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1 Einleitung

Malaria ist die bedeutendste parasitdare Infektionskrankheit weltweit. Die
Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization (WHQ)) schéatzte fiir das Jahr 2018
229 Millionen Krankheitsféalle und 409.000 Todesfélle durch Malaria (1). Malaria-bedingte
Morbiditat und Mortalitat betrifft vorallem junge Kinder; 2018 waren zwei Drittel aller an
Malaria gestorbenen Kinder im Alter unter 5 Jahren (1).

1.1 Parasitologie und Pathophysiologie der Malaria

Malaria wird durch den infektiosen Stich der weiblichen Anopheles-Micke tbertragen und
durch Protozoen des Genus Plasmodium verursacht. Verschiedene Plasmodienspezies mit
unterschiedlicher Pathogenitat und geographischer Verteilung verursachen beim Menschen
Malaria. Die meisten Malariafdlle in Afrika werden durch P. falciparum verursacht; P.
falciparum ist auch fir fast alle Malaria-Todesfdlle weltweit verantwortlich und ein haufiger
Erreger der importierten Malaria in Deutschland (1, 2). Malaria durch P. vivax tritt vorallem in
Sudostasien und Stidamerika auf (1); die Vivax-Malaria verlauft meist gutartig, kann aber auch
zu schweren Krankheitsverlaufen und Tod fiihren. Malaria durch Infektion mit P. ovale (P.
ovale wallikeri oder P. ovale curtisi) oder P. malariae ist weltweit deutlich weniger pravalent
und verlauft meist komplikationslos. P. knowlesi, der Erreger der Makaken-Malaria, kann beim
Menschen eine schwere Malaria verursachen ist aber nur in begrenzten Gebieten in
Sudostasien endemisch.

Wahrend einer Blutmahlzeit der infizierten Micke werden aus deren Speicheldriisen
Sporozoiten in die menschliche Haut inokuliert. Die Sporozoiten gelangen dann Uber die
Blutbahn zur Leber, wo die exo-erythrozytdre Schizogonie stattfindet. Hierbei entstehen in
den Hepatozyten durch asexuelle Vermehrung Gewebeschizonten. In Abhangigkeit der
Plasmodienspezies gelangen nach 5 — 15 Tagen durch Ruptur des infizierten Hepatozyten bis
zu 30.000 Merozoiten in den Blutstrom und infizieren dort Erythrozyten. Da die klinischen
Manifestationen der Malaria durch die zyklische Infektion der Erythrozyten mit asexuellen
Parasitenformen hervorgerufen wird, lasst sich aus der Dauer der exo-erythrozytdren
Schizogonie die Spezies-abhdngige Inkubationszeit ableiten. Bei der Malaria tertiana (P. vivax
und P. ovale spp.) kdbnnen Hypnozoiten in den Hepatozyten in einer Latenz verbleiben und
ohne Therapie Wochen oder sogar Jahre spater zu Malariarickfallen fiihren.

Nach der Freisetzung der Merozoiten in die Blutbahn beginnt die erytrozytare Schizogonie,
die zweite asexuelle Vermehrungsphase. Merozoiten infizieren Erythrozyten und entwickeln
sich zunachst zu Trophozoiten welche dann zu Schizonten reifen. Mit Ruptur der Erythrozyten
werden je nach Plasmodienspezies 6 — 30 Merozoiten in den Blutstrom freigesetzt und
infizieren wieder neue Erythrozyten. Die Dauer dieses sich wiederholenden asexuellen
Vermehrungszyklus ist abhangig von der Plasmodienspezies und dauert bei P. falciparum, P.
vivax und P. ovale ca. 48 Stunden, bei P. malariae ca. 72 Stunden und bei P. knowlesi ca. 24
Stunden. Klinische Symptome treten auf wenn die Parasitdmie einen Schwellenwert
Uberschreitet, welcher in Abhangigkeit von vorausgegangenen Malariainfektionen und Semi-
Immunitat bei ungefahr 10 — 50 Parasiten pro Mikroliter Blut oder darlber liegt. Die



allgemeinen unspezifischen systemischen Symptome der Malariaerkrankung entstehen im
Rahmen der Ruptur der parasitierten Erythrozyten infolge der Freisetzung von Zytokinen
sowie parasitiren und erythrozytiaren Bestandteilen. Das zyklische Rupturieren der
Erythrozyten mit entsprechender Mediatorenfreisetzung ist das pathophysiologische Korrelat
des fir die Malaria typischen Wechselfiebers.

Die Infektion der Erythrozyten durch Malariaparasiten fihrt zu vielfaltigen Veranderungen der
Erythrozyten, welche vor allem bei der Pathogenese der schweren Malaria zum Tragen
kommen (3). Mit P. falciparum infizierte Erythrozyten exprimieren Oberflaichenmolekiile
welche zur Adhasion der infizierten Erythrozyten an das Endothel kleinster GefalRe fiihren; P.
falciparum entzieht sich somit durch Sequestrierung seiner Beseitigung durch die Milz (4).
Durch Adhasion von infizierten und nicht-infizierten Erythrozyten kommt es zu
Rossettenbildung, ein parasitarer Adhasionsphanotyp der mit vaskuldrer Obstruktion und
lebensbedrohlicher Malaria assoziiert ist (5). Da P. falciparum, im Gegensatz zu den anderen
Plasmodienspezies, aufgrund des breiten Spektrums an Rezeptormdoglichkeiten Erythrozyten
jeden Alters befallen kann ist die Parasitamie bei Falciparum-Malaria nicht begrenzt und eine
Hyperparasitamie ein Kriterium der schweren Malaria.

Parallel zur asexuellen Vermehrung entstehen aus wenigen Merozoiten Mikro- und
Makrogametozyten, welche die weiblichen und mannlichen Geschlechtsformen der
Plasmodien darstellen. Werden diese bei einer Blutmahlzeit von der Anopheles-Miicke
aufgenommen, kommt es in deren Darm zur Befruchtung. An die Befruchtung schlief3t sich die
Sporogonie an; aus der initialen Zygote entstehen motile Ookineten welche sich in der Wand
des Mitteldarms zu Oozysten entwickeln. Durch Ruptur der Oozyste werden die Sporozoiten
freigesetzt, welche schliellich zu den Speicheldrisen der Miicke wandern um bei der
folgenden Blutmahlzeit auf einen neuen menschlichen Wirt tGibertragen zu werden.

1.2 Klinisches Bild der Malaria

Malaria ist in der Regel eine akute febrile Erkrankung deren Schweregrad und Verlauf sowohl
von Plasmodienspezies und Erregerstamm als auch von Wirtsfaktoren wie Alter, Immunitat,
Genetik oder Schwangerschaft sowie Chemoprophylaxe und Therapie beeinflusst werden.
Die Malaria tropica durch P. falciparum ist aufgrund des hoéheren Risikos fiir einen
lebensbedrohlichen Verlauf die gefdhrlichste Malaria. Bei der Malaria tertiana durch P. vivax
kann das Krankheitsgefiihl ausgepragt sein, die Sterblichkeit ist jedoch gering. Die Malaria
tertiana durch P. ovale spp. ahnelt der Malaria tertiana durch P. vivax, spontane Remissionen
sind jedoch haufiger und Riickfalle seltener. Malaria quartana duch P. malariae fihrt meist
nur zu niedrigen Parasitamien und komplikationslosen Verlaufen.

Wiederholte Malariainfektionen fiihren zum Aufbau einer transienten Immunitat. Je nach
Endemizitat bzw. Haufigkeit von Malariainfektionen unterscheidet sich daher altersbezogen
das vorwiegende klinische Bild in der Population. In Hochendemiegebieten erkranken
vorallem junge Kinder an schwerer Malaria da sie noch keine schiitzende Immunitat aufgebaut
haben. Mit zunehmendem Alter und zunehmender Anzahl Uberlebter Malariainfektionen
kommt es zu zunehmend milderen Verldufen bis hin zu asymptomatischen Parasitdmien. In



Gebieten mit niedriger Endemizitdt oder saisonaler Malaria treten schwere Verlaufe in allen
Altersklassen auf.

1.2.1 Unkomplizierte Malaria

Das klassische klinische Zeichen der Malaria ist der mit dem Fieberschub plétzlich einsetzende
Schittelfrost. Dem Fieber kdnnen unspezifische Prodromi wie Mudigkeit, Unwohlsein, Kopf-
und Gliederschmerzen Tage vorausgehen. Nach dem Fieberanstieg mit Schittelfrost und
starkem Kaltegefiihl des Patienten persistiert das Fieber in der Regel fiir mehrere Stunden bei
hoher Temperatur; Kopfschmerzen, gastrointestinale Beschwerden und delirante
Bewusstseinszustande sind hierbei haufig. Bei der anschlieRenden Entfieberung kommt es mit
starkem Schwitzen und Rickgang der Begleitbeschwerden zum Ende des typischen
Malariaschubs. Die Spezies-abhadngige Periodizitat des klassischen Wechselfiebers tritt nur bei
synchronisiertem Plasmodienzyklus auf. Bei der Falciparum-Malaria tritt eine Periodiziat des
Fiebers selten auf, haufiger kommt es zu hohen unregelmaRigen taglichen Fieberspitzen bei
kontinuierlichem Fieber.

1.2.2 Schwere Malaria

Fast alle schweren Malariaverlaufe und Malariatodesfalle sind auf Malaria durch P. falciparum
zuriickzufiihren (1). Eine P. vivax Infektion kann selten auch zu schweren und tddlichen
Malariaverldaufe fiihren, die biologischen Grundlagen hierfiir sind jedoch noch nicht
vollstandig verstanden (6). Bei der begrenzt endemischen P. knowlesi Malaria ist das Risiko fur
einen schweren und lebensbedrohlichen Verlauf im Vergleich zur P. falciparum Malaria sogar
erhoht (7).

Bei nicht immunen Personen mit P. falciparum oder P. knowlesi Infektion kann sich ohne
rechtzeitige Therapieeinleitung rasch ein schwerer und lebensbedrohlicher Krankheitsverlauf
entwickeln. Grundlegend besteht eine schwere Malaria bei Vorliegen von
Funktionseinschrankungen lebenswichtiger Organe und/oder hoher Parasitamie. Eine
schwere Falciparum-Malaria nach WHO Definition (8) liegt vor wenn mindestens ein Kriterium
(der in der Leitlinie genau definierten) Krankheitszustande folgender Organsysteme vorliegt:
Bewusstseinstrilbung, Erschopfung, zerebrale Krampfanfille, Azidose, Hypoglykdamie,
schwere Malaria-assoziierte Anamie, Nierenversagen, Ikterus, Lungenddem,
Spontanblutungen, Schock und Hyperparasitamie. Fir die schwere Vivax-Malaria gelten die
gleichen Kriterien wie fiir die schwere Falciparum-Malaria, nur das Kriterium der Parasitdmie
entfallt hier. Fir die schwere Knowlesi-Malaria gelten ebenfalls die gleichen Kriterien wie fir
die schwere Falciparum-Malaria, jedoch mit Abweichungen bei den Kriterien Parasitamie und
Ikterus.

1.2.3 Besonderheiten der Malaria bei Kindern

Junge Kinder sind besonders gefahrdet schwere und tédliche Malariaverlaufe zu erleiden; sie
haben noch keine schiitzende Immunitat. Die meisten Berichte und Studien zu Malaria bei
Kindern unterscheiden die Altersgruppen > 5 Jahre und < 5 Jahre, wobei sich Pravalenz und



Klinik der Malaria innerhalb der Gruppe der unter 5-Jahrigen nochmals altersabhdngig
unterscheidet. Klinische kongenitale und neonatale Malaria sind in Endemiegebieten
pravalenter als lange Zeit angenommen; in Afrika liegt die Pravalenz klinischer kongenitaler
Malaria (Alter 0 — 7 Tage, plazentare Ubertragung pra- oder intrapartal) bei 3 — 4% und die
Pravalenz klinischer neonataler Malaria (Alter 0-28 Tage, plazentare Ubertragung pra- oder
intrapartal oder Infektion durch Stich einer infizierten Miicke) bei 1% (9). Fiur die relativ
geringe Malariapravalenz in der Neonatalperiode werden verschiedene Faktoren diskutiert,
unter anderem der hohe Anteil fetalen Hamoglobins (unglinstige intraerythrozytare
Wachstumsbedingungen fir P. falciparum) und die passive Immunitat (in utero Transfer
matterlicher Antikoérper) (9). Mit Abnahme des fetalen Hamoglobins und miutterlicher
Antikorper vorallem vom 3. bis 6. Lebensmonat, steigt in diesem Alter die Malariapravalenz
entsprechend an (9). Ab dem 6. Lebensmonat besteht daher auch eine hohe Vulnerabilitat fur
Malaria und die Malariamortalitat ist in den ersten zwei Lebensjahren am hdéchsten. In
Hochendemiegebieten erwerben Kinder bis zum Schulalter dann durch wiederholte
Malariaerkrankungen eine (Teil-) Immunitat, welche vor hochakuten und schweren Verlaufen
schitzt. In Afrika korrelieren Anzahl an Malariainfektionen und Erwerb der Immunitat mit dem
Vorliegen asymptomatischer Falciparum-Malaria (10).

Symptome der Malaria bei jungen Kindern, wie Fieber, schlechte Nahrungsaufnahme,
Atembeschwerden oder Durchfall, gleichen Symptomen anderer systemischer Infektionen
(10, 11). Die unspezifische Klinik erschwert die Diagnosefindung insbesondere wenn keine
parasitologische Diagnostik zur Verfligung steht oder Parasitdmien ohne Krankheitsrelevanz
vorliegen. Schwere Malaria bei Kindern prasentiert sich meist als zerebrale Malaria oder
schwere Malaria-bedingte Andmie (Hamoglobin < 5g/dl) (10). Die Mortalitat der zerebralen
Malaria bei Kindern liegt Therapie-abhingig bei 15 — 30% (12) und viele der Uberlebenden
behalten bleibende neurologische Schaden zuriick (13). In Endemiegebieten mit hoher
Malariatransmission adaptieren Kinder unter anderem im Rahmen wiederholter
Malariainfektionen an niedrige Himoglobinkonzentrationen. Bei febrilen Erkrankungen oder
neuen Malariainfektionen kdnnen dann auch niedrige Parasitimien zu lebensbedrohlicher
Anamie fuhren. Die Mortalitat, die auf schwere Malaria-bedingte Andamie zurlickzuflihren ist,
liegt bei 5 —15% (13).

Die Therapie padiatrischer Patienten ist durch die Notwendigkeit alters- oder
gewichtsbezogener Dosierungen eine Herausforderung: indizierte Dosierungen miussen
bestimmt werden und Prdaparate missen in den bestimmten Dosierung zur Verfligung stehen
oder durch den Anwender abgemessen werden. Ohne kindgerechte Darreichungsformen wird
eine adaquate orale Therapie kleiner Kinder weiter erschwert. Das Teilen und/oder
Zermorsern von Standardtabletten fiihrt zu ungenauer Dosierung und zur Verstarkung des
bitteren Geschmacks, welcher bei vielen Malariamedikamenten besonders intensiv ist und
gerade bei kleinen Kinder die Verabreichung und Einnahme erschwert (14, 15). Daraus
resultierende Therapieverzégerung oder unzureichende Dosierung oraler Malariatherapie
erhohen das Risiko eines Progresses zu schwerer Malaria bei jungen Kindern.



1.3 Epidemiologie der Malaria

Die Malaria ist weltweit in den tropischen und subtropischen Regionen Amerikas, Asiens und
vorallem Afrikas endemisch (1). Die Endemizitdt kann nach Pravalenz von Splenomegalie und
Parasitdmie bei Kindern in hypoendemisch (wenig Transmission und geringer Effekt auf die
Population), mesoendemisch (Transmissionsrisiko mit grofler geographischer Breite),
hyperendemisch (starke aber saisonale Transmission, mangelhafte Immunitat in allen
Altersklassen) und holoendemisch (ganzjahrige Transmission, bedeutender Grad an
Immunitat jenseits des frihen Kindesalters) klassifiziert werden (13). Ein weiteres Mal§ zur
Bestimmung der Malariatransmission ist die entomologische Inokulationsrate (EIR), definiert
als Anzahl infektioser Stiche pro Person in einer bestimmten Zeitspanne (16).

Im neuesten WHO Malaria Report (2020) wird die Zahl der weltweiten Malariafalle im Jahr
2019 auf 229 Millionen geschatzt (1). Der grofRte Anteil der Malariamorbiditat liegt mit 215
Millionen (94%) Fallen in Afrika, allein Nigeria und die Demokratische Republik Kongo
verzeichneten 2019 Uber ein Drittel der globalen Malariaféille (1). Die globale Malaria-
Inzidenzrate ging zwar seit 2010 zurlick, der Riickgang verlangsamte sich jedoch Uber die
letzten Jahre, so dass zwischen 2014 und 2019 kaum noch ein Rlckgang zu verzeichnen war
(1). Fur die Malariasterblichkeit war zwischen 2010 und 2019 global ein Riickgang um fast ein
Drittel zu verzeichnen, der Rickgang verlangsamte sich jedoch auch lber die letzten Jahre (1).
Auch wenn der groRte absolute Riickgang der Malariasterblichkeit in Afrika erreicht wurde,
bleibt die Malariasterblichkeit in Afrika am Hochsten; 93% der Todesfalle treten in Afrika auf
und 67% der Todesfélle betreffen Kinder unter 5 Jahren (1).

