Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Studiengruppen

Im Studienzeitraum von August bis November 2002 konnten insgesamt 290 Kinder (155 M#d-
chen (53,4%), 135 Jungen (46,6%)) mit schwerer Malaria rekrutiert werden (Fallgruppe). Fiir
diese Studienpopulation betragt der Altersmedian 24 Monate. Dabei besitzt die Altersver-
teilung eine Spannweite (SW) von 6 bis 102 Monaten. Aufgrund des merkmalsbezogenen
Matching (siehe Abschnitt 2.2.2; Seite 19) bei der Auswahl beider Kontrollgruppen sind alle
Gruppen identisch hinsichtlich Geschlechter- und Altersklassenverteilung.

Bei der Betrachtung klinischer Parameter weist die Fallguppe im Vergleich zur Kontroll-
gruppe 1 (Kinder mit asymptomatischer Parasitiamie) eine wesentlich hohere Parasitendichte
(GMPD) auf (29.512/ul; p<<0,0005, siche Tabelle 3.1). Der Mittelwert der Kérpertempera-
tur (KT) und des Hamoglobinwertes (Hb) betrégt bei Kindern mit schwerer Malaria 38,6°C
bzw. 4,9 g/dl.

FG (n=290) KG 1 (n=290) | KG 2 (n=290)
GMPD in /ul [95% KI]; p-Wert | 29.512 [21.904-39.763]; <<0,0005 | 1.732 [1.385-2.166] -
KT (£ SA) in °C 38,6°C (£1,1) —a —a
Hb (SW) in g/dl 4,9 (1,5-13,4) b b

Tabelle 3.1: Charakterisierung der Studiengruppen.

FG = Fallgruppe, KG 1 = Kontrollen mit Parasitimie, KG 2 = Kontrollen ohne Parasitimie, GMPD = Geometric mean parasite
density, KI = Konfidenzintervall, KT = Mittelwert der Korpertemperatur, SA = Standardabweichung, Hb = Mittelwert fiir
Himoglobin, SW = Spannweite, ® = Einschlusskriterium: kein Fieber (KT < 37,5°C), ® = Einschlusskriterium: keine schwere
Anémie (Hb > 5 g/dl)
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3.1.1 Klinische Manifestation der schweren Malaria

Im Rahmen der klinischen Untersuchung zur Diagnosestellung der schweren Malaria wur-
den die klinischen Definitionskriterien laut WHO Definition 2000 [15] fiir jeden Patienten
der Fallgruppe erfasst. Dabei présentieren 48% der Erkrankten ein einziges diagnosesichern-
des Kriterium, bei 52% der Kinder hingegen sind zwei, drei oder vier Kriterien erfiillt. Bei
etwa einem Viertel der Kinder (26%) ist die schwere Andmie die einzige Manifestation ei-
ner schweren Malaria. Wie in Tabelle 3.2 gezeigt, manifestiert sich die schwere Malaria
im Studiengebiet in tiber der Hélfte der Félle als schwere Anédmie (55%), gefolgt von Pro-
stration (33%), Atemschwiche (23%), Multiple Anféllen (20%) sowie Bewusstseinsverlust
(19%). Dabei zeigt die Haufigkeitverteilung fiir das Auftreten einzelner dieser Symptome

altersabhéngige Trends. So présentieren dltere Kinder seltener einer schwere Anémie als dia-

Altersgruppen
Gesamt
< 2 Jahre 2-4 Jahre > 4 Jahre

Anzahl 290 99 129 62
Diagnosekriterium

Prostration 33,4 (97) | 26,3 (26) 34,9 (45) 41,9 (26)"*

Bewusstseinsverlust 19,3 (56) | 14,1 (14) 20,9 (27) 24,2 (15)

Atemschwéche 22,8 (66) | 30,3 (30) 17,8 (23)F 21,0 (13)

Multiple Anfille 20,3 (59) | 17,2 (17) 20,9 (27) 24,2 (15)

Kreislaufkollaps 3,4 (10) 4,0 (4) 2,4 (3) 4.8 (3)

Lungenodem 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Blutungsneigung 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Gelbsucht 11,7 (34) | 2,0 (2) 12,4 (16)" 25,8 (16)"*

