2 Jahre alt und prasentierte eine initiale Parasitimie von
105.070/uL (2,92 %) und 2,41 % oie-Anteil an T3 resultierend in einer Pitting Quote von
83 %. An T14 war der Haptoglobinwert mit 0,29 g/L grenzwertig erniedrigt mit einem
normwertigen LDH-Wert von 312 U/L. An T28 lag der LDH-Wert bei 534 U/L bei
gleichzeitig erhéhtem Haptoglobin. Die Erh6hung des LDH-Wertes ist am ehesten im
Rahmen einer Entziindungsreaktion zu sehen, eine Hb-relevante Hamolyse zeigte sich
nicht. Der oie Abbau fand hauptsachlich zwischen T3-7 statt und die Hb-Werte stiegen
von 9,7 g/dL auf 11,2 g/dL an. (Abbildung 3-9-B). Eine 10-jahrige Patientin mit einer
Parasitamie von 229.492/uL (5,21 %) und einem oie-Wert von 3,9 % (Pitting Quote 75 %)
prasentierte initial einen Hb-Wert von 10,5 g/dL. Dieser sank am dritten Tag auf 8,5 g/dL
und stieg im Verlauf wieder kontinuierlich an. Die LDH war an T14 im Normbereich. Die
Patientin prasentierte an T28 eine Reinfektion (Abbildung 3-9-C). Eine 3-jahrige Patientin
mit der héchsten Parasitdmie der Studienpopulation (325.000/uL; 9,03 %), prasentierte
auch den hochsten oie-Wert (10,23 %) mit einer Pitting Quote von 113 %. Sie wurde mit

AL therapiert. Der oie-Verlauf ist gesondert in Abbildung 3-10 dargestellt. Sie Gberschritt
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als einzige den vorpublizierten oie-Schwellenwert an T3. Mit einem Ausgangshamoglobin
von 9,1 g/dL sank der Hb-Wert an T3 auf 7,0 g/dL. Nach Therapie zeigte sich ein
kontinuierlicher Anstieg des Hb-Wertes bis zu einem Wert von 10,7 g/dL an T28. Der
Retikulozytenwert stieg an T14 auf 8,7 % an (Abbildung 3-9-D). Die Hamolyseparameter
an T14 zeigten eine normwertige LDH und ein negatives Haptoglobin mit normwertigem
CRP.

Abbildung 3-8: Einzelkurven der Patientinnen >2 % Parasitamie mit Pitting Werten
<2 %; x: Parasitdmie
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Abbildung 3-9: Verlaufskurve der Patientinnen A-D mit Hdmolyseparametern und
Héamoglobinverldufen dargestellt; x: Parasitémie; ,ie“: infected erythrocytes
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Abbildung 3-10: Durchflusszytometrie Messung zur Quantifizierung von RESA (FL1)-
und PI (FL3)-positiven Zellen beispielhaft an einer Patientin mit initial hoher Parasitamie
im Verlauf von T3 bis 28 (vgl. Abbildung 3-9-D)
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Die Patientinnen mit einer Parasitdmie >2 % hatten am Screeningtag einen medianen
Hb-Wert von 9,1 g/dL (8,2-11,6). Die Tabelle 3-6 zeigt die unterschiedlichen Hb-
Veranderungen zwischen Patientinnen mit hoher Parasitendichte (=2 %) und niedriger

Parasitendichte (<2 %). Die hoher parasitame Gruppe hatte einen signifikant hoheren
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Hb-Verlust wahrend der Therapie (T0-3). Im Verlauf jedoch signifikant hohere Anstiege
des Hbs, sowohl in der ersten (T7-14) als auch zweiten Woche (T14-28) nach
Behandlung.

Tabelle 3-6: Mediane der individuellen Hamoglobinverdnderungen zwischen den

einzelnen Studientagen im Vergleich zwischen Patientinnen mit einer Parasitédmie =22 %
und <2 %

AHb (g/dL) 22 % Parasitamie <2 % Parasitamie Wert
Median (Bereich) n=7 n=72 P

T0-3 -%7021—03) -%0029—20) 0.01*
n=7 n=63

T3-14 1](&7—31) 1}(03-39) 013
n=7 n=57

T3-7 OP(Ql-lA) Q?GOB-25) 0.96
n=6 n=58

T7.14 1?(&4-23) 0?(2&%—&5) 0.03*
n=6 n=59

T0-14 0](05-15) %90L5—35) 0.08
n=7 n=63

T14-28 1f(Q2-20) (%?0&3—33) 0.03*
n=6 n=51

T0-28 1f(Q9—2A) %70L2—4D) 0.97
n=6 n=51

3.4.3 Kinetik der ehemals-infizierten Erythrozyten

Die Abnahme der oie-Werte bei den sieben Patientinnen mit einer Parasitamie 22 % war
zwischen T3-7 tendenziell hdher als zwischen T7-14. Der mediane Anstieg der Hb-Werte
war in den ersten Tagen nach Therapie (T3-7) dahingegen geringer als in der zweiten
Woche nach Therapie (T7-14) (Tabelle 3-7).