In Europa wurden im Jahr 2018 lber das The European Surveillance System (TESSy) 8349
Malariafélle gemeldet (17). Fast alle gemeldeten Falle waren importierte Malariainfektionen;
14 Falle wurden jedoch als nicht Reise-abhangig sondern autochthon in Mittelmeerlandern
erworben gemeldet. Fiir Deutschland wurden mit 896 Fallen (1.1/100.000), nach Frankreich
und GroRbritannien, die drittmeisten Fdlle gemeldet. 84% aller importierter Falle waren durch
P. falciparum verursacht und die Sterblichkeitsrate der importierten Falciparum-Malaria bei
Fallen mit bekanntem Krankheitsausgang betrug 1%.

In Deutschland besteht fiir Malaria eine nicht-namentliche Meldepflicht an das Robert Koch
Institut (RKI). Die Anzahl der dem RKI gemeldeten Malariafélle hatte sich Gber die letzten 20
Jahre zunachst deutlich reduziert, seit 2014 ist jedoch wieder ein merklicher Anstieg zu
verzeichnen (2). In den letzten Jahren wurden dem RKI jahrlich 900 — 1.000 importierte
Malariafélle gemeldet (2). Die importierte Malaria war 2018 zu 81% durch P. falciparum
verursacht; gemeldet wurden jedoch auch Malariainfektionen durch alle anderen
Plasmodienspezies sowie Malariamischinfektionen (2). Die meisten (95%) importierten
Malariainfektionen wurden in Afrika von Reisenden mit Migrationshintergrund, welche in ihre
Heimatlander reisen um Freunde und Familie zu besuchen (visiting friends and relatives, VFR),
erworben (2). Importierte Malariafédlle wurde fiir alle Altersklassen, inklusive junge Kinder,
gemeldet; drei Falciparum-Infektionen verliefen todlich (2).



1.4 Diagnostik der Malaria

Eine schnelle und akkurate Diagnose der Malaria ist ein wichtiger Teil des effektiven
Patientenmanagements und alle Patienten mit Verdacht auf Malaria sollten auf Grundlage
einer durch Mikroskopie oder Schnelltest bestatigten Diagnose behandelt werden (8).

Der mikroskopische Nachweis von Plasmodien im Blutaustrich und im ,Dicken Tropfen“ stellt
den diagnostischen Goldstandard dar. Wahrend der ,Dicke Tropfen” eine
Konzentrationsmethode darstellt und somit niedrige Parasitamien besser detektieren kann,
kann mittels Ausstrich die Plasmodienspezies und Parasitdmie bestimmt werden. Sensitivitat
und Spezifitat der Mikroskopie liegen bei 95% und 98% im Vergleich zur PCR und die
Nachweisgrenze der Mikroskopie liegt bei ungefahr 50 Parasiten/ul Blut (18).
Malariaschnelltests basieren auf Antigennachweis mittels Immunchromatographie. Die
meisten verfligbaren Schnelltest basieren auf Nachweis des P. falciparum-spezifischen
histidin-rich protein 2 (HRP-2); nicht Spezies-spezifische Malariaschnelltests mit Nachweis von
Plasmodium lactate dehydrogenase (pLDH) oder Plasmodium aldolase sind jedoch auch
verfligbar. Die Sensitivitat der Schnelltests liegt zwischen 85% und 95%, die Spezifitdt zwischen
95% und 99% (19). Schnelltests stellen eine rasche und einfach zu handhabende Diagnostik
dar, kénnen die Parasitamie jedoch nicht bestimmen und sind flr das Therapiemonitoring
ungeeignet.

PCR-basierte Nachweismethoden kommen bisher in der Patientenversorgung nur in
Ausnahmefillen zur Anwendung, z.B. zum Nachweis submikroskopischer Parasitamien bei
negativer Mikroskopie und Schnelltest. Der Einsatz kommerzieller PCR-Kits wird
moglicherwiese in Zukunft an Bedeutung gewinnen (20). Im Vergleich zur Mikroskopie liegt
die Sensitivitat der PCR zwischen 98% — 100% und die Spezifitat zwischen 88% — 94% (21).
Die Serologie spielt in der Malariadiagnostik keine Rolle.

1.5 Therapie der Malaria

Die Behandlungsempfehlungen der WHO werden von vier Kernprinzipien geleitet: i)
friihzeitige Diagnosestellung und rasche effektive Therapie um schweren und fatalen
Verlaufen vorzubeugen, ii) Einsatz von Antimalariamedikamenten nur bei bestatigter Malaria
um Resistenzentwicklung zu verringern, iii) Verabreichung von Malariamedikation nur als
Kombinationstherapie zweier Medikamente mit unterschiedlichem Wirkmechanismus
ebenfalls um Resistenzentwicklung zu minimieren und iv) gewichtsadaptierte
Dosierungsoptimierung fiir eine schnellstmogliche klinische und parasitologische Heilung (8).
Die Behandlung der Malaria richtet sich primar nach der Erregerart und nach der Schwere der
Erkrankung. Auch wenn die Empfehlungen der WHO (8) weltweit Giiltigkeit haben, gibt es
zusatzlich nationale  Leitlinien  oder  Behandlungsempfehlungen  einschlagiger
Fachgesellschaften; fur Deutschland sind hier die Leitlinie Malaria der Deutschen Gesellschaft
fliir Tropenmedizin, Reisemedizin und Globale Gesundheit e.V. (DTG) (22) und die
Handlungsempfehlung Malaria der Deutschen Gesellschaft fiir Padiatrische Infektiologie e.V.
(DGPI) (23) zu nennen.



Artemisinin-basierte Therapien sind heute weltweiter Standard in der Behandlung aller
Malariaformen (8) und haben erfolgreich die weitgehend unwirksam gewordenen alten
Malariamedikamente wie Chloroquin und Sulfadoxin-Pyrimethamin ersetzt. Artemisinin
wurde 1971 aus dem Einjahrigen Beiful’ (Artemisia annua) isoliert, eine Pflanze die in der
traditionellen chinesischen Medizin Anwendung fand. Aufgrund der hohen Wirksamkeit von
Artemisinin und dem damit verbundenen bahnbrechenden Fortschritt in der weltweiten
Einddmmung der Malaria, wurde 2015 Tu Youyou fir die Entdeckung des Artemisinins mit
dem Nobelpreis flir Medizin ausgezeichnet (24).

Aufgrund rascher Resistenzentwicklung bei Monotherapie mit den schnell aber
kurzwirksamen und sehr gut vertraglichen Artemisinin-Derivaten, miissen Artemisinin-
basierte Praparate mit einem langwirkenden Partnermedikament kombiniert werden. Die
Partnerwirkstoffe dieser Artemisinin-basierten Kombinationstherapien (artemisinin
combination therapy, ACT) unterscheiden sich vorallem hinsichtlich Halbwertszeiten und
Vertraglichkeit und determinieren somit sowohl das Nebenwirkungsprofil des ACTs als auch
die Dauer der sogenannten ,post-treatment prophylaxis®, ein wichtiger zusatzlicher Benefit
fir Patienten in Hochendemiegebieten.

1.5.1 Therapie der unkomplizierten Malaria

Die Erstlinientherapie der unkomplizierten Falciparum-Malaria bei Kinder und Erwachsenen
besteht aus einer oralen ACT Uber 3 Tage. Aktuell werden von der WHO folgende als
gleichwertig erachtete ACTs zur Therapie der unkomplizierten Falciparum-Malaria empfohlen:
Artemether/Lumefantrin (AL), Artesunat/Amodiaquin (ASAQ), Artesunat/Mefloquin (ASMQ),
Dihydroartemisinin/Piperaquin (DHA-PIP), Artesunat/Sulfadoxin-Pyrimethamin (ASSP) (8).
Ausserdem wurde Artesunat/Pyronaridin (ASPY) 2017 als weiteres wirksames und sicheres
ACT von der WHO in die Liste der Essentiellen Medikamente aufgenommen (25).

Die Behandlung einer Malariainfektion mit unklarer Plasmodienspezies oder Infektionen mit
P. vivax, P. ovale spp, P. malariae oder P. knowlesiin Gegenden mit Chloroquinresistenz sollten
ebenfalls mit einem oralen ACT behandelt werden; in Gegenden mit
Chloroquinempfindlichkeit kdnnen Infektionen mit P. vivax, P. ovale spp., P. malariae oder P.
knowlesi mit einem ACT oder mit Chloroquin behandelt werden (8).

Um nach einer Malaria tertiana Rickfalle zu vermeiden, ist nach Bestimmung des Glukose-6-
phosphat-Dehydrogenase Status Primaquin per os tUber 14 Tage empfohlen (8).

Nach Moglichkeit sollen ACTs als ,fixed dose combinations” (Praparate welche beide
Wirkstoffe in derselben Formulierung enthalten) und fir junge Kinder paéadiatrische
Darreichungsformen verwendet werden (8).

1.5.2 Therapie der schweren Malaria

Die schwere Malaria ist ein lebensbedrohlicher Notfall und bedarf umgehender intravenoser
Antimalariatherapie. Intraventses Artesunat |6ste die jahrelange Standardtherapie der
schweren Malaria mit intravendsem Chinin ab, nachdem mehrere Studien dessen
eindriickliche Uberlegenheit belegten (8, 12, 26). Die Therapie mit intravendsem oder
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intramuskuldarem Artesunat ist fiir mindestens 24 Stunden empfohlen; anschlieRend oder ab
dem Zeitpunkt wenn eine orale Therapie wieder moglich ist, ist eine 3-tdgige orale
Anschlussbehandlung mit einem ACT empfohlen (8). Wenn kein intravendses Artesunat zur
Verfligung steht, ist eine intramuskuldre Therapie mit Artemether dem ehemals
Erstlinienmedikament Chinin vorzuziehen (8).

1.6 Strategien zur Eindammung der Malaria

Nach dem Ende des Global Malaria Eradication Programme Mitte des 20. Jahrhunderts war
der Kampf gegen Malaria bis zur Jahrhundertwende von Scheitern und Vernachladssigung
gepragt (1). Im Gegensatz hierzu stellen die ersten zwei Dekaden im 21. Jahrhundert eine
goldene Ara der Malariakontrolle dar (1). Vielzihlige globale Anstrengungen und Investitionen
im Kampf gegen die Malaria fiihrten in den vergangenen 20 Jahren zu einem deutlichen
Rickgang Malaria-bedingter Morbiditat und Mortalitat (1). Innovationen und Erfolge bei den
verschiedenen Saulen der Malariakontrolle leisteten hierbei ihre Beitrage.

Bei den praventiven Mallnahmen konnte Uber die vergangenen Jahre eine beeindruckende
Zunahme der Verwendung von Insektizid-behandelten Moskitonetzen (insecticide treated
nets, ITN) verzeichnet werden (1). Auch die Einfihrung und Zunahme medikament&ser
Praventionstrategien wie die saisonale Malariachemoprophylaxe fir Kinder (seasonal malaria
chemoprophylaxis, SMC) (27) und die intermittierende praventive Therapie junger Kinder
(intermittent preventive treatment during infancy, ITPi) und schwangerer Frauen
(intermittent preventive treatment during pregnancy, ITPp) sind heute Teil effektiver
MalariabekdmpfungsmalRnahmen vieler Lander (10). Mit der Zulassung des ersten
Malariaimpfstoffes Mosquirix™ (RTS,S) im Jahr 2015 gelang jahrelanger intensiver
Malariaimpfstoffforschung ein erster Durchbruch (28); inwieweit der relativ niedrige und
zeitlich begrenzte Impfschutz zur Reduktion der Malaria beitragen kann wird sich zeigen
mussen. Zahlreiche weitere Malariaimpfstoffkandidaten befinden sich in der praklinischen
und klinischen Entwicklung.

Auch auf dem Gebiet des Fallmanagements konnten in den letzten Jahren wichtige
Fortschritte erzielt werden. Zum einen konnte mittels Entwicklung und weitreichender
Verfligbarkeit von Malariaschnelltests die schnelle Diagnosestellung auch in Gebieten mit
wenig Gesundheitsinfrastruktur verbessert werden (19). Dies flihrte zu einer Verlagerung weg
von Malariabehandlung aller Fieberfalle hin zu Malariabehandlung parasitologisch bestatigter
Malaria. Mit der Entwicklung der Artemisinin-basierten Kombinationstherapie Anfang des 21.
Jahrhunderts standen wieder effektive Malariamedikamente zur Verfligung nachdem die
zuvor weitverbreitet eingesetzten Medikamente Chloroquin und Sulfadoxin-Pyrimethamin
aufgrund von Resistenzentwicklung weitreichend unwirksam geworden waren.

Trotz der verzeichneten Fortschritte steht der weitere Erfolg bei der Eindammung der Malaria
vor Herausforderungen und Bedrohungen. Das Aufkommen von Malariaparasiten welche kein
HRP2 exprimieren stellen eine Gefahr dar, da Schnelltests vorwiegend auf diesem Antigen
beruhen (1, 29). Die Verbreitung von P. falciparum Isolaten mit Mutationen im kelch13
(Pfkelch13) Gen, welches mit Artemisininresistenz assoziiert ist, gefahrden die Bestrebungen
der Malariaeindammung und Malariaelimination (1, 30). Auch Insektizidresistenzen bedrohen
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durch abnehmende Vektorenkontrolle die Eindammung der Malaria (31). Weitere Faktoren
welche Fortschritte bei der Bekampfung der Malaria negativ beeinflussen kdénnen sind
gefédlschte oder minderwertige Malariamedikamente (32) oder Gesundheitsnotstande
beispielsweise durch Ebola oder SARS-CoV2 oder auch politische Unruhen, welche mit dem
Zusammenbruch vorhandener Gesundheitsstrukturen auch die Versorgung von
Malariapatienten einschranken (33).

Das zuletzt 2015 von der Weltgesundheitsversammlung lancierte Programm Global Technical
Strategy for Malaria 2016-2030 stellt die aktuellste umfangreiche Strategie zur
Beschleunigung der Malariaelimination dar; Ziel ist die Malariainzidenz und
Malariasterblichkeit bis 2030 um 90% gegenliber 2015 zu senken (1). Auch wenn insgesamt
ein Progress bei der Eindammung der Malaria zu verzeichnen ist, wurden die Meilensteine fir
2020 nicht erreicht und werden auch die Meilensteine fir 2030 bei gleichbleibender
Progressdynamik nicht erreicht werden (1).

1.7 Fragestellungen

Folgende Fragestellungen waren fiir die vorliegende Arbeit relevant:

e Wie sicher, vertraglich und immunogen ist der Malariaimpfstoffkandidat GMZ2 bei
afrikanischen Kindern?

e Beeinflusst eine intestinale Helminthose das Impfansprechen auf den
Malariaimpfstoffkandidat GMZ2 bei afrikanischen Kindern?

e Welche Dosierung von Pyronaridin/Artesunat eignet sich fiir die Therapie der
unkomplizierten Malaria im Kindesalter und sind Tabletten- sowie Granulat-
Darreichungsform von Pyronaridin/Artesunat gleichwertig?

e Verbessern padiatrische Darreichungsformen Artemisinin-basierter
Kombinationstherapien die Therapie der unkomplizierten Malaria im Kindesalter?

e Ist Artemether/Lumefantrin flr die Therapie der Non-Falciparum Malaria sowie
Malaria-Mischinfektionen wirksam und sicher?

e Wie effektiv und sicher ist die intravendse Artesunattherapie bei Kindern mit
importierter schwerer Malaria in Deutschland?
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2 Eigene Arbeiten
2.1 Malariaimpfstoffentwicklung

2.1.1 Klinische Prufung des Malariaimpfstoffkandidaten GMZ2 bei Kindern in Gabun

Bélard S*, Issifou S*, Hounkpatin AB, Schaumburg F, Ngoa UA, Esen M, Fendel R, de Salazar
PM, Miirbeth RE, Milligan P, Imbault N, Imoukhuede EB, Theisen M, Jepsen S, Noor RA, Okech
B, Kremsner PG, Mordmiiller B. A randomized controlled phase Ib trial of the malaria vaccine
candidate GMZ2 in African children. PLoS One, 2011, 6(7):e22525. doi:
10.1371/journal.pone.0022525 *geteilte Erstautorenschaft

Ein effektiver Malariaimpfstoff verspricht die Einddmmung der Malaria-bedingten
Krankheitslast und Sterblichkeit deutlich voranzutreiben. Zum Zeitpunkt dieser Arbeit
befanden sich zahlreiche Malariaimpfstoffkandidaten in der klinischen Entwicklung, ein
zugelassener Malariaimpfstoff war noch nicht verfligbar. Der Malariaimpfstoffkandidat GMZ2
gehort zur Gruppe der Blutstadien-Impfstoffkandidaten, welche zum Ziel haben mittels
Blutstadienantigenen eine Immunitat analog der natlrlich erworbenen Malariaimmunitat zu
induzieren. GMZ2 besteht aus einem Fusionsprotein konservierter Anteile der zwei Antigene
merozoite surface protein 3 (MSP3) und glutamate rich protein (GLURP). MSP3 und GLURP
waren in vorausgegangenen Studien als potentiell protektive Immunitdt induzierende
Antigene identifiziert worden.