Himoglobinurie 2,8 (8) (0) 0 3,1 (4) 6,5 (4)t*

Schwere Aniimie 55,2 (160) | 77,8 (77) 47,3 (61)7 35,8 (22)f*
klinische Kriterien

zerebrale Malaria 16,9 (49) | 11,1 (11) 194 (25) 21,0 (13)

Hyperparasitdmie (>/250.000 ul) | 22,1 (64) | 15,2 (15) 22,5 (29) 32,3 (20)7*

Hypoglykémie (<2,2mmol/1) 16,9 (49) | 10,1 (10) 19,4 (25) 22,6 (14)*

Hyperlaktatdmie (>5mmol/1) 39,3 (114) | 42,4 (42) 32,6 (42) 48,4 (30)

Hyperpyrexie (>40°C) 8,1 (23) 8,2 (8) 9,6 (12) 49 (3)

Tabelle 3.2: Symptome und klinische Bedingungen der schweren Malaria.
Proportionalangaben in %, in Klammern absolute Anzahl. t = signifikanter Unterschied zu Altersgruppe < 2 Jahre (p < 0,05).
* = signifikanter Trend mit den Altersgruppen (Xfrend—Test, p < 0,05).

38



gnosesicherndes Kriterium als jiingere Patienten. Gegensétzliche Trends werden hingegen fiir
die Kriterien Prostration, Gelbsucht und Hamoglobinurie beobachtet.

Von 285 Kindern, die iiber einen Zeitraum von 78 Stunden beobachtet wurden, endet die
Erkrankung in 32 Fillen letal (11,2%). Die Anwendung der multiplen logistischen Regres-
sionsanalyse ergibt vier unabhéngige Pradilektionsfaktoren fiir den fatalen Ausgang einer
schweren Malaria — Bewusstseinsverlust, Kreislaufkollaps, Hypoglykdmie und Malnutrition

(siche Tabelle 3.3).

Fiir die ausfiihrliche Darstellung und Diskussion der Untersuchungsergebnisse zur Mani-
festation und Verlauf der schweren Malaria wird auf den bereits veroffentlichten Artikel

verwiesen [96].

letal | Univariate Analyse Multivariate Analyse
in % | OR [95% KIJ; p a) OR [95% KIJ; p b) OR [95% KIJ; p
Diagnosekriterium
Prostration 82 | 0,6[0,21,5]; 0,25 - -
Bewusstseinsverlust | 37,0 | 10,7 [4,5-25,9]; <0,0001 7,9 [3,0-20,8]; <0,0001 8,1 [3,1-21,1]; <0,0001
Atemschwiiche 20,0 | 2,6 [1,2-6,1]; 0,01 1,2 [0,4-3,1]; 0,77 -
Multiple Anfille 12,1 | 1,1 [0,4-2,9]; 0,82 - -
Kreislaufkollaps 77,8 | 31,5 [6,1-354]; <0,0001 27,0 [4,0-183,4]; 0,0007 31,4 [4,7-207]; 0,0003
Gelbsucht 88 | 0,7[0,1-2,6]; 0,78 - -
Himoglobinurie 12,5 | 1,1 [0,0-9,3]; 1,0 - -
Schwere Animie 10,1 | 0,8 [0,4-1,7]; 0,51 - -
klinische Kriterien
zerebrale Malaria 36,2 | 8,4 [3,6-20,1]; 0,0001 —* —*
Hyperparasitimie 18,8 | 2,3 [1,0-5,4]; 0,03 0,9 [0,3-2,7]; 0,87 -
Hypoglykémie 35,4 | 8,1[3,419,3]; <0,0001 2,5 [0,91 6,94]; 0,08 2,9 [1,1-7,7); 0,03
Hyperlaktatimie 19,5 | 3,9 [1,7-9.3]; 0,0003 2,0 [0,8-5,1]; 0,16 -
Hyperpyrexie 4,3 0,4 [0,0-2,5]; 0,48 - -
Malnutrition® 16,0 | 2,2 [1,0-5,1]; 0,03 2,7 [1,1-6,9]; 0,04 2,8 [1,1-7,0]; 0,03

Tabelle 3.3: Pradiktoren fiir Letalitdt bei Kindern mit schwerer Malaria.