Tabelle 3-7: Verlaufe der oie- und Hb-Werte der Patientinnen >2 % Parasitamie
zwischen T3-14 im Median (Bereich)

Delta oie (/pL) Delta Hb (g/dL)

T3-14 -0,07 (-0,2 bis -0,01) 1,7 (0,7 bis 3,1)
n=6 n=7

-0,05 (-0,2 bis 0,02) 0,5 (0,1 bis 1,4)

T3-7 _ _

n=>5 n=6

T7-14 -0,03 (-0,96 bis 0,0) 1,2 (O,4_b|s 2,3)
n=>5 n=6
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In der Gesamtpopulation fand sich prozentual gesehen ebenfalls eine deutlichere
Abnahme der oie zwischen T3-7 als zwischen T7-14. In Abbildung 3-11 ist der Anteil der
Pittingwerte ober- und unterhalb der Nachweisgrenze aufgefihrt. An T3 waren 52 %
(31/60) der Pittingwerte oberhalb der Nachweisgrenze. Der grol3ere Anteil an gepitteten
Zellen wurde dann zwischen T3-7 abgebaut. Die Differenz der Anteile an Pittingwerten
oberhalb der Nachweisgrenze betrug zwischen T3-7 (Woche 1) 30 %-Punkte und
zwischen T7-14 (Woche 2) 14 %-Punkte.

Abbildung 3-11: Anteil der 60 Patientinnen mit vorhandenen Pittingwerten zu allen
Zeitpunkten jeweils ober- und unterhalb der Nachweisgrenze im Verlauf

Pittingwerte der Gesamtpopulation % (abs.)
100%

g 80%

Q

g 60%

(@]

£

T 40%

%

= 52 (31)

< 20%

22 (13)
0% 8 (5) | 2(1) |
T3 T7 T14 T28

m Pitting oberhalb der Nachweisgrenze = Pitting unterhalb der Nachweisgrenze

3.5 MOGLICHE EINFLUSSFAKTOREN AUF HAMOLYSE

Die vorbeschriebenen Risikofaktoren wie das Geschlecht, die Therapieform und der
Wirkstoff, Alter, pratherapeutischer Hb-Wert und die Anzahl der gepitteten Zellen fur das
Auftreten einer Hamolyse konnten in unserer Studienpopulation nicht bestéatigt werden.
Keines der genannten Faktoren hatte einen signifikanten Einfluss auf das Auftreten einer

verzogerten Hamolyse nach Therapie.
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Tabelle 3-8: Potenzielle Risikofaktoren fir Hamolyse

Vergleichsgruppe Hamolysegruppe Odds-Ratio

(n=63) (n=6) (KI 95 %)
GeSChlaeggt(c%? nnlieh 35 (56) 3 (50) 0,8 (0,1-4,3)*
Thaek::p (I;))A ) 51(93) 4 (66) 0,5 (0,1-2,9)**
p-Wert
(JaAhlrteer:) T 6 (4,11) 7 (4;22) 0,85

Parasitendichte 4449 (247.80.303) 5239 (178-154.013)

initial (/uL) _ _ 0,72
geo. @ (KI 95 %) n=59 n=6
Hb pratherapeutisch 9,1 (6,1-13,3) 9,0 (7,8-11,5) 0.84
(g/dL) £ n=61 n=6 ’
OIE an T3 0,0 (0,0-10,23) 0,3 (0,0-2,4) 0.29
(%) £ n=46 n=4 ’
OIE an T3 0,0 (0,0-0,29) 0,02 (0,0-0,09) 037
(/pL) n=46 n=4 ’

T Median (1QB), ¥ Median (Bereich), *Odds fiur das Auftreten von Hamolyse fiir das ménnliche zu
weibliche Geschlecht, **Odds fir das Auftreten von Hamolyse fur die Therapie mit AL zu Fospip
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4 DISKUSSION

Hamolyse ohne Hb-Verlust

In unserer Studienpopulation hatten 9 % der Patientinnen mit unkomplizierter Malaria
nach oraler Behandlung positive Laborparameter im Sinne einer verzogerten Hamolyse
an T14.