In dieser Phase | randomisiert kontrollierten Studie in Gabun erhielten je 10 Kinder im Alter
von 1-5 Jahren intramuskular 3 Gaben 30ug GMZ2, 100ug GMZ2 oder einer Tollwutimpfung
im Abstand von 28 Tagen. Die Nachbeobachtungzeit betrug ein Jahr. Primare Studienziele
waren die Evaluation der Sicherheit und der Impfreaktionen von GMZ2 im Vergleich zur
Tollwutimpfung bei Kindern, der Zielgruppe fir eine anschlieBende Phase I
Wirksamkeitsstudie. Weiteres Studienziel war die Auswertung der humoralen Immunantwort.

Sowohl die niedrigere als auch die hohere GMZ2 Impfdosis wurde gut vertragen. Die meisten
Kinder zeigten wahrend der Impfphase leichte lokale und systemische Impfreaktionen. Die
zwei beobachteten schwerwiegenden unerwiinschten Ereignisse standen nicht mit der
Impfung in Verbindung. Der Impfstoffkandidat induzierte Antikorper und Gedachtniszellen
gegen GMZ2 und seine Bestandteile MSP3 und GLURP. Die mittleren
Antikorperkonzentrationen gegen GMZ2 und MSP3 waren nach 3-facher Gabe sowohl bei der
30ug als auch der 100ug GMZ2 Dosierung deutlich héher als in der Kontrollgruppe.

Zusammenfassend war der Malariaimpfstoffkandidat GMZ2 in jungen Malaria-exponierten
Kindern immunogen, gut vertraglich und sicher. Die Ergebnisse dieser Studie bestatigten
vorausgehende klinische Priifungen von GMZ2 in Erwachsenen und erlaubten die Fortfihrung
der klinischen Priifung von GMZ2 in einer Phase Il Studie.
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Abstract

Background: GMZ2 is a fusion protein of Plasmodium falciparum merozoite surface protein 3 (MSP3) and glutamate rich
protein (GLURP) that mediates an immune response against the blood stage of the parasite. Two previous phase | clinical
trials, one in naive European adults and one in malaria-exposed Gabonese adults showed that GMZ2 was well tolerated and
immunogenic. Here, we present data on safety and immunogenicity of GMZ2 in one to five year old Gabonese children, a
target population for future malaria vaccine efficacy trials.

Methodology/Principal Findings: Thirty children one to five years of age were randomized to receive three doses of either
30 pg or 100 ug of GMZ2, or rabies vaccine. GMZ2, adjuvanted in aluminum hydroxide, was administered on Days 0, 28 and
56. All participants received a full course of their respective vaccination and were followed up for one year. Both 30 ug and
100 ng GMZ2 vaccine doses were well tolerated and induced antibodies and memory B-cells against GMZ2 as well as its
antigenic constituents MSP3 and GLURP. After three doses of vaccine, the geometric mean concentration of antibodies to
GMZ2 was 19-fold (95%Cl: 11,34) higher in the 30 ug GMZ2 group than in the rabies vaccine controls, and 16-fold (7,36)
higher in the 100 ug GMZ2 group than the rabies group. Geometric mean concentration of antibodies to MSP3 was 2.7-fold
(1.6,4.6) higher in the 30 ug group than in the rabies group and 3.8-fold (1.5,9.6) higher in the 100 pg group. Memory B-cells
against GMZ2 developed in both GMZ2 vaccinated groups.

Conclusions/Significance: Both 30 pug as well as 100 pg intramuscular GMZ2 are immunogenic, well tolerated, and safe in
young, malaria-exposed Gabonese children. This result confirms previous findings in naive and malaria-exposed adults and
supports further clinical development of GMZ2.
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Introduction hurdles need to be addressed. Malaria vaccines may have an
important role in malaria control and elimination, in part because

Malaria control relies primarily on case management and the they can be readily integrated into existing health care structures.
use of impregnated bednets. Recently, a decline in the incidence of Two main lines of research on malaria vaccines have resulted in
malaria associated with scaling up of interventions has been advanced clinical development programmes, the induction of
reported in many countries [1], raising hopes that malaria could immunity against pre-erythrocytic stages, and mimicry of naturally
be eliminated in these countries [2]. However, before these goals acquired immunity to clinical malaria through vaccination with
can be achieved, significant political, economic as well as scientific blood stage antigens. GMZ2 is one representative of the second
@ PLoS ONE | www.plosone.org 1 July 2011 | Volume 6 | Issue 7 | 22525
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group which is currently under clinical development and RTS,S/
ASOl is the most advanced of the first group [3]. Naturally
acquired immunity is not sterile but protects from severe
symptoms and complications, and despite marked genetic and
antigenic variability of the parasite, is remarkably robust. Several
passive transfer experiments showed that antibodies are central to
the development of natural immunity [4,5,6]. Robustness of
naturally-acquired immunity was most convincingly demonstrated
when antibody preparations from one continent (Africa) were used
to inhibit @ vivo growth of parasites in malaria patients from
another continent (Asia) [5]. Unfortunately, the mechanism of
protection and the targets of immunity are not known although
several immunological surrogate markers of protection have been
proposed. Analysis of sera from immune adults from endemic
regions, including those from passive transfer experiments, led to
the identification of merozoite surface protein 3 (MSP3) as a
potentially important antigen for the induction of anti-malarial
immunity [7]. Another antigen that elicits antibodies in frequently
exposed individuals is glutamate rich protein (GLURP). High anti-
GLURP titers have been associated with protection from malaria
in several studies [8,9] and it was shown that anti-GLURP
antibodies induce antibody-dependent cellular inhibition (ADCI)
in a way similar to MSP3 [10]. A fusion protein of conserved parts
of both proteins showed good immunogenicity. Since the
presumed mechanism of protection of MSP3 and GLURP is
similar, and partial protection in pre-clinical trials was document-
ed [11], it was decided to develop a MSP3-GLURP fusion protein
for studies in humans naturally exposed to malaria.

L Assessed for eligibility (n = 55)

Randomized (n = 30)

Safety and Immunogenicity of GMZ2

GMZ2 is the preparation of a recombinant GLURPy; 500-
MSP3,15 350 fusion protein, expressed in Lactococcus lactis, and
mixed with the adjuvant aluminium hydroxide. The vaccine is
given intramuscularly as three injections one month apart. The
first trial in humans, in German malaria-naive adults, showed
good safety, tolerability and immunogenicity of three different
dosing schemes of GMZ2 [12]. Subsequently, a randomized
controlled trial in malaria-exposed Gabonese adults was done,
where the higher dose of GMZ2 (100 pg) was compared to a
control vaccine (rabies vaccine). In this study, the vaccine was well
tolerated and boosted pre-existing immune responses against the
vaccine antigen [13]. The vaccine induced strong responses to
GMZ2 and to GLURP, but responses to MSP3 were low. The
present trial was designed to provide first data on safety and
immunogenicity of 100 pg GMZ2, and a lower dose 30 pg
GMZ2, in malaria-exposed children 1-5 years of age, the group in
which phase IIb efficacy trials would be done.

Methods

The protocol for this trial and supporting CONSORT checklist
are available as supporting information; see Checklist S1 and
Protocol S1.

Participants and interventions

The study took place from September 2008 to October 2009 at
the Albert Schweitzer Hospital Lambaréné, Gabon, an area with
year-round malaria transmission [14]. Healthy children from

Excluded (n= 25)

Refused consent or moved away (n = 11)
Sickle cell disease (n=1)

Laboratory values out of range (n=1)
Qutside age range (n=1)

Other vaccination (n = 1)

Cardiac defect (n = 1)

Eligible but not enrolled (n = 9)

N =
Received three doses of Received three doses of GMZ2-100 Received three doses of Rabies
GMZz2-30 (n = 10) (n=10) vaccine (n = 10)
v v i
s = 7 ' N v %
10 followed to day 84 10 followed to day 84 10 followed to day 84
\. V.

v

v

( 10 followed to day 365

J |

9 followed to day 365

(1* relocated from study area)

W ( 10 followed to day 365 ]

Figure 1. Study flow. All participants received the complete course of vaccination and were followed for 4 weeks after the last vaccination. * The
subject lost to follow-up and was in good health when examined after the scheduled Day 365 visit.

doi:10.1371/journal.pone.0022525.9001
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Lambaréné between 1 and 5 years of age were screened and those
who met the inclusion criteria were randomly assigned 1 1 1 to
receive three doses of either rabies vaccine, 30 pg GMZ2 (GMZ.2-
30) or 100 pg GMZ2 (GMZ2-100). Vaccine doses were given one
month apart (days 0, 28 and 56) intramuscularly, alternately in the
left or right deltoid muscle. GMZ2 was produced as one clinical
batch following Good Manufacturing Practice (Henogen SA,
Belgium) and provided in aliquots of 12 p. Aluminium hydroxide
(Statens Serum Institut, Denmark) was provided in separate vials
and mixed with the vaccine one hour before administration
following a standard operating procedure in a separate prepara-
tion room equipped with a sterile flow hood. Rabies vaccine
(Verorab, Sanofi Pasteur) was used as control vaccine. Each child
was kept under observation for 30 minutes after vaccination. A
physician examined participants on the day of vaccination and 1,
3, 7, and 14 days after cach vaccination. Participants were re-
examined by a physician on Day 84 (one month after the last dose
of vaccine) and on Day 365 (10 months after the last vaccine dose).
Children were visited at home by a field worker 2, 4, 5 and 6 days
after each vaccination and on days 140, 224 and 308 after the first
vaccination to assess health and record the occurrence of adverse
events. A 24-hour phone line was maintained for parents to
contact the study team in the event of any adverse event.

Ethics

Written informed consent was obtained from the parents of
participating children. If the child’s parent or guardian was unable
to rcad, an impartial witness was present during the informed
consent and signed together with the child’s parent the informed
consent form. The study was approved by the Comité d’Ethique
Régional Indépendant de Lambaréné (CERIL) and the Gabonese
Ministry of Health. A data and safety monitoring board (DSMB)
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Table 1. Baseline characteristics of study participants.

Rabies GMZ2-30 GMZ2-100
Age (years) * 3.5 (1.9, 4.8) 3.5 (2.2, 5.6) 3.5(1.8,5.7)
Gender # 5/5 5/5 5/5
Height (cm) * 96 (85, 105) 94 (82, 114) 92 (77, 109)
Weight (kg) * 14.6 (11.4,18.6) 13.7 (11.0, 21.8) 13.3 (9.6, 17.0)
Hemoglobin (g/dl) * 10.3 (9.3, 11.9) 105 (86, 11.8) 10.5(8.7,11.8)
White blood cells (cells/nl)* 10.9 (8.3, 13.6) 9.6 (7.3,13.4) 8.6 (6.1, 11.4)
Thrombocytes (cells/nl)* 387 (262, 487) 322 (222, 408) 381 (201, 516)

*mean (min, max), # female/male.
doi:10.1371/journal.pone.0022525.t001

monitored subject safety during the trial. The study was conducted
according to the Declaration of Helsinki (5™ revision) and
International Conference on Harmonization Good Clinical
Practice (ICH-GCP) guidelines.

Objectives and outcomes

The primary objective was to evaluate the safety and
reactogenicity of three injections of either 30 or 100 pg GMZ2
compared to rabies vaccine in the target group for a clinical phase
IIb efficacy trial. As secondary objective, humoral immune
responses were assessed.

Randomization and blinding
A screening list of 39 eligible individuals was sorted on sex and
age; 30 were required for enrolment, so 9 individuals (every 4
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Figure 2. Solicited adverse events. Intensity of local and systemic AE in the 7 days post-vaccination period. Given is the grade of the AE with the
highest intensity at each day of follow up as shading (from grey [no AE] to dark blue [grade 3]). Local grade 2 AEs were (top down) pain, swelling,
swelling, and pruritus at the injection site. Grade 3 reactions were only present as systemic reactions. They consisted of (top down) fever, fever, loss of
appetite, and fever (all fevers were due to upper respiratory infection). All grade 3 AEs were judged not to be related to vaccination. Vaccinations
were given on Days 0, 28, and 56.

doi:10.1371/journal.pone.0022525.9002
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individual in the sorted list) were excluded to be used as reserves in
case any selected individuals dropped out before the administra-
tion of the first vaccine dose. The 30 individuals in the sorted list
were then allocated to vaccine group using randomly permuted
blocks of 3 individuals per block. If a subject was withdrawn before
vaccine dose 1, they were to be replaced with the reserve nearest in
age. If a subject was withdrawn after vaccine dose 1, they were not
replaced. The randomization list was sent by electronic mail by a
study statistician (PM) to the study pharmacist who prepared
sealed envelopes. A separate sealed envelope of the randomization
codes was kept by the local safety monitor. The study pharmacists
prepared the vaccines in identical opaque syringes; they had no
other role in the trial.

Laboratory analyses

Immunological assays were done as previously described
[12,13] with minor modifications. For antibody measurement,
enzyme linked immunoassays (ELISA) were done. Antigen-specific
antibody concentration was assessed by solving a four-parameter
logistic regression equation fitted to a serial dilution of a serum
pool of highly positive adults according to published procedures
[15]. Therefore antibody data is expressed as fraction of antibody
concentration compared to a positive serum pool prepared from
high responders of a previous clinical trial on GMZ2 [13].
Memory B-cell enzyme linked immunospot assays (ELISPOT)
were done on freshly isolated peripheral blood mononuclear cells
using previously published procedures [12,13]. Anti-GMZ2, ant-
MSP3, and anti-GLURP antibodies were measured by ELISA,
whereas memory B-cell response was assessed by ELISPOT
against the whole vaccine antigen (GMZ2) and anti-IgG as a
positive control.

Statistical methods and sample size

The aim of the trial was to establish safety of the vaccine doses
with respect to very common adverse reactions. In the previous
two clinical trials [12,13] analysis of ten individuals per group
sufliced to detect increases in anti-GMZ2 immune responses. Data
was captured on paper case report forms and transferred to an
electronic database. All analyses were done using Stata v10 and R
v2.12.0. Data analysis followed a statistical analysis plan that was
finalized before unblinding.

For analysis of antibody concentrations, zero values were
considered as left-censored observations, and replaced with a
constant value equal to the smallest non-zero concentration for
that antigen in the dataset. For cach antigen, the ratio of the
geometric mean concentration at each time point to the mean
concentration pre-vaccination, was calculated with a 95%
confidence interval. Analysis of covariance was used to compare
humoral responses between the vaccine groups at each time point,
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Table 2. Non-solicited adverse events grouped by organ
system, recorded until one month after last vaccination.

Rabies GMZ-30 GMZ-100
Ear 3 0 1
Eye 2 1 2
Fever 0 0 2
Gastrointestinal tract 2 2 0
Malaria 1 0 0
Respiratory tract 22 25 22
Skin 3 5 6
Trauma 2 3 10
Urinary tract 0 0 1
TOTAL 35 36 44

All AEs were of mild intensity besides 2 respiratory tract infections of moderate
intensity in the GMZ2-30 and Rabies group, respectively. All AEs resolved
without sequelae.

doi:10.1371/journal.pone.0022525.t002

with adjustment for the pre-dose-one value as a covariate, after
transforming to logarithms, and the adjusted difference in means
between vaccine groups was presented as a ratio in the original
measurement scale, with a 95% confidence interval.

As sensitivity analysis the log-transformed area under the curve
(AUC) of antigen-specific IgG concentration against time was
calculated for cach subject from day O to day 84 and compared
between vaccine groups. This provides a single test for ecach
antigen to determine whether the vaccine induced an antibody
response. ELISPOT data are given as number of GMZ2-specific
cells per total number of antibody secreting cells (ASC). Non-
parametric methods were used to calculate difference in AUC
between groups in a hierarchical approach: Kruskal-Wallis test for
comparison of the three intervention groups and an exact version
the Wilcoxon-Mann-Whitney test for pairwise comparisons if the
first test rejected the null hypothesis. An estimate of the shift in
location and its 95% confidence interval was calculated using the
method of Bauer [16]. Solicited local adverse events (pain,
swelling, induration, erythema, or pruritis at the injection site, or
contralateral reaction) and general adverse events (fever, irritabil-
ity, drowsiness, loss of appetite, or diarrhoea) were graded as mild,
moderate or severe following the guidelines of the Brighton
Collaboration [17]. The number of local and general adverse
events, and the number of non-solicited adverse events, within 14
days after each dose was tabulated for each vaccine group.
Analyses were by intention to treat.

Table 3. Change in antigen-specific antibody concentration to GMZ2, GLURP and MSP3 after 1, 2 and 3 doses of vaccine.