Odds Ratio (OR) der Multivariaten Analyse sind nach Alter und Geschlecht angepasst. * = definiert als ein weight-for-age score
(WAZ) <-2 basierend auf Referenzdaten des National Center for Health Statistics (Hyattsville, MD), * = Wurde statt dem
weiter gefassten Symptom Bewusstseinsverlust die enger gefasste Diagnose zerebrale Malaria in das logistische Regressionsmodel
gegeben, ergab sich fiir a) OR: 5,0; 95%KI: 2,1-14,5; p = 0,005 und b) OR: 5,4; 95%KI: 2,1-14.3; p = 0.0006.
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3.2 Die SNPs, der -2,5 kb CCTTT|,) Mikrosatellit und

die schwere Malaria

3.2.1 Die SNPs :NOS-954G—C und :NOS-1173C—T

Die molekulargenetische Untersuchung der Blutproben ergibt in der Fallgruppe fiir den Po-
lymorpismus iNOS-954G—C eine Allelfrequenz von 8,6%. In circa 83% der Félle liegt der
Wildtyp (G/G) vor. Etwa ein Sechstel der Kinder mit schwerer Malaria sind heterozygote
Gentréger (G/C), bei 2 Patienten (0,7%) hingegen liegt der Polymorphismus in homozygoter

Form (C/C) vor (siehe Tabelle 3.4 a)).

a)

iNOS-954 FG KG 1 KG 2 Odds Ratio [95% KIJ; p-Wert
(n=290) (n=290) (n=290) FG vs KG 1 FG vs KG 2
G/G 242 (834%) | 238 (82,2%) | 241  (83,1%) —a —a
G/C 46 (159%) | 49 (16,9%) | 46 (15,9%) | 0,9 [0,6-1,4]; 0,7 | 1,0 [0,6-1,6]; 1,0
c/C 2 (07%) | 3 (10%) | 3 (1,0%) | 0,7[0,1-3,9]; 0,6 | 0,7 [0,1-4,0]; 0,7
Allelfrequenz | 50  (8,6%) | 55  (9,5%) | 52 (9,0%) | 0,9 [0,6-1,4]; 0,6 | 0,9 [0,6-1,4]; 0,8
b)
iNOS-1173 FG KG 1 KG 2 Odds Ratio [95% KIJ; p-Wert
(n=290) (n=290) (n=290) FG vs KG 1 FG vs KG 2
c/C 260 (89,7%) | 251 (86,6%) | 265 (91,4%) —a —a
C/T 30 (10,3%) | 39 (134%) | 25  (43%) | 0,7 [04-1,3]; 0,3 | 1,2 [0,7-2,2]; 0,5
T/T 0 0 0
Allelfrequenz | 30 (5.2%) | 39 (6,7%) | 25  (4,3%) | 0,8 [0,5-1,3]; 0,3 | 1,2 [0,7-2,2]; 0,5

Tabelle 3.4: Genotyp- und Allelhéufigkeiten fiir a) iNOS-954 b) und iNOS-1173.

FG = Fallgruppe, KG 1 = Kontrollen mit Parasitdmie, KG 2 = Kontrollen ohne Parasitdmie, KI =
954G/G = Wildtyp, iNOS-954G/C = Polymorphismus heterozygot, iNOS-954C/C = Polymorphismus homozygot, iNOS-

Konfidenzintervall, iNOS-

1173C/C = Wildtyp, iNOS-1173C/T = Polymorphismus heterozygot, iNOS-1173T /T = Polymorphismus homozygot, ¢ =
notyphéufigkeit des Wildtyps (GG bzw. CC) diente als Referenzwert fiir die jeweilige Berechnung der Odds Ratio
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Hinsichlich des Polymorphismus iNOS-1173C—T betragt die Allelfrequenz in der Fall-
gruppe 5,2%. Da in der Untersuchungsgruppe keine homozygoten Gentréger (T/T) fir iNOS-
1173C—T identifiziert werden konnten, liegt die Héufigkeit der Heterzygoten bei der zwei-
fachen Allelhdufigkeit (10,3%). Bei etwa neun von zehn Patienten liegt der Wildtyp (C/C)
vor (siehe Tabelle 3.4 b), Seite 40).