Seit 2011 wurde in Europa und den Vereinigten Staaten von Amerika wiederholt von
Fallen mit verzogerter Hamolyse nach intravendser Artesunatgabe berichtet. Diese traten
bei 19-24 % der Patientinnen mit schwerer Malaria auf [1,4,90,91]. In Malaria-
Endemiegebieten sind schwere Verlaufe verzdgerter hamolytischer Reaktionen deutlich
seltener beschrieben worden. Vereinzelt wurden in Hochendemiegebieten jedoch vor
allem bei Kindern mit schwerer Malaria sehr starke Hb-Abfélle auf bis zu 2,8-4,0 g/dL
durch verzdgerte Hamolyse nach intravendser Artesunat-Therapie berichtet. Diese

mussten zum Teil mit Bluttransfusionen kompensiert werden [4,91].

Nach oraler ACT bei unkomplizierter Malaria traten in einer européischen Studie bei 40 %
der Reisertickkehrerinnen verzdgerte Hamolysen auf [9]. Hb-Abfélle ab T7 nach Beginn
einer Malaria-Therapie wurden bei etwa 6-9 % der Patientinnen mit unkomplizierter
Malaria in Sub-Sahara Afrika beobachtet, in den entsprechenden Studien wurden
allerdings keine Hamolyseparameter untersucht [6,7,11]. Der Anteil der Patientinnen mit
Hb-Abfall in diesen vorpublizierten Studien entspricht in etwa dem Anteil der Patientinnen
mit verzogerter Hamolyse an T14 in unserer Studie. Unsere Patientinnen zeigten jedoch
trotz verzogerter Hamolyse keinerlei Hb-Abfalle nach Therapie, entweder bedingt durch
einen geringeren Verlust von Erythrozyten oder eine kompensatorisch gesteigerte
Erythropoese.

Eine Kompensation des Hb-Verlustes durch verzdogerte Hamolyse nach Malaria wurde
bereits in einer européaischen Studie zu unkomplizierter Malaria und ACT beobachtet.
Hier zeigten allerdings nur Patientinnen mit afrikanischem Hintergrund eine suffiziente
Kompensation des Hb-Verlustes durch gesteigerte Erythropoese, wohingegen es bei
kaukasischen Patientinnen nicht zur Kompensation des durch Hamolyse verursachten
Hb-Verlustes kam [9]. Die Anzahl der Probandinnen mit afrikanischem Hintergrund sowie
die Gesamtzahl der Patientinnen in dieser Studie war jedoch klein (n=13/20). Aul3erdem

wurde der Status der Semi-Immunitat (letzte bekannte Malaria-Infektion, letzter Langzeit-
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Aufenthalt in Endemiegebiet etc.) nicht weiter untersucht. Dennoch ergab sich die
Hypothese, dass Semi-Immunitat das Auftreten einer verzogerten Hamolyse und den
resultierenden Hb-Verlauf beeinflusst und damit den fehlenden Hb-Abfall unserer
Studienopulation erklaren wirde. Interessanterweise konnte in unserer Studie kein
Unterschied in der Hohe der Retikulozyten bei Patientinnen mit und ohne verzégerter
Hamolyse detektiert werden. Ein moéglicher Grund hierfur kbnnten Messungenauigkeiten
im Rahmen der manuellen Retikulozyten-Auszéhlung sein. Des Weiteren ist bei niedrigen
Parasitendichten von einem verhaltnismalig geringen Verlust der Erythrozyten
auszugehen, der keinen gesteigerten Kompensationsmechanismus bedarf. Lediglich
eine Patientin (Abbildung 3-9-D) zeigte einen ausgepragten Retikulozytenanstieg auf 8,7 %
an T14, bei allerdings negativen Hamolysezeichen. Die Patientin prasentierte auch die
hochste initiale Parasitamie mit 9 % und einen vergleichsweise starken Hb-Abfall
wahrend Therapie (-2,1 g/dl TO-T3), wodurch die entsprechend hohe reaktive
Retikulozytenantwort mutmallich getriggert wurde. Die fehlenden Retikulozytenanstiege
konnten also auf die insgesamt in unserer Studienpopulation eher gering ausfallende
Parasitenlast zurtckzufihren sein. Im Median war diese deutlich niedriger als in der
vorbeschriebenen europaischen Studie mit Féllen von kompensierter verzdgerter
Hamolyse (0,09 % vs. 0,4 %) [9].