Antigen GMZ2 GLURP MsSP3

Vaccine Rabies GMZ2-30 GMZ2-100 Rabies GMZ2-30 GMZ2-100 Rabies GMZ2-30 GMZ2-100
Day 28 0.12 (0.01,1.1) 23(0.70,7.8) 2.6 (0.74,9.1) 1.1(0353.1) 22(057,84) 25(0.56,11) 0.3(0.07,1.2) 046 (0.18,1.2) 0.90 (0.22,3.7)
Day 56 0.21 (0.04,1.0) 17 (6.9,49) 9.5 (2.7,34) 0.90 (0.26,3.1) 13 (3.8,42) 8.6 (1.8,40) 0.50 (0.19,1.3) 1.9 (0.94,3.8) 3.3 (1.29.1)
Day 84 1.2 (0.57,2.5) 30 (11,83) 19 (6.1,58) 1.7 (0.62,45) 21 (64,68) 14 (3.8,56) 1.5(0.83,28) 42(247.6) 7.1 (29,17)
Day 365 1.0 (0.50,2.05) 3.2 (1.5,6.9) 1.1(0.70,1.8)  1.0(0.37,28) 1.9 (1.1,3.5) 1.0 (0.452.2) 067 (0.33,1.4) 1.2(0.71,20) 0.83 (0.45,1.5)

doi:10.1371/journal.pone.0022525.t003

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Data is given as the ratio of geometric mean IgG concentration (95% confidence interval).
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Results

Participants flow and recruitment

Thirty-nine out of 55 children were eligible to participate in the
study (Figure 1). The first subject was enrolled on 13™ October
2008 and the last patient’s follow-up ended 14™ October 2009. All
participants received their scheduled vaccinations (scheduled on
Days 0, 28 and 56) and were closely monitored up to one month
after the third dose (Day 84), and follow-up continued until Day
365. One participant of the GMZ2-100 group, a 3-year-old boy,
was lost to follow-up at Day 365 due to his relocation from the
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area. However, the boy was visited and examined two months
after the intended last clinical visit. His parents did not report any
possible drug-related adverse reaction and he was in good health.

At bascline, participants had similar demographic and labora-
tory characteristics (T'able 1). One participant, a 2-year-old boy,
received tetanus vaccine on Day 76 of the study, was excluded
from according to protocol analyses of immunogenicity (not
shown). Nevertheless, the full set of 30 children was considered for
safety and immunological outcomes until Day 84. For analyses
including Day 365, all successfully followed 29 children were
assessed.
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Figure 3. Antibody responses. Antibody responses against GMZ2, GLURP, and MSP3 are shown as boxplot in the original measurement scale

(Fraction of positive control).
doi:10.1371/journal.pone.0022525.9g003
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Adverse events

During the trial two serious adverse events (SAE) occurred. A 4-
year-old boy was hospitalized because of severe malaria (high
parasitemia and prostration) on Day 53. The child recovered
without sequelae and received the 3™ vaccination on Day 59. The
second SAE occurred in a 3-year-old boy. He presented with fever
and upper respiratory infection on Day 29 and was hospitalized
for diagnostic purposes on Day 30. The child was discharged in
good health on Day 32 without causal treatment and received the
third vaccination as planned. Both SAEs occurred in the GMZ2-
30 group and were not related to vaccination as judged by the
investigators and the DSMB.

All children, except for one 4-year-old boy in the rabies vaccine
group had either local or systemic reactions during the vaccination
period from Day 0 to 2 weeks after the last injection (27 out of 30
with at least one local and 21 out of 30 with at least one systemic
reaction). Local and systemic adverse events were slightly more
common in the GMZ2-100 group (Figure 2) most of these events
were mild in severity. No grade 3 local AE was observed. Within 6
days following vaccination two participants of the rabies and one
participant of the GMZ2-100 and -30 groups experienced local
grade 2 reactions. Four grade 3 systemic reactions were observed
after the second vaccine administration, one case of loss of appetite
in the GMZ2-30 group and three cases of fever (=39°C), onc in
each intervention group. All grade 3 fever cases were associated
with upper respiratory infections and resolved without specific
treatment.

Unsolicited adverse events during the trial, were all judged not
to be related to the vaccines. In total, 114 unsolicited AE were
observed: none of severe intensity, two of moderate and 112 of
mild intensity (T'able 2). Of note, one 4-year-old boy of the rabies
vaccine group developed mild malaria on Day 32 of the study.

Immunogenicity

The concentration of antibodies to GMZ2, GLURP and MSP3
was low in all three groups before vaccination. In both GMZ2
vaccine groups, antibody concentrations to all three antigens
increased after each vaccination, with small increases after the first
dose and larger increases after the second and third doses (Table 3
and Figure 3). In the GMZ2-30 group, all individuals responded to
vaccination with an increase in anti-GMZ2 antibodies at Day 84,
whereas in the GMZ2-100 group one non-responder was
observed. Confidence intervals for the rises in concentration were
wide reflecting the small sample size (Table 3). Anti-MSP3
antibody concentration measured one month after the third dose
of vaccine was higher in the GMZ2 vaccinated groups, than in the
rabies vaccine group, by 2.7 fold (95%CI: 1.6,4.6) in the GMZ2-
30 group and by 3.8 fold (1.5,9.6) in the GMZ2-100 group (ratios
adjusted for differences in pre-vaccination antibody concentra-
tion). Anti-GLURP antibody concentration was 12 fold higher
(7.2,21) in the GMZ2-30 group than in the rabies vaccine group
and 9.7 fold higher (4.4,22) in the GMZ2-100 group. Anti-GMZ2
antibody concentration was 19 fold higher (11,34) in the GMZ2-
30 group and 16 fold higher (7.4,36) in the GMZ2-100 group.

One year after the first vaccination (Day 365) the concentration
of anti-GMZ2, anti-MSP3 and ant-GLURP antibodies was
similar in the rabies and GMZ2-100 groups while the GMZ2-30
group had a 1.2 (1.1,4.2) fold higher baseline corrected anti-
GMZ2 antibody concentration compared to the rabies group on
Day 365.

AUCs were calculated to examine if a different approach of
analyzing leads to similar conclusions (Table 4). Anti-GMZ2, anti-
GLURP and anti-MSP3 antibody AUCs where higher in the
GM7Z72-30 and GMZ2-100 groups as compared to the rabies
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vaccinated subjects whereas the GMZ2 groups had similar
reactivity, thus confirming the findings of the primary statistical
approach.

Memory B-cell responses increased upon vaccination with
GMZ2 (Iigure 4). No increase in anti-GMZ2 memory B-cell
numbers at Day 84 was detected in 4 children of the GMZ2-30
and 3 children of the GMZ2-100 groups. AUCs were significantly
different between the groups (Kruskal Wallis test; p-value =
0.008). Pairwise comparison showed a shift in location of 44
(4.2,98) GMZ2-specific spots per ASC  times Days for the
comparison between rabies and GMZ2-100 AUCs, 49 (7.6,251)
for rabies versus GMZ2-30 and a non-significant —7.4 (—211,45)
for GMZ2-100 versus GMZ-30. There was no evidence of an
association between antigen-specific antibodies and memory B-cell
response (data not shown).

Discussion

Clinical development of malaria vaccines has gained momen-
tum in recent years. Several vaccine candidates have been
evaluated in malaria-exposed individuals but only very few have
proceeded to efficacy trials in endemic countries. Asexual blood
stage vaccines that have been tested for efficacy in naturally
exposed individuals (clinical phase 1Ib) recently, include AMA-1
[18] and MSPl4 (FMP1-AS02A) [19]. Unfortunately, these
malaria vaccine candidates did not protect children in phase II
efficacy trials. Two major difficulties in the selection of potential
vaccine antigens are the lack of a surrogate marker for protection
and the high degree of variability of antigens that are exposed to
the immune system. GMZ2 is one of the latest vaccine candidates
to enter clinical trials. Association studies suggest a prominent role
of both antigens contained in GMZ2 in protection from malaria
and showed partial efficacy in an animal model [11]. In addition,
both antigen fragments used in the vaccine are conserved in
clinical isolates [20,21], which may constitute an advantage over
other candidates. Therefore a clinical development program for
GMZ2 was developed that resulted in the present phase Ib trial to
assess safety and immunogenicity in the target population for a
subsequent clinical phase IIb efficacy trial.

GMZ.2 has been developed under the premise that vaccination
schedule should be compatible with the Expanded Program on
Immunization (EPI), although it is being increasingly recognized
that the EPI scheme may be unlikely to induce maximal
immunogenicity. Nonetheless, GMZ2 was well tolerated and
induced a robust immune response in its target population. No
vaccine-related SALs or grade 3 AEs were observed and all GMZ2
vaccinated participants developed either anti-GMZ.2 antibodies or
memory B-cells.

Both the 30 pg and 100 pg GMZ2 induced strong antibody
responses to GLURP, as has been seen with GMZ2 in previous
trials [12,13]. Both groups showed responses to MSP3, in contrast
to the study in Gabonese adults, where there was no evidence of

Table 4. Area under the curve IgG concentration.

Rabies GMZ2-30 GMZ2-100
Anti-GMZ2 6.7 (4.4,10) 65 (39,109) 58 (24,141)
Anti-GLURP 6.9 (511) 53 (32,87) 41 (17,103)
Anti-MSP3 13 (10,18) 29 (18,47) 36 (15,88)

Data is given as geometric mean (95% confidence interval) in fraction of
positive control x days.
doi:10.1371/journal.pone.0022525.t004
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Figure 4. GMZ2-specific memory B-cells. Results are given as GMZ2-specific per 1000 ASCs.

doi:10.1371/journal.pone.0022525.9004

responses to MSP3. The rise in anti-MSP3 IgG concentration after
three doses was somewhat greater in the 100 pg group than in the
30 pg group but the trial was not powered to be able to compare
immunogenicity between these two groups, (a much larger trial
would have been required to determine whether 30 ug GMZ2 was
as immunogenic as 100 pg). Considering data from all phase I
trials of GMZ2 [12,13], the 100 pg dose is safe and well tolerated
and was selected for further clinical development, although this
does not rule out the use of other doses in the final product. In
contrast to malaria-naive German adults [12], antigen-specific IgG
concentrations seemed to decrease by Day 365, but the confidence
intervals were wide and the trial was too small to ecvaluate
persistence of IgG response. If anti-parasitic immunity can be
induced, it will be important to investigate kinetics of IgG
responses and to consider alternative administration schemes,
doses, or vaccine formulations to improve longevity of responses
and of protection. Such trials will be extraordinarily helpful for
understanding immune response patterns and their role in
protection.

The number of GMZ2 vaccinated subjects is still low (a total of
70 people have been vaccinated with GMZ2, 40 of them with the
100 pdose), therefore it is too early to assess its overall safety with
confidence. Nevertheless, the use of aluminum hydroxide, one of
the most frequently administered molecules in vaccinations, as
the adjuvant was a choice that minimizes safety problems and
therefore the good tolerability is not surprising. We believe that
this is an important issue and should be investigated with more
emphasis in other vaccines that use novel and experimental
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2.1.2 Einfluss helminthologischer Infektionen auf die Immunantwort des
Malariaimpfstoffkandidaten GMZ2 bei Kindern in Gabun

Esen M, Mordmiiller B, Martinez de Salazar P, Adegnika AA, Agnandji ST, Schaumburg F,
Bouyoukou Hounkpatin A, Briickner S, Theisen M, Bélard S, Ateba Ngoa U, Issifou S,
Yazdanbakhsh M, Kremsner PG. Reduced antibody responses against Plasmodium falciparum
vaccine candidate antigens in the presence of Trichuris trichiura. Vaccine, 2012; 30(52):7621-
7624. doi:10.1016/j.vaccine.2012.10.026

Afrikanische Kinder stellen die Hauptzielgruppe fir die Entwicklung eines Malariaimpfstoffes
dar. Neben Malariaparasiten sind sie auch einer Vielzahl weiterer Parasiten, unter anderem
intestinaler Helminthen, ausgesetzt. Intestinale Helminthosen k&nnen in Abwesenheit
funktionierender Kontrollprogramme und aufgrund milder klinischer und folglich
unbehandelter Verldaufe hochpravalent vorliegen.

Intestinale Helminthosen flihren auch bei asymptomatischer Infektion zu Immunmodulation,
welche durch antihelminthische Behandlung reversibel ist. Helminthosen kénnen somit einen
Einfluss auf die Immunantwort auf eine Impfung haben und die Impfwirksamkeit beeinflussen.

In dieser Studie wurde der Einfluss intestinaler Helminthosen auf die Impf-induzierte
Immunantwort des Malariaimpfstoffkandidaten GMZ2 im Rahmen der Phase | Studie bei
afrikanischen Kindern untersucht. Vakzin-spezifische Antikdrperkonzentrationen waren bei
Kindern ohne Trichuris trichiura Nachweis 3,4-fach hoher (95% Konfidenzintervall: 1,6, 7,4) als
bei Kindern mit T. trichiura Infektion; Antikérperkonzentrationen bei Kindern mit oder ohne
Ascaris lumbricoides Infektion unterschieden sich hingegen nicht. Die Gedachtniszellantwort
war bei T. trichiura negativen Kindern leicht aber nicht signifikant erhoht.

Diese Studie zeigte anhand einer kleinen Fallzahl, dass eine reduzierte Antikérperantwort auf
den Malariaimpfstoffkandidaten GMZ2 mit einer T. trichiura Infektion assoziiert war. Der
zugrunde liegende Pathomechanismus ist unklar. Impfprogramme sowie die
Malariaimpfstoffentwicklung sollten die Moglichkeit eines verminderten Helminthen-
vermittelten Impfansprechens beriicksichtigen.
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2.2 Artemisinin-basierte Therapie der Malaria bei Kindern

2.2.1 Klinische Priifung einer padiatrischen Darreichungsform von Artesunat/Pyronaridin
bei Kindern mit unkomplizierter Falciparum-Malaria in Gabun

Ramharter M, Kurth F, Schreier AC, Nemeth J, Glasenapp Iv, Bélard S, Schlie M, Kammer J,
Koumba PK, Cisse B, Mordmiiller B, Lell B, Issifou S, Oeuvray C, Fleckenstein L, Kremsner PG.
Fixed-dose pyronaridine-artesunate combination for treatment of uncomplicated falciparum
malaria in pediatric patients in Gabon. Journal of Infectious Diseases, 2008 Sep 15; 198(6):911-
9. doi: 10.1086/591096

Um die Verfligbarkeit verschiedener ACTs fiir die Behandlung der unkomplizierten Malaria zu
erweitern, befanden sich zum Zeitpunkt dieser Arbeit verschiedene Kombinationen aus
Artemisinin-Derivaten mit neuen Partnersubstanzen und auch in padiatrischen
Darreichungsformen in der klinischen Entwicklung. Die neue Kombinationstherapie
Artesunat/Pyronaridin wurde im Rahmen einer 6ffentlich-privaten Partnerschaft zwischen
Shin Poong Pharmaceutical Company und Medicines for Malaria Venture entwickelt. Diese
,fixed-dose” ACT sollte neben hoher Wirksamkeit sowie guter Sicherheit und Vertraglichkeit
auch kostenglinstig sein, ein einfaches 3-tdgiges Dosierungsschema mit einer einzigen
taglichen Dosis haben und auch in einer padiatrischen Darreichungsform verfiigbar sein.

Nach erfolgreichen Phase | und Il Studien bei Erwachsenen, wurde diese Phase Il Studie bei 60
gabunischen Kindern mit unkomplizierter Falciparum-Malaria durchgefiihrt um in dieser
Zielpopulation die geeignete Dosierung von Artesunat/Pyronaridin zu ermitteln. In vier
Behandlungsgruppen wurden Uber drei Tage unterschiedliche Dosierungen (6:2, 9:3 und 12:4
mg/kg) von Artesunat/Pyronaridin verabreicht; drei Behandlungsgruppen erhielten
Artesunat/Pyronaridin in Tablettenform, eine Behandlungsgruppe erhielt
Artesunat/Pyronaridin als padiatrische Granulat-Darreichungsform. Studienendpunkte waren
Vertraglichkeit, Sicherheit, Pharmakokinetik und Wirksamkeit.

Artesunat/Pyronaridin erzielte in allen Dosierungsgruppen sowie in Tabletten- und
Granulatdarreichungsform hohe Wirksamkeit sowie gute Vertraglichkeit und Sicherheit. Die
pharmakokinetische Auswertung zeigte eine lineare Abhdngigkeit zwischen Dosis und
Blutkonzentration sowie eine vergleichbare Bioverfiigbarkeit der Tabletten-und Granulat-
Darreichungsform.

Die Ergebnisse dieser Studie ebneten den Weg fiir die Fortsetzung der Entwicklung von
Artesunat/Pyronaridin  sowohl in padiatrischer Tabletten- als auch Granulat-
Darreichungsform.
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2.2.2 Artemisinin-basierte Kombinationstherapie bei Non-Falciparum Malaria und
Malariamischinfektionen in Gabun

Mombo-Ngoma G, Kleine C, Basra A, Wiirbel H, Diop DA, Capan M, Adegnika AA, Kurth F,
Mordmidiller B, Joanny F, Kremsner PG, Ramharter M, Bélard S. Prospective evaluation of

artemether-lumefantrine for the treatment of non-falciparum and mixed-species malaria in
Gabon. Malar Journal, 2012; Jul 10;11:120. doi: 10.1186/1475-2875-11-120.

Die nicht lebensbedrohlichen Malariainfektionen durch P. malariae, P. ovale curtisi oder P.
ovale wallikeri erhielten im Rahmen der Entwicklung und Einfihrung von ACT kaum
Aufmerksamkeit und Chloroquin blieb entsprechendes Mittel der Wahl in den
Therapieempfehlungen.

Zur Zeit dieser Studie war es in Gabun gangige Praxis die Non-Falciparum Malaria mit ACT zu
behandeln. Diese Praxis stand den offiziellen Empfehlungen, welche eine Therapie mit
Chloroquin empfahlen, entgegen und beruhte, in Ermangelung klinischer Studien zur
Wirksamkeit und Sicherheit von ACT fir Non-Falciparum Malaria, auf der lokalen
Beobachtung, dass ACT auch bei Non-Falciparum Malaria wirkte.