Betrachtet man nun die gesamte Untersuchungspopulation (FG, KG 1, KG 2), befinden
sich die Allele im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht be-
schreibt eine Population bei der die Allelhdufigkeiten bei vollstdndiger und zufélliger Durch-
mischung (Panmixie) ohne Beriicksichtigung von Selektion, Mutation und Migration kon-
stant sind. Fiir iNOS-954G—C betrégt die errechnete Heterozygotenhédufigkeit 143 (142,83)
Individuen, die errechnete Homozygotenhaufigkeit 7 (7,08) Individuen bei einer Gesamtre-
krutierungszahl von 870 (drei Gruppen mit n = 290) und einer Allelfrequenz von 9%. Diese
Werte stimmen weitestgehend mit den beobachteten Genotyphéufigkeiten tiberein (G/C: 141,
C/C: 8). Dagegen ergibt die Berechnung der Hardy- Weinberg-Gleichung fiir den Polymor-
phismus iNOS-1173C—T bei gleicher Rekrutierungszahl und einer Allelfrequenz von 5%
eine absolute Haufigkeit heterozygoter Gentréger von 89 (88,92) sowie homozygoter Gen-
trager von 2 (1,69). Tatséchlich hatten im Rahmen der Studie 94 Kinder den Genotyp C/T.
Homozygote Gentriger fiir iNOS-1173C—T (T/T) konnten nicht identifiziert werden.

Die Tabelle 3.4 (Seite 40) zeigt ebenfalls die Ergebnisse aus dem 4-Felder-Chi®- Tests bei
dem Vergleich der Genotyp- und Allelhdufigkeiten beider SNPs der Fallgruppe mit den ent-
sprechenden Werten der Kontrollgruppe mit asymptomatischer Parasitdmie (FG vs KG 1)
sowie ohne Parasitdmie (FG vs KG 2). Dabei gibt es keinen signifikanten Unterschied hin-
sichtlich der Verteilung sowohl des iNOS-954G—C Polymorphismus als auch des iNOS-
1173C—T Polymorphismus, das heifit es kann kein Schutz oder eine Risikosteigerung in

Abhéngigkeit von iNOS-Varianten hinsichtlich der Malaria beobachtet werden.
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3.2.2 Der -2,5 kb CCTTT,) Mikrosatellit

Wie in Abbildung 3.1 gezeigt, weist der -2,5 kb CCTTT,) Mikrosatellit im Untersuchungs-
gebiet von Tamale und Umgebung eine bimodale Verteilung von 6 bis 17 CCTTT-Kopien
mit einem Tiefpunkt bei 11 Kopien auf. Weiterhin fallen beim Vergleich der Verteilung in
den jeweiligen Studiengruppen (FG, KG 1, KG 2) keine nennenswerten Abweichungen auf.
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Abbildung 3.1: Verteilung der CCTTT-Kopienanzahl des -2,5 kb CCTTT|,) Mikrosatelliten.

Histogramm der CCTTT ,,) Verteilung (580 Allele pro Studiengruppe): FG = Fallgruppe, KG 1 = Kontrollen mit Parasitémie,
KG 2 = Kontrollen ohne Parasitdmie

Lediglich CCTTT 14 tritt in der Fallgruppe signifikant héufiger auf (p = 0,004), wahrend
CCTTT 0y seltener als in der Kontrollgruppe mit Parasitdmie zu finden ist (p = 0,01). Diese
Unterschiede konnten hingegen bei einem Vergleich mit der Kontrollgruppe ohne Parasitdmie
nicht beobachtet werden (p = 0,5 bzw. p = 0,4 in Tabelle 3.5 a), Seite 43).

Um eine Aussage treffen zu kénnen, inwieweit das Vorliegen von grofleren bzw. kleine-
ren CCTTT(,)-Kopienallelen den Krankheitsverlauf der Malaria beeinflusst, wurden einzelne
Gruppen gebildet (siche Tabelle 3.5 b), Seite 43). Hier tauchen homozygot hohe Kopienzah-
len von > 13 Kopien in der Fallgruppe am héaufigsten, weniger hiufig bei parasitdmischen
Kontrollenin und am seltensten bei Kindern ohne Parasitdmie auf (pyenqg = 0,03). Hinsicht-
lich kleiner Kopienzahlen des -2,5 kb CCTTT,) Mikrosatelliten (n < 11) kénnen keine