Pitting

Von den vorliegenden validen oie-Messungen lagen 48 % der Werte an T3 unterhalb der
Nachweisgrenze. Die 31 Patientinnen mit messbaren oie an T3 hatten mit einem
medianen oie-Anteil von 0,39 % vergleichsweise geringe Werte, wie fur unkomplizierte
Malaria mit niedriger initialer Parasitamie zu erwarten war. 13 % der Patientinnen (n=4/31)
mit messbaren oie an T3 prasentierten Werte >2 %. Bisher beschriebene Pitting Quoten
nach intravendser ACT bei Reisertckkehrern betrugen im Median 78 % [5]. Bei
afrikanischen Kindern in Malaria-Endemiegebieten wurden Unterschiede in der Pitting-
Quote abhangig vom Alter beschrieben, mit hheren Werten bei juingeren Kindern (<5
Jahren 92 %) und niedrigeren Werten bei alteren Kindern (9-13-Jahrigen 32 %) [71].
Generell zeigten Patientinnen in Endemiegebieten in der Regel geringere Pitting Quoten
als Reiserlckkehrer [7]. Unsere Studienpopulation mit einem medianen Alter von 3
Jahren zeigte passend dazu im Median eine Pitting Quote von 74 %.

Eine Analyse des zeitlichen oie-Verlaufs wies auf, dass der grof3ere Anteil der oie in

unserer Population innerhalb der ersten Woche nach Infektion abgebaut wird (Abbildung
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3-11). Hier betrug die Differenz der Anteile an Pittingwerten oberhalb der
Nachweisgrenze in der ersten Woche (T3-7) 30 %-Punkte und in der zweiten Woche (T7-
14) 14 %-Punkte. Vorbeschriebene Hb-Verlaufe von schwerer Malaria beschrieben vor
allem verzogerte Hamolysen nach T7, somit ware der gré3ere oie-Abfall in der zweiten
Woche oder spater zu erwarten. Hb-Abfélle in der ersten Woche nach Therapie wurden
im Rahmen von ,persistierenden oder aufsteigenden Verlaufen“ beschrieben, entweder
mit bzw. ohne Hamolyseparametern vor T8 [5]. Patientinnen dieser frihzeitigeren Abfalle
hatten geringere Parasitamien als Patientinnen mit PADH (Anteil der Patientinnen mit
Parasitamie >4 % bei aufsteigendem Hb-Verlauf 37 %, persistierendem Hb-Verlauf 50 %
vs. 92 % PADH, p=0,006) [5]. Eine mdgliche Erklarung fur den frihzeitigeren oie-Abfall
in unserer Population ware, dass es bei unkomplizierter Malaria durch eine geringere
Parasitendichte rascher zu einer kompletten Parasiten Clearance kommt, somit rascher
zur Ausbildung von oie. Der oie Peak sowie der Abbau werden maoglicherweise friher
erreicht als bei schwerer Malaria mit hoheren Parasitamien und einem spaterem Abfall

der oie.

Aktuell wird ,Pitting“ und der damit einhergehende oie-Zerfall als Hauptgrund fir eine
verzogerte Hamolyse angenommen. Eine Pittingschwelle von 0,18/pL oie wurde bei
Reisertuckkehrern mit schwerer Malaria, als Pradiktor mit 89% Sensitivitat und 83%
Spezifitdt fur das Auftreten einer verzdgerten Hamolyse nach Artemisinin-Therapie
vorbeschrieben [5]. In unserer Population wurde diese Schwelle von einer dreijahrigen
Patientin Uberschritten (0,29/pL; Abbildung 3-6, Abbildung 3-9-D, Abbildung 3-10), die
allerdings keine nachweisbare Hamolyse an T14 entwickelte. Bei frihzeitigem Abbau der
oie zwischen T3 und T7 kdnnte bei dieser Patientin jedoch eine Hamolyse bereits an T7
stattgefunden haben. Da der LDH-Wert an T7 fehlt, kann eine Hamolyse nicht sicher
ausgeschlossen werden. Insgesamt ist trotz oie-Abbau sowohl bei der Patientin mit oie-
Werten oberhalb der Pittingschwelle sowie bei den tbrigen Patientinnen kein Hb-Verlust
zu beobachten. Die Pittingschwelle scheint demnach vor allem bei Nichtimmunen
(Reisende) mit schwerer Malaria nach intravendser Artesunatgabe von Bedeutung zu

sein [5].