In dieser prospektiven Studie untersuchten wir Wirksamkeit, Sicherheit und Vertraglichkeit
von Artemether/Lumefantrin bei Patienten mit unkomplizierter Non-Falciparum Malaria oder
Malariamischinfektion in Gabun. Die Studienkohorte mit einem Medianalter von 8 Jahren
umfasste 40 Patienten. Der dreitdgigen oralen Behandlungsphase folgte eine
Nachbeobachtung bis Tag 28. Alle auswertbaren Patienten (n = 38) waren nach 36 Stunden
parasitenfrei und zeigten an Tag 28 ein adadquates klinisches und parasitologisches
Ansprechen. Alle unerwiinschten Nebenwirkungen waren mild bis moderat und bis zum
Studienende vollstandig regredient.

Diese erste systematische und prospektive Untersuchung einer ACT fir Malaria durch P.
malariae, P. ovale curtisi und P. ovale wallikeri oder Malariamischinfektion zeigte eine hohe
Heilungsrate sowie gute Sicherheit und Vertraglichkeit. Die Daten dieser Studie unterstitzten
somit die gangige Praxis die Blutstadien von Non-Falciparum  Malaria,
Malariamischinfektionen oder Malariafalle ohne Speziesdifferenzierung mit
Artemether/Lumefantrin zu behandeln.
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Abstract

of Gabon.

Background: The recommendation of artemisinin combination therapy (ACT) as first-line treatment for
uncomplicated falciparum malaria is supported by a plethora of high quality clinical trials. However, their
recommendation for the treatment of mixed-species malaria and the large-scale use for the treatment of
non-falciparum malaria in endemic regions is based on anecdotal rather than systematic clinical evidence.

Methods: This study prospectively observed the efficacy of artemether-lumefantrine for the treatment of
uncomplicated non-falciparum or mixed-species malaria in two routine district hospitals in the Central African country

Results: Forty patients suffering from uncomplicated Plasmodium malariae, Plasmodium ovale or mixed-species malaria
(including Plasmodium falciparum) presenting at the hospital received artemether-lumefantrine treatment and were
followed up. All evaluable patients (n=38) showed an adequate clinical and parasitological response on Day 28 after
oral treatment with artemether-lumefantrine (95% confidence interval: 0.91,1). All adverse events were of mild to
moderate intensity and completely resolved by the end of study.

Conclusions: This first systematic assessment of artemether-lumefantrine treatment for P. malariae, P. ovale and
mixed-species malaria demonstrated a high cure rate of 100% and a favourable tolerability profile, and thus lends
support to the practice of treating non-falciparum or mixed-species malaria, or all cases of malaria without definite
species differentiation, with artemether-lumefantrine in Gabon.

Trial Registration: ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00725777

Keywords: Malaria, Ovale, Malariae, Artemisinin-combination-therapy, Artemether-lumefantrine, Non-falciparum

Background

Effective treatment of malaria is one of the main tools to
control and eventually eradicate malaria. A plethora of
clinical trials demonstrating high efficacy, satisfying effect-
iveness, and good tolerability and safety of artemisinin
combination therapy (ACT) — the current first-line treat-
ment of falciparum malaria — has been conducted and
published over the past decade [1,2]. Treatment recom-
mendations for non-falciparum malaria have however
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remained virtually unchanged since the introduction of
chloroquine more than five decades ago [3].

Plasmodium falciparum and to a lesser extent Plasmo-
dium vivax have attracted more scientific interest compared
to the other human plasmodial species due to their high
incidence, virulence and the emergence of drug resistant
isolates. Today Plasmodium ovale and Plasmodium
malariae are among the most neglected tropical diseases
particularly in sub-Saharan Africa. This fact is illustrated by
an analysis of clinical trials on P. ovale and P. malariae ma-
laria resulting in less than five interventional clinical trials
over the past 10 years, compared to 930 reports of clinical
trials for P. falciparum malaria [4]. More research activities

© 2012 Mombo-Ngoma et al,; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License (http:/creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use,
distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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are, therefore, needed to boost the development of novel
and improved control tools for these plasmodial infections.

Today chloroquine remains the standard of care for
P. malariae and P. ovale malaria due to its low cost and
sustained efficacy. ACT is recommended as first-line
treatment for P. falciparum malaria and for mixed plas-
modial infections [3]. Despite these official recommenda-
tions, ACT is used in many areas for the treatment of all
forms of malaria including non-falciparum infections.
This may be explained by the fact that non-falciparum
species often occur concurrently with P. falciparum as
mixed infections in sub-Saharan Africa [5-7], and that
clinicians prefer the prescription of an ACT for malaria
cases due to lacking or unreliable species differentiation.
Finally, chloroquine treatment is unpopular in many
parts of sub-Saharan Africa due frequently experienced
adverse effects, e.g. induced pruritus.

At present, artemether-lumefantrine is the most widely
used ACT worldwide with 130 million treatment courses
procured in 2010 [8]. Anecdotal evidence indicates that
artemether-lumefantrine may be highly efficacious against
P. malariae, P. ovale and mixed-species malaria, however,
a prospective evaluation is still lacking. Since artemether-
lumefantrine is used on a large scale for these indica-
tions in sub-Saharan Africa we assessed the efficacy of
artemether-lumefantrine in patients suffering from un-
complicated malaria due to non-falciparum species or
mixed malaria species infections presenting at two dis-
trict hospitals in the Central African country of Gabon.

Methods
This prospective study was performed in Gabon at the
Medical Research Unit of the Albert Schweitzer Hospital
in Lambaréné [9] and the Regional Hospital of Fougamou.
This Central African region is characterized by perennial
transmission of P. falciparum [10] and co-endemicity of
P. ovale and P. malariae [5]. Young children and pregnant
women are at highest risk for malaria associated morbidity
and mortality in this region [11-13]. Plasmodium
falciparum isolates are highly resistant to chloroquine
and sensitivity to antifolate anti-malarials has decreased
[14-16], hence ACT has become the first-line treatment of
malaria [17]. The study followed the principles of the Dec-
laration of Helsinki (5th revision) and was approved by the
regional ethics committee (CERIL). Written informed con-
sent was obtained prior to inclusion in the study from adult
participants or from a legal representative of children below
21 years of age, and assent was obtained where applicable.
Participants older than six months presenting with
fever or with a history of fever during the previous four
days and for whom malaria was confirmed by a thick
blood smear were considered for inclusion. Thick and
thin blood smears were performed and patients positive
for P. ovale, P. malariae or a mixed infection with more
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than one plasmodial species (including P. falciparum) at
a density of below 200,000/ul blood were considered eli-
gible for enrolment.

Patients were excluded from this study when present-
ing with a clinical condition requiring hospitalization,
haemoglobin <7 g/dl, history of hypersensitivity to arte-
mether-lumefantrine, prior intake of any anti-malarial
medication, or current pregnancy or breastfeeding. Demo-
graphic data, medical history, physical examination, and
axillary temperature were recorded at inclusion. Blood was
obtained for haemoglobin measurement (HemoCue AB,
Angelholm, Sweden), malaria diagnostics, and storage on
filter papers for molecular analysis. Axillary temperature
and blood films were sequentially taken twice daily (at
hours 0, 8, 24, 36, 48 and 60) during the treatment period.
Follow up visits were scheduled for clinical examination,
haemoglobin measurement, and malaria diagnostics on
Days 7, 14 and 28 after the start of treatment.

Oral treatment with the standard six doses artemether-
lumefantrine regimen (Coartem® and Coartem Disper-
sible® was administered on three consecutive days.
Artemether-lumefantrine was given as tablets or dispers-
ible tablets under supervision with a small amount of
liquid and patients were encouraged to consume simul-
taneously fatty food following current recommenda-
tions by the manufacturer.

Due to the well-known limitations of microscopic mal-
aria species differentiation in routine laboratories in sub-
Saharan Africa, PCR analysis based on the sequence of
the small subunit ribosomal RNA (ssrRNA) gene and op-
tional sequencing were performed for final plasmodial
species classification. Capillary blood was collected on
filter paper (Whatmann®) for subsequent PCR analysis.
DNA was extracted with a commercial extraction kit
(QIAamp DNA Blood Mini Kit, Qiagen) following manu-
facturer instructions and stored at —20°C for further ana-
lysis. Species-specific nested PCR for P. falciparum,
P. malariae, P. ovale curtisi and P. ovale wallikeri was car-
ried out as previously described [18-21]. In samples not
showing an amplicon for further species differentiation, a
fragment of caseinolytic protease C gene (clpc) or cyto-
chrome b gene was amplified by nested PCR [22] and sub-
sequently sequenced on an ABI3100 Genetic Analyzer.

The primary objective was to assess the efficacy of
artemether-lumefantrine for the treatment of non-
falciparum and mixed plasmodial infections. The pri-
mary efficacy endpoint was the adequate clinical and
parasitological response on Day 28. Re-appearing parasit-
aemia was further classified by PCR genotyping as treat-
ment failure or newly acquired infection [19] except for
P. ovale infections where potential relapse from liver hyp-
nozoites precludes such a distinction. Secondary endpoints
included descriptive assessment of safety, tolerability, para-
site clearance time (PCT) and fever clearance time (FCT).
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A sample size of 40 patients was shown to be sufficient
to demonstrate a lower 90% confidence interval of ad-
equate clinical and parasitological response of at least
90% with a power of 0.8 assuming more than 98% effi-
cacy on day 28. The intention to treat population (ITT)
was defined as primary outcome for tolerability and
safety analysis and comprised of all patients included in
the study. Per protocol population (PP) was defined as
primary efficacy outcome and consisted of all patients
having received a full course of study medication who
were not prematurely withdrawn from follow up.

Data were captured on paper case record forms and tran-
scribed to an electronic database. All data were checked
manually and further statistical analysis was performed
using JMP 5.0 (SAS Institute Inc., NC, USA). Descriptive
statistics of baseline characteristics and outcome measures
were computed.

Results

Between July 2008 and July 2010, 40 patients were
included in this study. One patient decided to withdraw
consent before treatment initiation and another partici-
pant was excluded from the final analysis because of
reported concomitant chloroquine intake. All 39 patients
completed 28 day follow up and final analysis was done
for 38 patients (15 female participants, 39%). The age of
patients ranged from two to 50 years, with eight patients
aged less than five years and 19 between five and 12 years
of age. Baseline parasitaemia ranged from 31 — 100,680
trophozoites per microliter capillary blood (median 777/pl)
(Table 1). Based on microscopy thirty-two patients had

Table 1 Patient characteristics

Study flow
Patients included 40 100%
Evaluable patients 38 95%

Baseline characteristics
Females 15 39%
Age' 8 5-14
Children < 5 years of age 8 21%
Systolic blood pressure (mmHg)' 100 90-110
Heart rate (/min)’ 88 68-104
Haemoglobin (g/dl) ' 13 10.1-124
Haemoglobin in children <5 years (g/dl) ! 115 100-126
Haemoglobin in patients > 5 years (g/dl) ' 1.3 10.2-126
Asexual parasitaemia’ 777 266-3053
Asexual parasitaemia in children < 5 years' 480 278-742
Asexual parasitaemia in patients > 5 years] 849 225-6400
Participants presenting with fever 5 13%
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mixed-species infections and 7 patients presented with a
non-falciparum mono-infection.

Eight hours after initiation of anti-malarial treatment 12
(32%) patients had cleared parasites in peripheral blood.
Further 19 patients (50%) showed parasite clearance at 24
hours and all patients (100%) had cleared parasites within
36 hours. Median parasite clearance time was 24 hours.
Median parasite clearance time was comparable in chil-
dren below 5 years of age and adults (Table 2). Patients
with higher parasite densities on inclusion had longer
parasite clearance times. Only a minority of patients pre-
sented with fever at inclusion (n=5, 13%) and all cleared
fever within 36 hours after initiation of treatment. All eva-
luable patients had an adequate clinical and parasitological
response on Day 28 and the overall cure rate was therefore
100% (95% CI: 91-100%).

Tolerability and safety of the artemether-lumefantrine
was assessed for all patients from inclusion to Day 28.
No serious adverse event was recorded in the course of
this clinical trial and eight patients experienced adverse
events (diarrhoea, urinary tract infection, convulsion,
vomiting, cephalgia, abdominal pain, fever, and lymph-
adenopathy). Five adverse events were of mild severity
(urinary tract infection, vomiting, cephalgia, abdominal
pain), the other three adverse events were of moderate
severity, and all adverse events completely resolved by
the end of follow-up. The only adverse event considered
as possibly study drug related was the occurrence of one
episode of vomiting on day 1 after first drug administration.

Capillary blood was obtained and further tested by PCR
for molecular species differentiation. In this analysis 19
out of 39 samples were confirmed as non-falciparum or
mixed species infection. In the remaining 20 samples PCR
analysis demonstrated amplification of P. falciparum iso-
lates only and no amplification of non-falciparum parasite-
specific amplicons. Presence of P. malariae mono-

Table 2 Patient outcomes

Outcome Parameters

Patients with ACPR (n, 95% Cl) 38 91-100%
Parasite clearance time (hours) ' 24 824
Parasite clearance time in children < 5 years (hours) ' 24 24-33
Parasite clearance time in patients > 5 years (hours) 24 8-24
Fever Clearance Time (n=5, hours) ' 8 8-30
Patients experiencing any serious adverse event 0 0%
Patients experiencing any adverse event 8 20%
Haemoglobin D28 (g/dl)’ 116 106-123
Haemoglobin D28 in children < 5 years (g/dl) ' 1.1 106-125
Haemoglobin D28 in patients > 5 years (g/dl) ' 117 105-122

1 median, interquartile range.
ACPR adequate clinical and parasitological response.
95% Cl 95% confidence intervals.

1 median, interquartile range.
ACPR adequate clinical and parasitological response.
95% Cl 95% confidence intervals.
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infection and mixed species infection was demonstrated in
one and 18 samples, respectively. Mixed infections were
confirmed by PCR analysis indicating co-infection with
P. falciparum and P. ovale (n=12, 63%), P. falciparum and
P. malariae (n=3, 16%) and concurrent occurrence of all
three species in three samples (n=3, 16%). P. ovale curtisi
(n=9) as well as P. ovale wallikeri (n=10) isolates were
present in the samples, concurrent presence of P. ovale
curtisi and P. ovale wallikeri was found in four patients.

Discussion

This is the first prospective assessment of artemether-
lumefantrine in the treatment of P. ovale, P. malariae
and mixed-species infection with P. falciparum. The
results demonstrate rapid parasite and fever clearance
when assessed twice daily and a reassuringly high cure
rate of 100% on Day 28. No clinical or parasitological
treatment failure occurred during the 28 day follow up
period. The primary hypothesis of an adequate clinical
and parasitological response rate above 90% could,
therefore, be confirmed. Although — at least in theory —
the occurrence of recrudescent parasitaemia after Day
28 cannot be ruled out, a longer follow-up period was
precluded due to the potential for relapse of P. ovale
infections and associated problems in classification as
treatment failure or reinfection in such circumstances.
Anti-relapse therapy with primaquine in P. ovale infec-
tion is not commonly prescribed in Gabon due to the
high risk for reinfection and safety concerns in G6PD
deficient individuals.

A limitation of the study design may be seen in the
lack of a control group. However, due to frequent occur-
rence of mixed infections including P. falciparum, a ran-
domized controlled trial design comparing standard
chloroquine treatment with artemether-lumefantrine was
precluded due to concerns for patients’ safety. Future
randomized clinical trials evaluating different forms of
ACT versus chloroquine in the treatment of P. malariae
or P. ovale mono-infections would however be highly
desirable. Despite recent reports of delayed parasite clear-
ance of P. malariae and P. ovale to chloroquine the cura-
tive efficacy of this drug appears to be maintained [23]. In
analogy to mixed malaria infections of P. falciparum with
P. malariae and P. ovale in Africa, co-endemicity of
P. vivax and P. falciparum in South East Asia requires
more rigorous assessment of the use of ACT in general,
and artemether-lumefantrine in particular, for the treat-
ment of P. vivax malaria [24,25]. Solid evidence of the
efficacy of ACT in the treatment of non-falciparum
malaria is essential before removal of chloroquine from
the market as a cheap over the counter drug taken for
undiagnosed and undifferentiated malaria cases.

The discrepancy between microscopic and molecular
species classification as observed in this study is striking
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but not unexpected. Firstly, microscopic determination
of mixed infections is prone to misclassification due to
the relative predominance of P. falciparum trophozoites
and often low parasitaemia of the non-falciparum spe-
cies. Microscopic assessment may, therefore, under- or
over- estimate mixed species infections. To minimize
this source of misclassification internal and external
quality control systems for microscopic malaria diagnosis
are present in most African malaria research institutions,
but not in smaller hospitals or other primary care facil-
ities. In this study, microscopists were under external
quality assessment and an expert senior microscopist
was available to decide on discrepant results. However,
despite these measures a significant proportion of patients
showed discrepant results in microscopy and PCR. This
discrepancy is likely to be even more important in rou-
tine laboratories without the additional quality control
mechanisms. This fact further underlines potential advan-
tages of a single treatment algorithm for all plasmodial
species since misclassification may lead to the prescription
of inadequate and potentially ineffective anti-malarials.
Molecular determination of non-falciparum and mixed
species infection may also lead to misclassification. The
phenomenon of low sensitivity for the detection of mixed
species and non-falciparum infections by PCR was previ-
ously described and may be explained by multiple factors
[26]. DNA recovery of low-level parasitaemia in mixed
infections may be too low, potentially leading to an under-
estimation of mixed infections. Use of frozen blood sam-
ples instead of filter paper sampling may improve the yield
of DNA extraction and should be compared to dried blood
samples in future studies of mixed infections. Most im-
portantly, no difference in the clinical or parasitological re-
sponse was noticed for PCR confirmed and un-confirmed
cases. Hence, artemether-lumefantrine is as an excellent
option for the treatment of patients with non-falciparum
and mixed species infection. Since the prevalence of
chloroquine resistance in Gabon is almost 100% [27],
chloroquine treatment of those patients with sub-
microscopic P. falciparum and microscopically detected
non-falciparum mixed infection (n=6 (15%) in this study)
is likely to fail.