Unterschiede zwischen den Untersuchungsgruppen beobachtet werden.
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Anzahl MS FG KG 1 KG 2 Odds Ratio [95% KIJ; p-Wert
Allelfrequenz (n=290) (n=290) (n=290) FGvs KG 1 FG vs KG 2
CCTTT () 1 (02%) | o 1 (0.2%) OR n.d.; 1,0 1,0 [0,01-78,8]; 1,0
CCTTT 7 1 (0,2%) 0 0 OR n.d.; 1,0 OR n.d.; 1,0
CCTTTs | 55 (95%) | 58 (100%) | 58 (10,0%) | 0,9[0,6-14]; 08 | 0,9[0,6-1,4]; 0,8
CCTTTw, | 91 (157%) | 89 (153%) | 101 (174%) | 1,0 [0,7-1,5509 | 1,0(0,6-1,2); 0,4
CCTTTqo | 78 (134%) | 106 (18,3%) | 88 (15,2%) | 0,6 [0,4-0,9]; 0,01 | 0,8[0,6-1,2]; 0,4
CCTTT(y | 45  (78%) | 39  (6,7%) | 49  (84%) | 12[0,7-1,9;0,6 | 0,9[0,6-1,4]; 0,7
CCTTTy || 67 (11,6%) | 50  (3,6%) | 76 (13,1%) | 1,4[0,9-1,2]; 0,09 | 0,9 [0,6-1,3]; 0,4
CCTTTqs [ 125 (21,6%) | 113 (19,5%) | 107 (184%) | 1,1[0,9-1,5);04 | 1,2[0,9-1,6; 0,2
CCTTTqy | 54 (9,3%) | 68 (11,7%) | 55  (95%) | 0,8[0,5-1,1;02 | 1,0[0,6-1,5]; 1,0
COTTTas || 43 (TA%) | 50  (8,6%) | 33  (57%) | 08051305 | 1,4[0823);03
CCTTTue | 19 (66%) | 5 (1L,7%) | 9  (31%) | 4,0 [1,4-12,4]; 0,004 | 2,2 [0,9-5,3); 0,5
CCTTTqr) 1 (02%) | 2 (03%) | 3 (05%) | 050,019,610 | 0,3][0,01-4,2]; 0,6
b)
Anzahl MS FG KG 1 KG 2 Odds Ratio [95% KIJ; p-Wert
CCTTT, (n=290) (n=290) (n=290) FG vs KG 1 FG vs KG 2
n < 111 A7 (162%) | 52 (17.9%) | 53 (18,3%) | 0,9 [0,6-1,4]; 0.6 | 0,9 [0,6-1,4]; 0,6
n>130 || 570 (9.8%) | 49°  (8.4%) | 38*  (6,6%) | 1,2 [0,8-1,9); 0,4 | 1,6 [1,0-2,6]; 0,03

Tabelle 3.5: Allelhdufigkeiten fiir a) die jeweiligen Kopienzahlen CCTTT(,y und b) Geno-
typhéufigkeiten fiir Untergruppen mit bestimmten Kopienzahlen des -2,5 kb CCTTT,,) Mi-
krosatelliten b).

FG = Fallgruppe, KG 1 = Kontrollen mit Parasitdmie, KG 2 = Kontrollen ohne Parasitdamie, n. s. = nicht signifikant, KI = Kon-
fidenzintervall, n.d. = nicht definiert, I = fiir beide Allele gilt jeweils diese Bedingung, * = X?’rend =4,5; p = 0,03
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3.3 Identifizierung von :NOS-Haplotypen

Nach der Auswertung der Héufigskeitsverteilungen der drei untersuchten Polymorphismen
wurden diese Varianten mit den Kopienanzahlen des -2,5 kb CCTTT(,) Mikrosatelliten
in Beziehung gesetzt. Dabei fillt auf, dass mehr als 90% aller Kinder (FG: 90% (43/48),
KG 1: 96% (50/52), KG 2: 94% (46/49)) mit dem Genotyp -954G—C (heterozygot bzw. ho-
mozygot) auf mindestens einem Allel genau 8 Mikrosatellitenkopien besitzen. Die Assoziation
von iNOS-954G—C und CCTTT ) wird ebenfalls aus der Abbildung 3.2a) ersichtlich, in
der die Héufigkeitsverteilungen der Allele des Mikrosatelliten bezogen auf die Kinder mit

-954G—C (Wildtyp fiir -1173C—T) fiir jede Studiengruppe getrennt dargestellt sind.