Bisherige Studien zeigten deutlich hohere Pitting Quoten nach ACT im Vergleich zu
Quinin oder anderen Nicht-Artemisinin Praparaten [5,7,92]. Eine signifikant hohere Pitting

Quote in der Behandlungsgruppe AL im Vergleich zu Fospip konnte nicht gesehen
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werden. Die Aussagekraft ist jedoch eingeschrankt bei nur 5 Patientinnen, die mit Fospip

behandelt wurden und an T3 oie-Werte oberhalb der Nachweisgrenze vorwiesen.

Alternative Mechanismen zum Pitting

Mit zunehmender Immunitdt gewinnen Pitting-unabhangige Mechanismen bei der
Elimination der Parasiten aus dem Blut an Bedeutung, auch wenn aufgrund der
Komplexitat der immunologischen Mechanismen bisher noch viele Zusammenhénge
unvollstandig verstanden sind. So zeigte eine Studie, dass die H6he der Auspragung von
Malaria-spezifischen IgG als Zeichen einer Semi-Immunitat in negativer Korrelation zu
den Pitting-Quoten stand [71]. Somit lag die Pitting Quote bei Kindern zwischen 9-13
Jahren lediglich bei 32 % (vs. 92% bei Kindern zwischen 1,5-4 Jahren), eine deutlich
geringere Menge rezirkulierender oie als bei der initialen Parasitamie zu erwarten
gewesen ware. In unserer Population konnte keine signifikante Korrelation zwischen Alter
und der Pitting Quote gesehen werden. Dies konnte aber auch an den zugrunde
liegenden relativ niedrigen Parasitendichten und damit einhergehenden niedrigen oie-

Werten liegen.

In der oben zitierten Studie wurde bei Nicht-Immunen die Zeit bis zur Ausbildung der
maximalen oie-Werte gemessen und eine Latenzphase von 6 Stunden nach
Therapiebeginn festgestellt [71]. Bei Semi-Immunen hingegen erfolgte die
Parasitenclearance wesentlich schneller ohne Latenzphase und dafur wesentlich
geringeren oie-Werten. In einer anderen Veroffentlichung zeigte sich in einem ex vivo
Modell, dass in der Milz neben dem Pittingprozess ein hdoherer Anteil der infizierten
Erythrozyten durch eine vermehrte Makrophagenaktivitat eliminiert wurden [93]. Dieser
Phagozytose Abbau konnte bei Semi-Immunen vielleicht vermehrt zur zigigen

Eliminirung von infizierten Erythrozyten fuhren, als oies ausgebildet werden.

Ein weiterer Mechanismus ist eine Antikorper-vermittelte Monozytenaktivierung bei Semi-
Immunen, die sowohl zur direkten Phagozytose von Merozoiten fuhrt, als auch zur
Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen und weiteren Mediatoren zur
Eliminierung der infizierten Erythrozyten. Hier sind spezifische 1gG der Gruppe 1 und 3
gegen die Merozoiten Oberflachenproteine (Merozoite suface protein — MSP) gerichtet.
Bei einer Antikdrperbindung an infizierte Erythrozyten kommt es folglich zur direkten
Phagozytose der Zellen, sodass der Abbau durch die Milz umgangen wird und folglich

auch zur geringeren Ausbildung von oie fuhrt [94]. Eine serologische Quantifizierung

65



dieser MSP2 und -3 spezifischen Antikérper in der Kombination mit Pitting Daten bei
Semi-Immunen und Nicht-Immunen koénnte weiter Aufschluss geben, in welchem
Ausmald dieser Mechanismus vor allem bei Semi-Immunen zur Parasiten Clearance

beitragt.

Eine weitere Uberlegung ware der Einfluss der Medikamentenapplikation auf die
Auspragung von oie. Nach intravendser Applikation besteht eine schnellere und héhere
Artemisinin Konzentration im Plasma als nach oraler Aufnahme. Die leicht verzdgerte
Wirkung und geringere Konzentration nach oraler Applikation kdnnte zu einer
unterschiedlichen Abtétung der Plasmodien im Blut mit einer konsekutiv geringeren
Menge an oie fuhren [95]. Da der zeitliche Unterschied bis zur maximalen Konzentration
im Plasma zwischen oralem und intravendsem Applikationsweg jedoch nur Minuten bis
wenige Stunden betragt (2 min. vs. 75 min.), ist bei den Patientinnen unserer
Studienpopulation mit oraler Behandlung und unkomplizierter Malaria eher die niedrige

Parasitamie der ausschlaggebende Faktor fur geringere Pitting Raten.