This data support the current practice of using
artemisinin-combination therapy for the treatment of
non-falciparum and mixed plasmodium infections or
indeed clinically suspected malaria without prior species
diagnosis in Central Africa. Besides high efficacy, proven
safety and tolerability of artemether-lumefantrine, the use
of this combination may also reduce the risk of treatment
failure due to misdiagnosis of plasmodial species. However,
contrary to our findings, two recent reports of clinical
failures of artemether-lumefantrine treatment of P.
falciparum and P. malariae mixed infections challenge
this assumption [28,29]. Whether these reports are the rare
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exception or whether late recurrence of P. malariae con-
stitutes a significant problem needs further evaluation.

Non-falciparum infections and mixed plasmodial spe-
cies infections constitute a common infectious disease
entity in tropical regions. In the setting of this study these
infections account for an estimated 5-10% of malaria cases
indicating the importance of non-falciparum and mixed
species infections. With the exception of the recently con-
ducted clinical development program of pyronaridine-
artesunate combination therapy for the treatment of vivax
malaria [30], non-falciparum malaria has been utterly
neglected in anti-malarial drug development until these
days accounting for less than 1% of published anti-malarial
trials [4]. The conduct of clinical trials providing more evi-
dence on the appropriate treatment of such infections
therefore seems mandatory.

Conclusions

In conclusion, this report constitutes the first prospective
assessment of artemether-lumefantrine in the treatment
of P. ovale, P. malariae, and mixed-species malaria. The
demonstrated high cure rate of 100% and the proven
favourable tolerability profile of artemether-lumefantrine
lend support to the approach of treating non-falciparum
or mixed species malaria or indeed all cases of malaria
without the possibility of species differentiation with
artemether-lumefantrine combination therapy in the
Central African country of Gabon.
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2.2.3 Cochrane Review und Metaanalyse padiatrischer Darreichungsformen Artemisinin-
basierter Kombinationstherapien bei Kindern mit Malaria

Bélard S, Ramharter M, Kurth F. Paediatric formulations of artemisinin-based combination
therapies for treating uncomplicated malaria in children. Cochrane Database of Systematic
Reviews 2020, Issue 12. Art. No.: CD009568. DOI: 10.1002/14651858.CD009568.pub?2.

Nach Einfihrung der ACT als Erstlinientherapie fiir die unkomplizierte Malaria wurden, um die
ambulante Therapie junger Kinder zu verbessern, zunehmend auch padiatrische
Darreichungsformen verschiedener ACT entwickelt. Zahlreiche Studien belegen gute
Wirksamkeit, Sicherheit und Vertraglichkeit von ACT in padiatrischer Darreichungsform. Die
angenommene Uberlegenheit von ACT in padiatrischer Darreichungsform gegeniiber ACT in
Tablettendarreichungsform im Sinne einfacherer Verabreichung sowie besserer
Vertraglichkeit und Akzeptanz bei jungen Kindern wurde in den meisten Studien nicht
untersucht.

Ziel dieser Arbeit war es Wirksamkeit, Sicherheit und vorallem Vertraglichkeit und Akzeptanz
von ACT in padiatrischer Darreichungsform zusammenzufassen und hinsichtlich einer
moglichen Uberlegenheit gegeniiber ACT in Tablettendarreichungsform zu untersuchen.
Eingeschlossen wurden randomisiert kontrollierte Studien (RCT), die eine padiatrische
Darreichungsform einer ACT mit einer konventionellen Tabletten-Darreichungsform der
gleichen ACT fir die Therapie der unkomplizierten Malaria bei Kindern bis zu einem Alter von
14 Jahren evaluierten.

Drei Studien aus Afrika konnten in die Arbeit eingeschlossen werden; zwei Studien verglichen
eine padiatrische l6sliche Tablette und eine Studie verglich eine Suspension mit zermdorserten
Tabletten der jeweils gleichen ACT. In allen drei Studien zeigte sich weder fir
Therapieversagen an Tag 28 noch fir schwerwiegende unerwiinschte Ereignisse ein
Unterschied zwischen padiatrischen und nicht-padiatrischen Darreichungsformen. Kinder die
|6sliche padiatrische Tabletten erhielten erlitten weniger Medikamenten-assoziierte
unerwiinschte Nebenwirkungen als Kinder die zermorserte Tabletten erhielten (RR 0.78, 95%
Cl 0.62 to 0.99; 1197 Studienteilnehmer). Fir Kinder die |6sliche padiatrische Tabletten
erhielten zeichnete sich zudem eine Tendenz zu seltenerem Medikamenten-assoziierten
Erbrechen ab. Die Akzeptanz von ACT in pdadiatrischer Darreichungsform wurde in keiner
Studie evaluiert.

Diese Arbeit zeigte, dass fiir die Therapie der unkomplizierten Malaria bei Kindern ACT als
padiatrische losliche Tablette nicht nur genauso wirksam ist wie ACT als gemorserte
konventionelle Tablette, sondern bei weniger Medikamenten-assoziierten Nebenwirkungen
auch besser vertraglich ist.
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2.2.4 Intravenodse Artesunattherapie bei Kindern mit importierter schwerer Malaria

Bélard S, Brand J, Schulze-Sturm U, Janda A, von Both U, Tacoli C, Alberer M, Kempf C,
Stegemann MS, Kriiger R, Varnholt V, Blohm M, Reiter K, Zoller T, Suttorp N, Mall M, von
Bernuth H, Gratopp A, Hiibner J, Hufnagel M, Kobbe R, Kurth F. Intravenous Artesunate for
Imported Severe Malaria in Children Treated in Four Tertiary Care Centers in Germany: A
Retrospective  Study. Pediatr Infect Dis J. 2019 Nov;38(11):e295-e300. doi:
10.1097/INF.0000000000002417

Malaria gehort zu den wichtigsten Differentialdiagnosen fiebernder Kinder nach
Reiserlickkehr aus Malariaendemiegebieten. Bei der lebensbedrohlichen schweren
Falciparum-Malaria werden die Antimalariamedikamente intravents verabreicht. Im Jahr
2010 anderte die Weltgesundheitsorganisation die Erstlinientherapieempfehlung fiir schwere
Malaria von intravendsem Chinin zu intravendésem Artesunat, nachdem zwei RCTs eine
Reduktion der Mortalitat von 22 — 35% bei mit intravendsem Artesunat behandelten
Patienten in Stdostasien und Afrika zeigten.

Zum Zeitpunkt dieser Arbeit wurde intravendses Artesunat in Nichtendemiegebieten jedoch
weiterhin, aufgrund mangelnder Evidenz zur Uberlegenheit bei importierter Malaria,
fehlender Zulassung in Europa und fehlender GMP-konformer Praparate, nicht standardmaRig
zur Therapie der schweren Malaria eingesetzt. Die Datenlage zum Einsatz von intravendsem
Artesunat bei Kindern mit schwerer importierter war besonders begrenzt.

Diese retrospektive Studie untersuchte die Wirksamkeit und Sicherheit intravendser
Artesunattherapie bei Kindern mit importierter schwerer Malaria in Deutschland. Der
Behandlungsverlauf von 14 Kindern welche 1 — 10 Gaben intravendses Artesunat und
anschliellend eine orale Antimalariatherapie erhielten wurde ausgewertet. Parasitenfreiheit
wurde (mit einer Ausnahme) nach 2 — 4 Tagen erreicht; intravendses Artesunat zeigte somit
eine hohe Wirksamkeit in dieser Kohorte. Ein Drittel der Kinder erlitt eine PADH, jedoch ohne
Bluttransfusionsbedarf.

Diese Arbeit unterstiitz den Einsatz von intravendsem Artesunat bei importierter schwerer
Malaria bei Kindern.
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3 Diskussion

Diese Habilitationsschrift umfasst Arbeiten welche liber den Zeitraum der vergangenen 15
Jahre (2006 — 2020) durchgefiihrt wurden. In den flunf Jahren vor der ersten Arbeit dieser
Habilitationsschrift war der Einsatz zur Einddmmung der Malaria mit groflangelegten
internationalen Programmen, massiven Investitionen und neuen Institutionen neu aufgelegt
worden. Trotz vieler wichtiger Entwicklungen in dieser Zeit war der Fortschritt in der
Umsetzung der MaBnahmen zur Einddmmung der Malaria bescheiden: Ende 2004 schliefen
nur 2% der Kinder unter 5 Jahren unter Moskitonetzen, suchten nur 42% der Kinder mit Fieber
eine Behandlung auf und erfolgten die meisten Malariatherapien ohne parasitologische
Diagnostik und mit von der WHO nicht mehr empfohlenem Chloroquin oder Sulfadoxin-
Pyrimethamin (1, 34).

Im Jahr 2005 veroffentlichte die WHO den ersten World Malaria Report (34). Dieser zeigte auf,
dass die Malariamortalitdit mit 1 Million Todesfalle weiterhin hoch war und dass sich der
Zugang zu Malariapravention und Malariatherapie 2005 gegeniiber 2000 kaum verbessert
hatte (1). Es folgten weitere Programme und Investitionen und 10 Jahre spadter, am Ende der
Ara der Millenium Development Goals, war deren Ziel, die Zunahme der Malariainzidenz bis
2015 zu stoppen und die Malaria zurilickzudrangen, erreicht (1, 35).

In dieser Dekade (2005 — 2015) stellten die meisten Lander mit endemischer P. falciparum
Malaria schrittweise ihre oralen Behandlungsempfehlungen von Monotherapien mit
Chloroquin, Sulfadoxine-Pyrimethamin oder Amodiaquin auf ACT um, in Einklang mit den
WHO Empfehlungen (8, 36). Auch die Therapie der schweren Malaria wurde infolge
entsprechender WHO Empfehlung von 2010 (37) zunehmend Artemisinin-basiert mit
intravendsem Artesunat durchgefiihrt.

3.1 Artemisinin-basierte Kombinationstherapie bei Kindern mit Malaria in Afrika

Die Entwicklung padiatrischer Darreichungsformen von ACT ordnet sich vorwiegend in die Zeit
des zunehmenden Einsatzes von ACT ein und verfolgte das Ziel die orale Malariabehandlung
junger Kinder durch bereits etablierte sowie neue ACTs zu verbessern.

Artemether/Lumefantrin gehorte zu den ersten von der WHO empfohlenen ACTs (36) und
wurde in vielen afrikanischen Landern als Erstlinientherapie eingefiihrt. Diese wirksame und
sichere ACT war auch fir Kinder ab 5 kg Koérpergewicht empfohlen; fiir die orale 3-tagige
Therapie mit insgesamt 6 Dosen standen jedoch zunachst nur Praparate in Tablettenform zur
Verfigung. Zur Verabreichung von Artemether/Lumefantrin an junge Kinder wurde die
Tablettenform von Artemether/Lumefantrin meist zermorsert; dies bedeutete neben einem
erhohten Zubereitungsaufwand auch eine Gefahr fiir Verluste bei Wirkung und Dosierung des
Medikamentes (38). Die Entwicklungen und klinischen Prifungen in den Jahren 2006/2007
von Artemether/Lumefantrin als Suspension (39) oder als l6sliche Tablette (38) zeigten, dass
bei Kindern mit unkomplizierter Falciparum-Malaria Wirksamkeit und Sicherheit dieser
padiatrischen Darreichungsformen mit der konventionellen zermorserten
Tablettendarreichungsform  vergleichbar waren. Die I6sliche Tablettenform von
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Artemether/Lumefantrin (Handelsname Coartem Dispersible), welche im Rahmen eines
Public-private partnership zwischen Medicines for Malaria Venture und Novartis entwickelt
wurde, war die erste padiatrische ACT in |6slicher Tablettenform und ist nach ihrer Einfiihrung
2009 heute in 40 Landern zum Selbstkostenpreis registriert (40).

Artesunat/Mefloquin gehorte ebenfalls zu den ersten von der WHO empfohlenen ACTs (36);
Kinder hatten jedoch kaum Zugang zu dieser ACT da wenig padiatrische Daten zu
Vertraglichkeit, Sicherheit und Pharmakokinetik vorlagen und keine padiatrische
Darreichungsform verfliigbar war. In einer 2005/2006 in Gabun durchgefiihrten Phase IV
Studie fanden wir, sowohl fiir eine innovative padiatrische Granulat-Darreichungsform von
Artesunat/Mefloquin als auch fir Artesunat/Mefloquin in Tabletten-Darreichungsform in
padiatrischer Dosierung eine exzellente Wirksamkeit, gute Vertraglichkeit und Sicherheit
sowie eine pharmakokinetische Gleichwertigkeit beider Darreichungsformen (41, 42). Die
Akzeptanz der Medikamentenverabreichung wurde in der Gruppe der jungen Kinder, welche
die Granulat-Darreichungsform erhielten, bei 78% als ,,exzellent” bewertet und spiegelt damit
die erzielte Kinderfreundlichkeit der Granulat-Darreichungsform wider. Die Bewertung dieser
Daten ist jedoch limitiert, da die Kinder in der Kontrollgruppe im Durchschnitt doppelt so alt
waren. Weitere Studien bei afrikanischen Kindern bestatigten die gute Wirksamkeit,
Vertraglichkeit und Sicherheit der padiatrischen Artesunat/Mefloquin Darreichungsform (43-
45) und beendeten damit die Vorbehalte dieser ACT bei Kindern.

Die klinische Priifung von Artesunat/Pyronaridin, eine damals neue und noch nicht
zugelassene ACT, war Teil der friihen klinischen Entwicklung im Rahmen eines Public-private
partnership zwischen Medicines for Malaria Venture und Shin Poong Pharmaceuticals.
Pyronaridin war als Partnersubstanz fiir eine neue ACT aufgrund hoher antiplasmodialer
Aktivitat (welche wir in Lambaréné parallel zur klinischen Prifung auch fir Feldisolate in-vitro
bestatigen konnten (46)), vielversprechender Sicherheit und Vertraglichkeit, vorteilhaftem
Dosierungsschema, sowie Kostenglinstigkeit und Stabilitdt ausgewahlt worden. Das klinische
Entwicklungsprogramm sollte zur Zulassung dieser neuen fixed-dose ACT fiir die Behandlung
der unkomplizierten Falciparum- und Vivax-Malaria fiihren und beinhaltete,
nennenswerterweise, von Anfang an die Entwicklung einer padiatrischen Darreichungsform
(47). Die 2006 in Lambaréné an Kindern durchgefiihrte Phase Il Dosisfindungsstudie zeigte fir
alle drei Dosierungsstufen eine sehr gute Wirksamkeit, Sicherheit und Vertraglichkeit; die
padiatrische Granulat-Darreichungsform von Artesunat/Pyronaridin (mittlere
Dosierungsstufe) zeigte sich der entsprechenden Tablettenform vergleichbar (48). In einer
multizentrischen Phase IIl Studie bei Kindern mit Malaria, welche unter anderem auch in
Lambaréné, Gabun, durchgefiihrt wurde, zeigte sich die dreitdgige Therapie mit einmal taglich
Artesunat/Pyronaridin in Granulat-Darreichungsform der dreitdgigen Kontrolltherapie mit
zweimal téaglich Artemether/Lumefantrin als zermorserte Tabletten nicht unterlegen und
vergleichbar in Sicherheit und Vertraglichkeit (49). Auch weitere doppelblinde Phase Il
Studien belegten die hohe Wirksamkeit von Artesunat/Pyronaridin (50, 51). Eine Phase IIIB/IV
Studie bei Kindern und Erwachsenen prifte die Sicherheit von Artesunat/Pyronaridin in
Tabletten- und Granulat-Darreichungsform bei wiederholter Anwendung und konnte die
Bedenken bezliglich moéglicher Hepatotoxizitdt nach wiederholter Anwendung ausrdaumen
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(52, 53). Artesunat/Pyronaridin (Handelsnahme Pyramax) wurde dann 2015 von der European
Medicines Agency (EMA) zur Anwendung bei Falciparum- und Vivax-Malaria auflerhalb
Europas zugelassen (52) und wurde 2017 in die Liste Essentieller Medikamente der WHO
aufgenommen und von dieser zur Anwendung bei Kindern und Erwachsenen empfohlen (25).
Eine Metaanalyse von 2019 mit 10 RCTs zeigte, dass Artesunat/Pyronaridin fur die Behandlung
der unkomplizierten Falciparum-Malaria mindestens so wirksam oder wirksamer als andere
zugelassene ACTs ist, jedoch das Risiko flir einen leichten Medikamenten-induzierten
Leberschaden gegeniiber anderen ACT erhoht ist (54).