Allelfrequenz in %

60

50

40

30

20

S LTI T 0.

6 8 10 12 14 16 6 8 10 12 14 16
CCTTT-Kopien

m FG B KG 1 O KG 2

Abbildung 3.2: Verteilung der CCTTT-Kopienanzahl des -2,5 kb CCTTT ;) Mikrosatelliten
fir a) iNOS-954G—C und b) iNOS-1173C—T.

Histogramm der CCTTT ;) Verteilung fiir -954G—C und -1173C—T: FG = Fallgruppe, KG 1 = Kontrollen mit Parasitdmie,
KG 2 = Kontrollen ohne Parasitdmie, * = bei Probanden mit -1173C—T kommt CCTTT y3) verglichen mit KG 1 und KG 2

in der FG signifikant hdufiger vor: X?Tﬁnd = 4,7; Ptrend = 0,03 (Referenz: Probanden mit -1173C—T/CCTTT (13))
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Analog zu iNOS-954G—C existiert auch fiir iNOS-1173C—T eine Assoziation mit ei-
ner bestimmten Kopienzahl n des Mikrosatelliten: in der Gruppe der Félle mit schwerer
Malaria zeigen 87% (FG: 26/30) der Alleltrager fiir -1173C—T auf der Genregion des Mi-
krosatelliten 13 Kopien. Diese Kopplung betridgt in den beiden Kontrollgruppen lediglich
67% (KG 1: 26/39; p = 0,06 fiir FG vs KG 1) bzw. 68% (KG 2: 17/25; p = 0,1 fir FG vs KG 2).
Vergleicht man die Fallgruppe mit beiden Kontrollgruppen ist der Unterschied signifikant
(p = 0,046 fiir FG vs KG 14+KG 2, ptrena = 0,03, siehe Abbildung 3.2b, Seite 44).

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Allelen mit engen rdumlichen Be-
ziehungen wird mit dem Begriff Verteilungsungleichgewicht (Linkage Disequilibrium) be-
zeichnet. Die zwei beobachteten Verteilungsungleichgewichte fithren zu der Hypothese, dass
sowohl fiir iNOS-954G—C/CCTTT g als auch fiir iNOS-1173C—T/CCTTT 43y Haploty-
pen existieren. Zusétzlich wird diese Annahme durch die Tatsache unterstiitzt, dass 7 von
10 Kindern, die heterozygote Gentrager fiir :N0OS-954G—C sowie fiir :NOS-1173C—T sind,
einen entsprechenden Genotyp fiir den Mikrosatelliten prasentieren: CCTTT ) /CCTTT 13).

3.4 Haplotypen und die schwere Malaria

Ausgehend von der Hypothese der Existenz von Haplotypen (siche Abschnitt 3.3) wurden die
entsprechenden Genotypen iNOS-954G—C/CCTTT ) sowie iNOS-1173C—T/CCTTT 33
auf ihren Einfluss auf die Malaria hin gepriift (siehe Tabelle 3.6).

Haplotypen® FG KG 1 KG 2 Odds Ratio [95% KIJ; p-Wert

(n=290) (n=290) (n=290 FGvs KG 1 FG vs KG 2

-954G—C/CCTTT sy || 43 (14,8%) | 50 (17,2%) | 46 (15,9%) | 0,7 [0,5-1,3]; 0,5 | 1,0 [0,6-1,5]; 0,8

-1173C—T/CCTTTs) || 26 (9,0%) | 26 (9,0%) | 17 (5,9%) | 1,0 [0,6-1,8]; 1,0 | 1,6 [0,8-3,0]; 0,2

Tabelle 3.6: Genotyphaufigkeiten fiir die Haplotypen iNOS-954G—C/CCTTT gy und iNOS-
1173C—T/CCTTT 13).