Bei Nicht-Immunen nach schwerer Malaria wurden im Rahmen einer verzégerten
Hamolyse haufig groRe Hb-Abfalle verzeichnet. Diese uUberstiegen zum Teil den
erwarteten Hb-Abfall durch den Abbau von oie deutlich bzw. waren quantitativ nicht allein
durch den vorzeitigen Abbau von oie erklarbar. In einer Studie mit Reisertickkehrern bei
schwerer Malaria und intravendser Therapie ware bei einer medianen initialen
Parasitendichte von 8 % und einer medianen Pitting Quote von 78 % an T3 theoretisch
ein Hb-Verlust durch reinen oie-Zerfall von etwa 6 % zu erwarten. Ein oie-Wert von 6 %
wuirde einer ehemals-infizierten Erythrozytenzahl von ca. 300.000/uL entsprechen, diese
Anzahl wiederum etwa einem Hb-Wert von 0,9 g/dL (ca. 6 % des initialen Hb-Wertes).
Dieser Wert wurde bei den Patientinnen mit PADH mit einem Hb-Verlust von 16 %
zwischen TO-T4 und einem weiteren Abfall von 12 % zwischen T5-T14 jedoch deutlich
Uberstiegen [5]. Dies legt die Hypothese nahe, dass es im Rahmen von verzdgerter
Hamolyse nach Therapie zusatzlich zum Verlust von nicht-infizierten Erythrozyten kommt.
Insgesamt ist bekannt, dass es bei Patientinnen mit Malaria zu einem erheblichen Verlust
auch nicht-infizierter Erythrozyten kommt. In einer Studie zu unkomplizierter Malaria mit
Pf-Infektion bei Semi-Immunen in Thailand konnte gezeigt werden, dass von dem
Gesamtverlust an Hamatokrit bis einschliel3lich sieben Tage nach Malariatherapie
lediglich 7,9 % auf die Elimination von infizierten Erythrozyten zuriickzufihren war, somit

hauptsachlich nicht-infizierte Erythrozyten zum Hb-Verlust beigetragen haben [96].
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Bisher gibt es verschiedene maogliche Erklarungen in der Literatur fur diesen vermehrten
Verlust von infizierten wie auch nicht-infizierten Erythrozyten: Bei infizierten Erythrozyten
bewirkt das intrazellulare Parasitenwachstum eine Veranderung des Zellvolumens, sowie
eine reduzierte Verformbarkeit durch Einlagerung parasitarer Plasmaproteine in die
Zellmembran [97]. Bei nicht-infizierten Erythrozyten wurde unter anderem ein oxidativer
Zellschaden der zuvor intakten Membran durch Hamatin, einem Malaria-induzierten
Beiprodukt, beschrieben. Die durch die Metabolisierung entstandenen Abbauprodukte
werden bei Ruptur der Erythrozyten und Ausscheidung der Schizonten ins Blut freigesetzt
und kénnen somit auch nicht-infizierte Erythrozyten befallen und zur Destabilisierung der
Zellwand fuihren [98]. Durch die reduzierte Stressresistenz sowohl der inifzierten als auch
nicht-infizierten Zellen kommt es zu einem frihzeitigen Abbau in der Milz. Des Weiteren
fuhren Komplement-vermittelte Reaktionen zur Opsonierung und folglich zum Abbau von
nicht-infizierten Erythrozyten [99]. Eine Rolle scheint hierbei der Komplement Rezeptor 1
(CR1) zu spielen, der wu.a. auf Erythrozyten exprimiert wird und eine
Komplementaktivierung regulieren oder unterbinden kann. Eine geringere Expression
von CR1 war mit einer erhbhten Komplementaktivierung assoziiert, die vor allem bei
Patientinnen mit schwerer Anamie im Rahmen einer komplizierten Malaria eine erhéhte
Phagozytose auch von nicht-infizierten Erythrozyten bewirkte [100]. Der Mechanismus
wurde zwar vor allem bei schwerer Malaria beschrieben, gibt jedoch des Weiteren
Aufschluss Uber alternative Abbauwege von nicht unmittelbar besiedelten Zellen.