Neben den oben beschriebenen padiatrischen Darreichungsformen  von
Artemether/Lumefantrin, Artesunat/Mefloquin und Artesunat/Pyronaridin sind tUber die Zeit
weitere padiatrische Darreichungsformen verschiedener ACTs entwickelt worden und auf den
Markt gekommen. Im Jahr 2011 zeigte eine Umfrage zur Anwendung von ACT in padiatrischer
Darreichungsform in sieben West-, Zentral- und Ostafrikanischen Landern, dass ACTs in
padiatrischer Darreichungsform in Uber 80% als Erstlinientherapie bei kleinen Kindern
eingesetzt wurden (55). Das Spektrum der Praparate umfasste 15 verschiedene Produkte, von
welchen allerdings nur zwei von der WHO mit internationalem Qualitatsstandard
praqualifiziert waren (Coartem® dispersible tablets (Artemether/Lumefantrin) und
Coarsucam® dispersible tablets (Artesunat/Amodiaquin)). Eine Ubersichtsarbeit aus dem Jahr
2011 zum damaligen Stand der klinischen Entwicklung und der Verfligbarkeit padiatrischer
Darreichungsformen von ACT in Subsahara-Afrika zeigte, dass zu diesem Zeitpunkt alle von
der WHO empfohlenen ACTs auch in padiatrischen Darreichungsformen (als Suspension,
|6sliche Tablette, Sirup oder Granulat) existierten, fiir die meisten dieser Praparate jedoch
keine Daten zu deren klinischer Entwicklung erhoben wurden oder vorlagen (56). Laut WHO
verdoppelte sich der Einsatz von ACT bei Kindern unter 5 Jahren in Subsahara-Afrika von 2005
— 2011 bis 2015 — 2019 und es erhielten im Median zuletzt 80,4% eine Therapie mit ACT (1);
aktuellste Daten zum Einsatz von ACT in padiatrischer Darreichungsform stehen jedoch nicht
zur Verfligung.

Interessanterweise wurden in den meisten Studien, die ACTs in padiatrischer
Darreichungsform priiften, die angenommenen Vorteile padiatrischer Darreichungsformen
nicht direkt evaluiert. In einer Metaanalyse von 2010 mit 2515 Kindern aus sieben Studien,
konnten wir erstmals zeigen, dass die Vertraglichkeit von ACT in padiatrischer
Darreichungsform der Vertraglichkeit von ACT in konventioneller Tablettenform Ulberlegen
war; Kinder die ACT in padiatrischer Darreichungsform erhielten erlitten signifikant weniger
hadufig medikamenten-induziertes Erbrechen (RR 0.78, 95% Cl 0.61-0.99) und medikamenten-
induzierte Magendarmbeschwerden (RR 0.36, 95% Cl 0.15-0.85) (15). Diese Arbeit erbrachte
zwar einen ersten Hinweis auf eine tatsachlich verbesserte orale Behandlung durch
padiatrische Darreichungsformen, die Aussagekraft war jedoch durch den Einschluss von
nicht-RCT Studien und Studien, welche eine padiatrische Darreichungsform gegen eine nicht-
padiatrische Darreichungsform unterschiedlicher ACTs priften, eingeschrankt.

Der Cochrane Review mit Metaanalyse von 2020 fasst die Evidenz moglicher Vorteile
padiatrischer Darreichungsformen von ACT unter strikteren Einschlusskriterien und 10 Jahre
spater erneut zusammen (14). Um allein die Effekte der Darreichungsform zu erfassen,
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wurden nur randomisiert kontrollierte Studien eingeschlossen, welche eine péadiatrische
Darreichungsform gegen eine nicht-padiatrische Darreichungsform der gleichen ACT
evaluierten. Nur drei Studien erfillten die Einschlusskriterien und nur zwei konnten fir die
Metaanalyse berlcksichtigt werden. Die Ergebnisse bestatigten die vorausgehenden
Ergebnisse fiir ACT in padiatrischer Darreichungsform als l6sliche Tablette; Kinder, welche die
padiatrische l6sliche Tablette (Artemether/Lumefantrin und Dihydroartemisinin/Piperaquin)
erhielten hatten weniger medikamenten-assoziierte Nebenwirkungen (RR 0.78, 95% Cl 0.62
to 0.99) und weniger medikamenten-assoziiertes Erbrechen (RR 0.75, 95% Cl 0.56 to 1.01) als
Kinder, welche die gleiche ACT als gemoérserte Tablette erhielten. Die bessere Vertraglichkeit
padiatrischer Darreichungsformen verspricht eine bessere Behandlungsadhdrenz sowie
Dosierungsgenauigkeit und damit eine verbesserte ambulante Therapie; es obliegt
zuklinftigen Studien die angenommene verbesserte ambulante Therapie unter realen
Bedingungen zu verifizieren (14). Die niedrige Anzahl an Studien mit adaquatem Studiendesign
um die Vorteile von ACT in padiatrischer Darreichungsform zu evaluieren, steht in groRer
Diskrepanz zur Bedeutung einer fiir Kleinkinder optimierten Malariatherapie.

Die Arbeit zum Einsatz von ACT bei Non-Falciparum Malaria und Malariamischinfektionen
verstand sich als Grundlage fir den effektiven und sicheren Einsatz von ACT jenseits der
Falciparum-Malaria. Der Grofdteil der weltweiten Forschung konzentrierte sich auf die
potentiell lebensbedrohliche Falciparum-Malaria und in zunehmendem Malie auch auf die
Vivax-Malaria. Die humanpathogenen Plasmodienspezies P. ovale wallikeri, P. ovale curtisii
oder P. malariae, welche in der Regel milde Malariaverlaufe mit niedrigen Parasitimien
verursachen, fanden in der Malariaforschung nur wenig Beachtung. In Endemiegebieten sind
gleichzeitige Infektionen mit verschiedenen Plasmodienspezies und/oder verschiedenen
Genotypen einer Plasmodienspezies nicht selten; Komplexitdat und Interaktionen zwischen
Spezies und Genotypen sowie Spezies- und Genotypen-abhanginger Immunantwort von
Malaria und auch anderen parasitologischen Koinfektionen auf den Krankheitsverlauf sind
noch nicht vollstandig verstanden (57, 58).

Zur Zeit der Arbeit zu ACT bei Non-Falciparum Malaria und Malariamischinfektionen (2008 —
2010) (59) war es in Gabun gangige Praxis die Non-Falciparum Malaria mit ACT zu behandeln,
obwohl Chloroquin empfohlenes Medikament der Wahl war und ohne dass klinische Studien
die Wirksamkeit und Sicherheit von ACT fir Non-Falciparum Malaria belegten. Die gangige
Praxis ergab sich unter anderem aus der diagnostischen Herausforderung der
mikroskopischen Speziesbestimmung und der vorliegenden hohen Chloroquinresistenz bei P.
falciparum;  Diagnosefehler  mit  daraus  resultierender  Chloroquinbehandlung
chloroquinresistenter potentiell lebensbedrohlicher Falciparum-Malaria hatten fatal enden
kdnnen. Die prospektive Studie in Gabun zeigte mit einer Blutstadien-Heilungsrate von 100%
an Tag 28 eine exzellente Wirksamkeit von Artemether/Lumefantrin bei unkomplizierter
Malaria von P. malariae, P. ovale wallikeri, P. ovale curtisii oder Mischinfektion mit P.
falciparum bei padiatrischen und erwachsenen Patienten. Diese ersten systematischen
prospektiven Daten zu ACT bei unkomplizierter Malaria durch P. malariae, P. ovale wallikeri,
P. ovale curtisii oder Mischinfektion mit P. falciparum unterstiitzten somit die gangige Praxis
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Blutstadien der Non-Falciparum Malaria, Malariamischinfektionen oder Malariafélle ohne
Speziesdifferenzierung mit Artemether/Lumefantrin zu behandeln.

Eine aus der Studie folgende Arbeit zur Spezies- und Genotypen-Diversitdt (60) untersuchte
molekulargenetisch die Komplexitdt der Plasmodieninfektionen der Patienten mit
mikroskopisch diagnostizierter Non-falciparum Malaria oder Malariamischinfektion oben
diskutierter Studie (59). Die diagnostische Wertigkeit der Mikroskopie ist flir die Detektion von
Mischinfektionen, insbesondere bei niedrigen Parasitamien, begrenzt und Infektionen mit
verschiedenen Genotypen der gleichen Spezies lassen sich mikroskopisch nicht identifizieren.
Mittels next generation sequencing (NGS) konnen Mischinfektionen unterschiedlicher Spezies
sowie Mehrfachinfektionen derselben Spezies mit hoher Auflésungskapazitat identifiziert
werden (61). Mittels NGS wurde eine hohe Prdvalenz an Mehrfachinfektionen und
Mischinfektionen identifiziert; es fanden sich in Patientenproben bis zu 4 verschiedene
Spezies (P. falciparum, P. malariae, P. ovale curtisi, und P. ovale wallikeri) und multiple
Genotypen einzelner Spezies in Uber einem Drittel der Proben (60). Die besonders hohe
Anzahl an Mehrfachinfektionen bei P. malariae, P. ovale curtisi, und P. ovale wallikeri deutete
auf eine unterschatzte Krankheitslast durch Non-Falciparum Malaria hin. Eine spatere PCR-
basierte Querschnittsstudie in Gabun fand auch in Gberwiegend gesunden Teilnehmern eine
hohe Pravalenz von Mischinfektionen durch verschiedene Plasmodienspezies und zusatzlich
haufige Koinfektionen mit Filarien (62). Klarung und Verstandnis der Interaktionen zwischen
Parasiten und zwischen Parasit und Wirt stellt eine multidisziplindre Herausforderung dar; die
zugrundeliegende Komplexitat unterstreicht mogliche Auswirkungen von
Kontrollprogrammen fiir einzelne Parasiten auf koendemische Parasitenerkrankungen (63).
Die Ergebnisse der hohen Wirksamkeit von ACT bei Non-Falciparum wurden spater durch eine
weitere  prospektiven  Studie an 72 Patienten mit Non-Falciparum  oder
Malariamischinfektionen in Gabun bestatigt; Artemether/Lumefantrin erzielte eine hohe
Heilungsrate (> 90%) an Tag 42 sowohl fiir die einzelnen Spezies als auch fiir Mischinfektionen
(64). Auch wenn P. ovale wallikeri, P. ovale curtisii sowie P. malariae weiterhin als generell
chloroquinempfindlich gelten, anderten sich 2015 die Behandlungsempfehlungen der WHO;
die Erstlinientherapie fir Blutstadien der unkomplizierten Malaria durch P. ovale wallikeri, P.
ovale curtisii sowie P. malariae in Gegenden mit chloroquinempfindlichen Parasiten ist nun
ACT oder Chloroquin und in Gegenden mit chloroquinresistenten Parasiten ACT (8). Die
leitlinienkonforme einheitliche Behandlung aller Malariaformen mit ACT vereinfacht nicht nur
die Therapie der Malaria sondern macht sie auch sicherer.

Der umfassende Ersatz der alten und groRteils unwirksam gewordenen Malariamedikamente
durch ACT trug wesentlich zum weltweiten Riickgang der Malaria-assoziierten Morbiditat und
Mortalitat bei. Fir die der neuartigen Arteminisin-basierten Malariatherapie
zugrundeliegenden Entdeckungen wurde die chinesische Forscherin Tu Youyou 2015 mit dem
Medizinnobelpreis geehrt (24).

3.2 Artemisinin-basierte Therapie der importierten Malaria bei Kindern

Wahrend die Artemisinin-basierte Malariatherapie im Zeitraum der Arbeiten dieser
Habilitationsschrift zum praktisch alternativiosen Pfeiler der Malariabehandlung in
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Endemiegebieten wurde, erfolgte der zunehmende Einsatz Artemisinin-basierter
Malariatherapie zur Behandlung der importierten Malaria in Europa und Deutschland nur
zogerlich. Hindernis fir die Etablierung von intravendsem Artesunat als Erstlinientherapie der
schweren importierten Malaria war nicht nur der Mangel an Behandlungsdaten fiir Patienten
in Nichtendemiegebieten sondern auch der Mangel eines zugelassenen GMP-konformen
Artesunatpraparates; zudem erregten Berichte tiber pathophysiologisch unverstandene spate
Hamolysen nach intravendsem Artesunat bei nicht-immunen Patienten Besorgnis. Die Arbeit
dieser Habilitationsschrift zu Artemisinin-basierter Malariatherapie bei importierter Malaria
in Deutschland fokussierte sich auf den Gewinn an Behandlungsdaten zu intravendsem
Artesunat bei Kindern mit schwerer importierter Malaria und Daten zu spater Hamolyse nach
intravenoser Artesunattherapie (65).

Die retrospektive Studie zu intravendsem Artesunat bei Kindern mit schwerer importierter
Malaria in Deutschland zeigte, wie erwartet, eine hohe Wirksamkeit von Artesunat; die
Patienten waren rasch parasitenfrei und die meisten konnten innerhalb einer Woche
entlassen werden (65). Zum Zeitpunkt der Studie war die Datenlage zu intravendsem
Artesunat bei Kindern mit importierter Malaria mangelhaft; abgesehen von einem Letter to
the Editor zu intravendsem Artesunat bei 29 Kindern in Frankreich und ebenfalls guten
Therapieergebnissen (66) waren nur vereinzelte Fallberichte mit oft kombinierten
intravendsen Therapien verfligbar. In Reaktion auf die aktuelle Studie, erschien ein weiterer
Letter to the Editor mit Behandlungsdaten zu 19 Kindern in Italien mit schwerer importierter
Malaria und intravendser Therapie mit Artesunat kombiniert mit Chinin und vergleichbaren
Behandlungsergebnissen (67). Alle Patienten der beiden Fallserien aus Frankreich (66) und
Italien (67) sowie alle Patienten unserer Studie aus Deutschland (65) waren afrikanischen
Ursprungs. Reisende mit Migrationshintergrund welche in ihre Heimatlander reisen um
Freunde und Familie zu besuchen (VFR) haben ein erhohtes Risiko flirimportierte Malaria (68,
69) unter anderem aufgrund von Aufenthalten in Gebieten mit héherem Infektionsrisiko,
langeren Aufenthalten und geringerer Anwendung prophylaktischer MalRnahmen (70). Kinder
von Eltern mit Migrationshintergrund aus Malariaendemiegebieten und welche selbst nie in
Malariaendemiegebieten gelebt haben scheinen ein besonders hohes Risiko fiir schwere
Malaria zu haben (65); bei Erwachsenen mit Migrationshintergrund aus
Malariaendemiegebieten ist das Risiko flr eine schwere importierte Malaria moéglicherweise
mit dem Rickgang einer vor Migration erworbenen Immunitdt verbunden (71). Niedrige
Adhdrenz bei Reiseempfehlungen, inklusive Malariaprophylaxe, vorallem bei VFR Kindern und
Erwachsenen (72), untermauern den Bedarf an gezielten Strategien um in besonders
vulnerablen Kohorten reiseassoziierte Risiken zu reduzieren.

In der retrospektiven Studie zu intravendsem Artesunat bei Kindern mit schwerer importierter
Malaria in Deutschland erlitt ein Drittel der Kinder eine spate, jedoch nicht
transfusionspflichtige, Hamolyse (PADH) (65). Das Phdanomen der spaten Hamolyse (post-
artemisinin delayed hemolysis, PADH) wurde erstmals in einer Fallserie aus Deutschland als
verzogerte Nebenwirkung nach intravendser Artesunattherapie bei schwerer importierter
Malaria beschrieben (73); bei nicht-immunen Patienten kam es zu einem teils
transfusionsbeddirftigen Hamoglobinabfall bei gleichzeitigem Auftreten von
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Hamolyseparametern. Seither folgten weitere Berichte (liber PADH aus verschiedenen
Landern und Kontinenten (71, 74, 75). Auch bei afrikanischen Kindern wurde schlieBlich PADH
beobachtet, mit jedoch seltenerer Haufigkeit und milderen Verldufen (76-78). Der
zugrundeliegende Pathomechanismus ist weiterhin nicht geklart; eine kirzere Lebensdauer
und ein Zerfall ehemals infizierter Erythrozyten (once infected erythrocytes, oi-E) nach der
Therapie (79, 80) oder auch Medikamenten-induzierte Immunreaktionen (81) wurden als
mogliche Erklarungen der PADH vorgeschlagen. Bei den padiatrischen Patienten in Italien trat
eine nicht transfusionspflichtige Hamolyse nur bei einem von 19 Patienten auf. Das seltenere
Vorkommen von PADH in der Studie aus Italien (5% versus 30%) ist moglicherweise durch die
niedrigere mediane Parasitamie in der italienischen Kohorte (3% versus 9,5%) zu erklaren (67);
in der Studie aus Deutschland trat eine spate Hamolyse vorallem bei jungen Kindern mit
héheren Parasitimien auf (65). Diese Daten zu PADH bei Kindern unterstreichen die
Wichtigkeit der aktiven Nachsorge auch von padiatrischen Patienten nach intravendser
Artesunattherapie schwerer importierter Malaria.