FG = Fallgruppe, KG 1 = Kontrollen mit Parasitimie, KG 2 = Kontrollen ohne Parasitimie, KI = Konfidenzintervall, ¢ = Be-
dingung: Homozygotie oder Heterozygotie fiir beide Polymorphismen

45



Dabei ist bei dem Vergleich der Genotypfrequenzen weder fiir iNOS-954G—C/CCTTT )
noch fiir iNOS-1173C—T/CCTTT 3 ein signifikanter Unterschied zwischen Fallgruppe und
Kontrollgruppen nachweisbar. Wie bereits in Abbildung 3.2b) (Seite 44) gezeigt, existiert fur
die Kinder mit -1173C—T ohne Parasitdmie (KG 2) tiber eine asymptomatische Parasitémie
(KG 1) bis hin zur schweren Malaria (FG) ein steigender Trend auch ein Allel fiir 13 CCTTT-
Kopien zu besitzen (p = 0,03). Dieser ist jedoch nicht durch Haplotypen bedingt, sondern
wird aufgrund des gesteigerten Einfluss homozygoter Gentréger fiir CCTTT(13) bei der Be-
trachtung von Allelfrequenzen (statt Genotypen) erkliart. Erwartungsgeméf existiert in den
Untersuchungsgruppen auch ein entsprechender Trend fiir den -2,5 kb CCTTT,) Mikrosa-
telliten auf beiden Allelen 13 Kopien — d. h. Homozygotie — zu préasentieren (KG 2: (0/23),
KG 1: 3/31), FG: (7/29), X?...qa = 6,4; p = 0,01).
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3.5 Polymorphismen bzw. Haplotyten und klinische
Manifestation der schweren Malaria

Schliefllich wurden sowohl die einzelnen Polymorphismen iNOS-954G—C, iNOS-1173C—T,
-2,5 kb CCTTT,) Mikrosatellit als auch die Haplotypen iNOS-954G—C/CCTTT gy und
iNOS-1173C—T/CCTTT 3 auf ihren Einfluf auf den Verlauf innerhalb der Gruppe schwe-
re Malaria untersucht. Dabei wurden als Parameter zum einen die definierenden Kriterien
(Prostration, Bewusstseinsverlust, Atemschwéche, Multiple Anfille, Kreislaufkollaps, Gelb-
sucht, Himoglobinurie, Schwere Anédmie), zum anderen weitere klinische Bedingungen (zere-
brale Malaria, Hyperparasitdmie, Hypoglykdmie, Hyperlaktatamie, Hyperpyrexie) sowie die
Letalitédt gewihlt. Die Verteilung dieser Parameter in den Untergruppen der Probanden mit
schwerer Malaria ist in Tabelle 3.8 (Seite 48) dargestellt. Im Folgenden werden vorrangig
die signifikanten Assoziationen zwischen iNOS-Promotorvarianten und Verlaufsparametern

vorgestellt.

Hinsichtlich des Kriteriums Hyperparasitdmie fand sich in der Fallgruppe (FG) lediglich
der Haplotyp iNOS-954G—C/CCTTT g) als signifikant seltener (Odds Ratio: 0,18; 95% Kon-
fidenzintervall: 0,04-0,8; p = 0,03)

Die Letalitéat in der Fallgruppe mit verschiedenen :NOS-Konstellationen ist in Tabelle 3.7
aufgefiihrt.

tINOS-Variante Bezugsgruppe Signifikanz
Héufigkeit in % (absolut) Hiufigkeit in % (absolut)
iNOS-1173C—T Wildtyp
17,2% (5/29) 10,5% (27/256) p=0:3
CCTTT (1513, CCTTT 15,413 | CCTTT 415,413

Homozygote und Heterozygote p=0,7
18,2% (2/11), 12,1% (12/99) 10,3% (18/175)
iNOS-1173C—T/CCTTT ;3 | iibrige Fille
20,8% (5/24) 10,3% (27/261) p=01