Alternativ wird die Ubertragung von sogenannten Mikrovesikeln mit Plasmodien
Antigenen auf nicht-infizierte Erythrozyten in der Literatur diskutiert. Diese Vesikel
werden moglicherweise zur Kommunikation zwischen infizierten Erythrozyten genutzt
und von diesen freigesetzt. Umliegende infizierte Erythrozyten internalisieren diese
Vesikel, wodurch die Weiterentwicklung der intrazellularen Parasiten stimuliert wird [101].
Hierbei konnte es jedoch auch zur Ubertragung von Vesikeln und damit von Plasmodien-
Antigenen auf nicht-infizierte Zellen kommen, wodurch z.B. ein durch Monozyten-
Aktivierung verursachter Untergang dieser nicht-infizierter Erythrozyten entstehen konnte.
Da unsere Probandinnen relativ geringe Parasitdmien, geringe Anteile von oie nach
Therapie und keine Hb-Verluste vorweisen, scheinen diese Mechanismen allerdings eher

im Kontext von schwerer bzw. hyperparasitamer Malaria relevant zu sein.

Therapie
Patientinnen, die mit AL und Fospip behandelt wurden, zeigten keine signifikanten
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Unterschiede bezlglich des Auftretens einer verzégerten Hamolyse. Prozentual gab es
eine statistisch nicht signifikante Tendenz zu mehr Hamolyse Ereignissen in der Fospip
Population, obwohl bisher vor allem ART-behandelte Patientinnen mit verzdgerten
Hamolyse Ereignissen in Verbindung gesetzt wurden [72]. Allerdings ist die Aussagekraft
bezuglich der Therapiegruppen beschrankt, da Unterschiede in den Populationen bzgl.
GruppengroRRe, Alter, Parasitendichte und Hb-/Erythrozyten-/Hamatokritwert bestanden.
Hier war die Population mit Fospip sowohl jinger als auch hoherparasitam, zwei
vorbeschriebene Risikofaktoren fir das Auftreten einer verzégerten Hamolyse. Beide
Therapiegruppen zeigten kontinuierliche Anstiege der Hb-Werte. Jedoch kompensierten
die Patientinnen unter Fospip Behandlung ihre niedrigeren Ausgangswerte im Vergleich
zur  Population nach AL-Behandlung schneller mit tendenziell hoheren
Retikulozytenwerten. Diese waren aber nicht signifikant unterschiedlich. Eine
Beeintrachtigung der Erythropoese durch Artemisinine wurde durch experimentelle Daten
vorbeschrieben. Sie bilden durch die Bindung an Eisenionen freie Radikale aus und
schadigen dadurch die Zellen. Vor allem junge Retikulozyten mit einem hohen Anteil an
Eisen sind davon betroffen, sodass die langsamere Kompensation in der AL-Gruppe
maoglicherweise auf eine im Vergleich zur Artemisinin-freien Therapie verminderte
Retikulozytenproduktion zuriickgefiihrt werden kann [102]. Zusammenfassend kann man
festhalten, dass das Auftreten von verzdgerter Hamolyse bei Patientinnen nach ACT
nicht signifikant haufiger war als nach Nicht-ACT (Pitting Quote der Behandlungsgruppe
AL 52 % vs. Fospip 82 %, p=0,62).

Haptoglobin

Insgesamt hatten 7% (5/69) unserer Patientinnen durchgehend negative
Haptoglobinwerte bis einschlie3lich T28, wobei valide Messwerte nur an jeweils 2-4/5
Studienzeitpunkten vorlagen. Im Vergleich zu vorbeschriebenen Préavalenzraten von HpO

fiel der Anteil in unserer Studie gering aus (4,9 % in Mali [78] und 48 % in Kongo [76]).

Bisher wurde die Normalisierung der Werte bei Malaria-induzierter HpO etwa zwei bis
vier Wochen nach Therapie beschrieben, sodass bei den funf Patientinnen mit negativen
Haptoglobinwerten an T28 der Verdacht einer genetisch bedingten HpO besteht [76,78].
Einer dieser Patientinnen préasentierte zudem eine erhdhte LDH an T14, hatte aber
konstant ansteigende Hb-Werte und keine weiteren Komplikationen. Es fanden keine
genetischen Tests bezlglich der vorbeschriebenen HpO Varianten statt [80]. Auch wenn

das Bestehen einer HpO als Risikofaktor fir das Auftreten einer schweren Malaria-
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induzierten Anamie beschrieben wurde, scheint es in unserer Population keine klinische

Relevanz zu haben [80].