In einer Studie zu PADH bei Kindern und Erwachsenen nach oraler Artemisinin-basierter
Therapie bei unkomplizierter importierter Malaria in Berlin fanden sich bei einem Drittel der
Patienten verzogerte hamolytische Ereignisse (82). Ein damit verbundener Hamoglobinabfall
war jedoch nur bei kaukasischen Patienten zu beobachten, afrikanische Patienten
kompensierten den Himoglobinabfall mit gesteigerter Erythropoese. Zu beobachten war auch
ein geringerer Hamoglobinabfall wahrend der Therapie bei Patienten mit verzogerter
Hamolyse und Hamoglobinabfall nach der Therapie. Diese Beobachtungen kdnnten darauf
schlieBen lassen, dass eine kompensatorische Erythropoese von vorausgehenden
Malariainfektionen und Herkunft abhangen koénnte und dass durch oi-E der
Hamoglobinverlust bis nach die akute Erkrankungsphase verzégert wird (82). In dieser Studie
zeigte keines der drei Kinder eine hamolytische Aktivitat (82); eine Studie aus Nigeria berichtet
jedoch lber Hamatokritabfall 14 — 28 Tage nach ACT bei unkomplizierter Malaria bei einem
Viertel der pdadiatrischen Patienten (83). Auch wenn in dieser Studie (68) keine
transfusionsbediirftige Hamolyse auftrat, sind seitdem schwere und transfusionspflichtige
Hamolysen nach oraler ACT beschrieben worden (84). Eine Nachsorge mit Blutbildkontrollen
zum Ausschluss einer Himolyse bei Malariapatienten nach oraler ACT, analog der Nachsorge
von Patienten nach intravendser Artesunattherapie (22), ist bisher nicht Bestandteil von
Leitlinien, wird jedoch fiir Patienten mit hohen Parasitamien diskutiert (85).

Die Studie zu intravendser Artesunattherapie bei Kindern mit schwerer importierter Malaria
in Deutschland (65) stellt bisher die einzige Originalarbeit mit Behandlungsdaten fiir diese
Kohorte dar und unterstiitzt dessen Anwendung; die Datenlage, insbesondere auch fiir Kinder
nicht afrikanischer Abstammung, bleibt daher weiter dinn. Neben dem Gewinn an
Behandlungsdaten stellen die Zulassung von intravenésem Artesunat flr die Therapie der
schweren Malaria bei Erwachsenen und Kindern in den USA durch die Food and Drug
Administration (FDA) (86) sowie die Erteilung des Orphan-Drug-Status von intravendsem
Artesunat in der Europaischen Union durch die EMA (87) im Jahr 2020 wichtige Schritte fir
den Abbau der Hirden einer intravendsen Artesunattherapie ausserhalb von
Malariaendemiegebieten dar.

96



3.3 Pravention der Malaria im Kindesalter durch Impfung

Zur Zeit der Phase | Studie des Malariaimpfstoffkandidaten GMZ2 im Jahr 2008 (88), befanden
sich zahlreiche weitere Malariaimpfstoffkandidaten in den verschiedenen Phasen
praklinischer und klinischer Entwicklung. Der begrenzte Erfolg der Malariaelimination durch
vektorgerichtete, chemoprdventive und therapeutische MalRinahmen bestdarkte die
Bestrebungen einen wirksamen Malariaimpfstoff zu entwickeln. Ein potentieller effektiver
Malariaimpfstoff erhielt in der Konzeption erfolgreicher Programme zur Eindammung und
Elimination der weltweiten Malaria zunehmende Bedeutung. Erstes Ziel eines
Zweistufenplans zur Malariaimpfstoffentwicklung sah bis 2015 die Entwicklung eines fur
Kinder zugelassenen Malariaimpfstoffs vor, welcher tiber 50% Schutz vor schwerer Malaria
und Tod durch Malaria sowie eine Schutzdauer von Uber einem Jahr aufweisen sollte (89).
Herausforderungen wie der komplexe Lebenszyklus und die Antigendiversitat des Parasiten,
ungeklarte Mechanismen protektiver Immunitdt oder das Fehlen von Surrogatmarkern fir
Malariaimmunitat, erschwerten die Entwicklung eines hochwirksamen Malariaimpfstoffes
(90).

Die Malariaimpfstoffentwicklung verfolgt verschiedene Strategien: i) Transmission-
blockierende Impfung mit Hemmung der Parasitenentwicklung im Miickenvektor und ohne
immunisierenden Effekt fir den Impfling und ii) Impfung zur Reduktion der Parasitenlast im
Impfling mit direktem Effekt fir den Impfling durch Hemmung der Parasitenentwicklung
entweder in der Leber (pra-erythrozytarer Impfansatz) oder im Blut (Blutstadien Impfansatz)
(90). Ein weiterer pra-erythrozytarer Impfansatz zielt auf Immunisierung durch attenuierte
Sporozoiten ab (91).

Impfansatze zur Hemmung der Blutstadien zielen auf extra-erythrozytar exprimierte
Oberflachenantigenen des Parasiten oder parasitierter Erythrozyten. GLURP und MSP3,
beides Oberflaichenantigene von P. falciparum, wurden als Zielstrukturen natdirlich
erworbener Immunitat identifiziert (92, 93); Antikorper gegen GLURP und MSP3 korrelierten
mit protektiver Immunitat fir Malaria (90). GMZ2 wurde als rekombinantes Protein aus
GLURP und MSP3 entwickelt mit dem Ziel natirlich erworbene Immunitat zu imitieren. Die
klinische Entwicklung von GMZ2 begann 2006 im Rahmen eines European and Developing
Countries Clinical Trials Partnership (EDCTP) geférderten GMZ2 Consortiums besetzt aus dem
African Malaria Network Trust und weiteren afrikanischen und europdischen
Forschungsinstituten. In einer ersten Phase | Dosiseskalations-Studie bei 30 Malaria-naiven
gesunden Europdern zeigten 3 Gaben GMZ2 (mit Aluminiumhydroxid-Adjuvanz) eine
Induktion und Persistenz Antigen-spezifischer Antikdrper und B-Gedachtniszellen liber die
Studiendauer von einem Jahr sowie ein gutes Sicherheitsprofil (94). Auch eine folgenden
doppelblinde randomisiert kontrollierte Phase | Studie bei Malaria-exponierten Probanden in
Lambaréné, Gabun, zeigte fir GMZ2 mit Aluminiumhydroxid-Adjuvanz eine gute Sicherheit
sowie Vertraglichkeit und auch eine Immunogenitat mit Boosterung der Baseline IgG gegen
die Impfantigene im Interventionsarm (95).
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Die in diese Schrift eingebundene doppelblinde randomisiert kontrollierte Phase | Studie bei
Kindern in Gabun zeigte nach den vorausgegangenen Phase | Studien bei Erwachsenen nun
auch fir die Zielpopulation des Impfstoffes eine gute Sicherheit und Vertraglichkeit
dreimaliger GMZ2 Immunisierung in 30pg und 100ug Dosierung (88). Die lokalen und
systemische Impfreaktionen wahrend der Impfphase waren vorwiegend mild; drei Grad 3
systemische Impfreaktionen mit Fieber > 39°C (ein Fall je Studienarm) standen in Relation mit
Atemwegsinfekten. Unerwiinschte Ereignisse waren mild oder moderat und wurden samtlich
als nicht mit der Impfung assoziiert bewertet. Die zwei schwerwiegenden unerwiinschten
Ereignisse im GMZ2 30 pg Studienarm (schwere Malaria und Hospitalisierung bei Fieber zur
Diagnostik) waren im Verlauf vollstandig regredient und wurden nicht mit der Impfung
assoziiert. GMZ2 induzierte eine robuste Immunantwort in der Zielpopulation. Die
Konzentration sowie area under the curves (AUCs) der Antikorper gegen GMZ2, GLURP und
MSP3 waren vor Impfung in allen drei Gruppen niedrig und zeigten nur nach GMZ2 Impfung
einen Anstieg. Ein Jahr nach Impfung waren die Antikorperkonzentrationen jedoch bei Kindern
im Kontrollarm und im GMZ2 100ug Arm gleich, bei Kindern des GMZ2 30ug Arms waren die
Antikorperkonzentrationen 1,2 (1,1-4,2)-fach hoher als bei Kindern des Kontrollarms. Ein
Riickgang der antigenspezifischen IgG Konzentrationen nach einem Jahr war bei den Malaria-
naiven Probanden der Studie in Tibingen (94) nicht gesehen worden; in der Kinderstudie
waren die Konfidenzintervalle jedoch weit und die Fallzahl klein. Die B-Gedachtniszellantwort
stieg zwar im Verlauf der Impfungen in den GMZ2 Studienarmen an, ein Anstieg von GMZ2-
spezifischen B-Gedachtniszellen war jedoch bei mehreren Kindern einen Monat nach der
letzten Impfung nicht mehr zu sehen. Andere Dosierungs- oder Verabreichungsschemata oder
alternative Adjuvantien konnten die Dauer der Immunantwort moglicherweise verstarken und
verlangern (88). Auch Helminthosen kdnnen die immunologische Impfantwort beeinflussen,
wie es die Studie in Gabun fir Trichuris trichiura zeigte (96). Antikbrperantworten auf GMZ2
waren 3,4-fach hoher in T. trichiura negativen Kindern im Vergleich zu T. trichiura positiven
Kindern.

Die biologische Aktivitat der impfinduzierten Antikorper von GMZ2 gegentiber P. falciparum
konnte an Serumproben der drei Phase | Studien gezeigt werden (97). In einer
multizentrischen doppelblinden randomisiert kontrollierten Phase Il Studie mit 1849
afrikanischen Kindern zeigte GMZ2 mit Aluminiumhydroxid-Adjuvanz in den ersten sechs
Monaten nach Impfung eine Impfwirksamkeit gegeniiber klinischer Malaria von 14% (95% KI:
3.6%, 23%) und gegeniber schwerer Malaria von 27% (95% Cl -44%, 63%) (98). Auch wenn die
Impfwirksamkeit niedrig ausfie, war GMZ2 immerhin der erste Blutstadien-
Malariaimpfstoffkandidat mit (iberhaupt messbarer Schutzwirkung (90). Die Wirksamkeit von
GMZ2 mit Aluminiumhydroxid-Adjuvanz sowie Liposom-basiertem GMZ2 wurde in einer
weiteren doppelblinden randomisiert kontrollierten Studie bei 50 gesunden Malaria-
exponierten Probanden in Lambaréné mittels kontrollierter humaner Malariainfektion
(controlled human malaria infection, CHMI) tiberpriift ohne dass sich fiir GMZ2 ein protektiver
Effekt zeigte (99). Die niedrige Wirksamkeit von GMZ2 ist moglicherweise auf die hohe
Variabilitat von GLURP zuriickzufiihren (100). Nach der Enttduschung von GMZ2, sowie auch
anderen Blutstadienimpfstoffkandidaten, richten sich die Bestrebungen nun auf die
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Identifizierung neuer Blutstadienimpfstoffantigene oder Weiterentwicklung bereits
vorhandener Zielstrukturen (101).

Wahrend sich GMZ2 damals noch in einer sehr friihen Phase der klinischen Entwicklung
befand, beflligelten kurz zuvor veroffentlichte vielversprechende Daten zur Sicherheit und
Wirksamkeit des in der klinischen Prifung am weitesten vorangeschrittenen
Malariaimpfstoffkandidaten RTS,S, ein auf P. falciparum ausgerichteter pra-erythrozytarer
Impfstoffkandidat, die Aussichten auf die zukiinftige Verfligbarkeit eines wirksamen
Malariaimpfstoffes (102). Phase Il Studien zu RTS,S wurden 2014 abgeschlossen und RTS,S
zeigte nach viermaliger Verabreichung eine partielle Immunitat gegen klinische Malaria von
36% (95% Kl: 32 —41) und gegen schwere Malaria von 32% (95% Kl: 14 —47) bei 5 — 17 Monate
alten Kindern Uber eine Nachbeobachtungszeit von 48 Monaten (28). 2015 wurde RTS,S
(Handelsname Mosquirix) von der EMA zur Zulassung empfohlen (103); in
Pilotimplementierungsprogrammen in Afrika wird der Schutz von RTS,S nun unter
Alltagsbedingungen Uberpriift um Entscheidungsgrundlagen fiir seine Einflihrung in
zukiinftige nationale Impfprogramme zu schaffen (104).

Neueste vielversprechende Ergebnisse stammen von einem innovativen Impfansatz: direkte
venose Inokulation von P. falciparum Sporozoiten (PfSPZ-CVac) verhinderte bei 9 von 9 (100%)
Malaria-naiven Probanden mit Chloroquin-Chemoprophylaxe eine Malariainfektion nachdem
diese sich einer kontrollierten humanen Malariainfektion (CHMI) unterzogen hatten (91).

4 Zusammenfassung

Trotz mehr als 100 Jahre andauernden Anstrengungen die Malaria einzuddmmen, zu
eliminieren oder gar zu eradizieren, bleibt die Malaria eine Bedrohung fiir die Gesundheit von
Millionen von Menschen in tropischen und subtropischen Landern der Welt. Die Artemisinin-
basierte Malariatherapie konnte die ersten durch Medikamentenresistenzen bedingten
Riickschlage der Malariakontrollprogramme wieder ausgleichen und stellt mit hoher
Wirksamkeit und guter Vertraglichkeit seit tiber 10 Jahren das Riickgrat in der Therapie der
unkomplizierten und komplizierten Falciparum-Malaria dar. Die Thearpiestudie zu ACT bei
Patienten mit Non-Falciparum Malaria und Malariamischinfektionen in Gabun zeigte, dass ACT
auch eine wirksame Therapie gegen die Blutstadien der Non-Falciparum Malaria ist.

Malaria in Hochendemiegebieten betrifft vorallem junge Kinder. ACT in padiatrischer
Darrreichungsform wurde entwickelt um die ambulante Malariatherapie bei jungen Kindern
zu verbessern. Studien zu padiatrischen Darreichungsformen bereits zugelassener ACT und
der neuen noch nicht zugelassenen ACT Artesunat/Pyronaridin zeigten fiir die padiatrischen
Darreichungsformen eine den konventionellen Tabletten-Darreichungsformen vergleichbare
Wirksamkeit und gleichwertige Pharmakokinetik. Die Cochrane Metaanalyse zeigte, dass
Kinder mit unkomplizierter Malaria die mit einer padiatrischen ACT in Form einer I6slichen
Tablette behandelt werden weniger Medikamenten-assoziierte Nebenwirkungen und weniger
Medikamenten-induziertes Erbrechen erleiden als Kinder, welche die gleiche ACT in Form
zermorserter Standardtabletten erhalten. Fir die meisten der weiteren verfligbaren ACT
Praparate in padiatrischer Darreichungsform sind keine Daten vorhanden, welche deren
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angenommene verbesserte orale Verabreichung bei Kleinkindern evaluieren. Eine
Verbesserung der ambulanten Therapie der unkomplizierten Malaria bei jungen Kindern
erscheint durch padiatrische ACT in l6slicher Tabletten-Darreichungsform moglich, ob dies
unter Alltagsbedingungen zutrifft ist aber nicht belegt.

Die Therapie der schweren Malaria mit intravendsem Artesunat fihrt zu einem
Uberlebensvorteil gegeniiber Chinin. Mangels Behandlungsdaten zu intravendsem Artesunat
bei importierter Malaria und eines zugelassenen sowie GMP-konformen Praparats, etablierte
sich intravenoses Artesunat in Europa und Deutschland nur zogerlich zur Standardtherapie
der schweren importierten Malaria. Die Studie zu schwerer importierter Malaria bei Kindern
in Deutschland zeigte eine hohe Wirksamkeit und Sicherheit von intravendsem Artesunat. Ein
Drittel der Kinder zeigte eine nicht-transfusionspflichtige spate Hamolyse, eine bekannte und
erstmals bei erwachsenen Reiserlickkehrern beschriebene Nebenwirkung von intravenésem
Artesunat. Die Pathophysiologie der spaten Hamolyse nach Therapie mit Artemisinin-
Derivaten ist bisher noch nicht vollstandig geklart.

Nach jahrzehntelanger Malariaimpfstoffentwicklung gelang 2015 mit der Zulassung von RTS,S
fir Kinder in Endemiegebieten ein erster Durchbruch. Inwieweit die protektive Teilimmunitat
dieses auf pra-erythrozytare Parasitenstadien gerichteten Impfstoffes, welcher aktuell nurim
Rahmen von Pilot-Implementierungsprogrammen eingesetzt wird, zur Einddmmung der
Malaria beitragen kann wird sich zeigen missen. GMZ2, ein auf erytrozytare Parasitenstadien
gerichteter Malariaimpfstoffkandidat, zeigte in der frithen klinischen Entwicklung, und so auch
in der Phase | Studie bei afrikanischen Kindern in Gabun, vielversprechende Immunogenitat
und Sicherheit. Wie bei vielen weiteren Impfstoffkandidaten vermittelten die in der friihen
klinischen Entwicklung von GMZ2 gemessenen Immunantworten jedoch in spdteren
Wirksamkeitsstudien keinen Schutz vor klinischer Malaria.

Den vielen erfolgreichen Innovationen und Fortschritten bei der weltweiten Einddammung der
Malaria stehen neue Herausforderungen und Bedrohungen, wie die Ausbreitung Artemisinin-
resistenter P. falciparum Stamme oder der im Zuge riicklaufiger Transmissions-Intensitaten
einsetzende zu erwartende epidemiologische Wandel der Malaria bevor.

... die Eradikation der Malaria bis 2050 ist ein kiihnes aber erreichbares Ziel.” (105)
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