Bei afrikanischen Populationen wurden Haptoglobin Ph&notypen beschrieben, bei denen
eine niedrigere untere Grenze des Normbereichs im Vergleich zu Kaukasiern besteht
[103]. Aufgrund der Variabilitat von Haptoglobin Typen vor allem in afrikanischen
Populationen ware Hamopexin eine geeignete stabilere Alternative zur besseren

Vergleichbarkeit mit unterschiedlichen Populationen [103].

Limitationen

Insgesamt waren die meisten Patientinnen mit unkomplizierter Malaria in unserer Studie
auch niedrig-parasitam, sodass konsekutiv geringe oie-Werte vorlagen. Um einen
besseren Vergleich zwischen hohen und niedrig-parasitimen Patientinnen zu erhalten
und Faktoren wie den zeitlichen Verlauf von oie in vivo genauer beurteilen zu kénnen,
ware die zusatzliche Rekrutierung von Patientinnen mit hoherer Parasitamie notwendig
gewesen. Ziel unsere Studie war jedoch primér die Untersuchung des Phanomens
verzogerter Hamolysen in einem unselektierten Patientengut mit unkomplizierter Malaria

in einem Endemiegebiet.

Der Vergleich von Patientinnen nach AL bzw. Fospip Therapie war eingeschrankt, da die
Therapiegruppen nicht randomisiert waren. Die Gruppengréf3en divergierten und die
Baseline Kenndaten der Patientlnnen in den einzelnen Behandlungsgruppen waren
aufgrund unterschiedlicher Einschlusskriterien teilweise signifikant unterschiedlich. ACTs
sind derzeit zweifelsfrei die beste Behandlungsoption flir unkomplizierte Malaria und in
allen Endemiegebieten empfohlen. Die vorliegende Studie hatte explorativen Charakter,
auf ein randomisiertes Studiendesign mit Nicht-ACT Behandlungsarm wurde daher
bewusst verzichtet. Flr eine aussagekraftigere Untersuchung der Unterschiede zwischen
Fospip und ACTs ware eine randomisierte Studie mit gleichmaRig groRen Gruppen und
gleichen Baseline Eigenschaften erforderlich. Insgesamt ergibt sich jedoch durch die
vorliegenden Ergebnisse kein Anhalt fir ein erhdhtes Auftreten von verzogerten
Hamolysen nach ACT im Vergleich zu non-ACT in dieser Population.

Die Analysen erfolgten unter Einbeziehung des relativen Retikulozytenwertes, es wurde
jedoch auch der Retikulozytenproduktionsindex zur Bestimmung der tatsachlichen
Nachproduktionsrate bestimmt. Insgesamt war die Erythropoese bei dem Grof3teil der

Studienpopulation mit Anamie nicht adaquat. Lediglich eine Patientin mit der héchsten

69



Parasitamie von 9 % zeigte auch eine adaquate Reaktion der Erythropoese mit einem
Retikulozytenproduktionsindex von >2,6 %. Jedoch wurden die Retikulozyten aufgrund
der technisch eingeschréankten Bedingungen manuell ausgezahlt, sodass die Ergebnisse

im Vergleich zu einer maschinellen Auszéhlung sicher weniger exakt sind.

Im Protokoll wurden hamolytisch wirksame Faktoren wie Mangel an G6PD (Glukose-6-
Phosphat-Dehydrogenase), Sichelzellanamie und weitere Medikamente als
Ausschlusskriterium festgelegt. Diese wurden anamnestisch erfragt, jedoch erfolgten

keine Laborverfahren zur gesicherten Diagnose.

4.1 SCHLUSSFOLGERUNG

Unsere Studie zeigt mit einer sehr sensitiven Definition von Hamolyse, dass bei
unkomplizierter Malaria nach oraler Therapie bei Patientinnen in einem Malaria-
Endemiegebiet zu ca. 9% verzbgerte Hamolysen auftraten, diese jedoch zu keinen
klinisch relevanten Hb-Veranderungen fuhrten. Auch bei Patientinnen mit héheren oie-
Werten fanden keine nennenswerten Hb-Abfélle statt, sodass die bestehende Hypothese,
dass der Abbau von oie notwendigerweise zu Hamolyse und Hb Verlust fuhrt, nicht ohne
Weiteres auf Patientinnen in Endemiegebieten und auf unkomplizierte Malaria nach

oraler Therapie anwendbar zu sein scheint.
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