Tabelle 3.7: Sterberaten fiir ausgewéhlte :NOS-Genotypen in der Fallgruppe.
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SNP -954G—C -1173C—T
S G/G G/C C/C AF | ¢/C C/T T/T AF
Gesamt (n=290) 242 46 2 8,6 260 30 0 5,2
Untergruppen mit Diagnosekriterien:
Prostration (n=97) 81 15 1 8,8 88 11 0 5,7
Bewusstseinsverlust (n=56) 45 11 0 9,8 52 4 0 3,6
Atemschwiiche (n=66) 56 10 0 7,6 57 9 0 6,8
Multiple Anfille (n=59) 52 7 0 5,9 53 6 0 5,1
Kreislaufkollaps (n=10) 6 4 0 20,0 10 0 0 0,0
Gelbsucht (n=34) 28 5 1 10,3 32 2 0 2,9
Hémoglobinurie (n==8) 6 2 0 12,5 7 1 0 6,3
Schwere Andmie (n=160) 133 26 1 8,8 147 13 0 4,1
Untergruppen mit anderen klin. Bedingungen:
zerebrale Malaria (n=49) 40 9 0 9,2 45 4 0 4,1
Hyperparasitidmie (n=64) 59 4 1 4,7 58 0 4,7
Hypoglykidmie (n=49) 40 8 1 10,2 48 1 0 1,0
Hyperlaktatimie (n=114) 93 20 1 9,6 103 11 0 4.8
Hyperpyrexie (n=23) 20 3 0 6,5 22 1 0 2,2
Letalitat (n=32) 21 8 0 125 | 27 5 0 7.8
. . CCTTT 5 CCTTT ;
Mikrosatellit x/x  x/8 <8>/8 AF | y/y  y/13 §3/>13 AF
Gesamt (n=290) 238 49 3 9,5 178 99 13 21,6
Untergruppen mit Diagnosekriterien:
Prostration (n=97) 79 16 2 10,3 63 34 6 23,7
Bewusstseinsverlust (n=>56) 45 11 0 9,8 41 15 0 13,4
Atemschwéche (n=66) 54 12 0 9,1 48 18 7 24,2
Multiple Anfélle (n==59) 48 11 0 9,3 38 21 2 21,2
Kreislaufkollaps (n=10) 5 5 0 25,0 6 4 0 20,0
Gelbsucht (n=34) 27 6 1 11,8 | 22 12 0 17,6
Hémoglobinurie (n=8) 6 2 0 12,5 3 5 0 31,3
Schwere Anémie (n=160) 132 27 1 9,1 103 49 8 20,3
Untergruppen mit anderen klin. Bedingungen:
zerebrale Malaria (n=49) 40 9 0 9,2 36 13 0 13,3
Hyperparasitdmie (n=64) 55 8 1 7,8 38 24 2 21,9
Hypoglykimie (n=49) 39 8 2 12,2 | 32 16 1 18,4
Hyperlaktatdmie (n=114) 91 22 1 10,5 69 41 4 21,5
Hyperpyrexie (n=23) 19 4 0 8,7 18 5 0 10,9
Letalitit (n=32) 18 12 2 25,0 18 12 2 25,0
-954G -C/CCTTT, 4 -1173C—>T/CCTTT 3
Haplotypen wt/wt Wt/ht/ ht/ht ® wh/wt wt/ht/ ht/ht i
Gesamt (n=290) 247 41 2 264 26 0
Untergruppen mit Diagnosekriterien:
Prostration (n=97) 83 13 1 88 9 0
Bewusstseinsverlust (n=>56) 47 9 0 52 4 0
Atemschwéche (n=66) 57 9 0 57 9 0
Multiple Anfille (n=>59) 52 7 0 54 5 0
Kreislaufkollaps (n=10) 7 3 0 10 0 0
Gelbsucht (n=34) 27 6 1 33 1 0
Himoglobinurie (n=8) 6 2 0 7 1 0
Schwere Anémie (n=160) 135 24 1 149 11 0
Untergruppen mit anderen klin. Bedingungen:
zerebrale Malaria (n=49) 42 7 0 45 4 0
Hyperparasitédmie (n=64) 60 3 1 59 5 0
Hypoglykémie (n=49) 42 6 1 48 1 0
Hyperlaktatéimie (n=114) 95 18 1 104 10 0
Hyperpyrexie (n=23) 20 3 0 22 1 0
Letalitat (n=32) 27 5 0 27 5 0

Tabelle 3.8: Symptome und klinische Bedingungen der schweren Malaria fiir verschiedene

genetische Variationen in der iNOS-Promotorregion.

Die Tabelle zeigt die Symptomverteilungen fiir die beiden SNPs iNOS-954G—C und iNOS-1173C—T, fir CCTTT gy und
CCTTT(13) sowie fiir die Haplotypen iNOS—954G—>C/CCTTT(8) und iNOS—1173C—>T/CCTTT(13). AF = Allelfrequenz in
Prozent, x = beliebige Anzahl an CCTTT-Mikrosatellitenkopien aufler 8, y aufler 13, wt = Wildtyp, ht = Haplotyp
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Weiterhin wurden die erhobenen Daten unter Beriicksichtigung der bereits ermittelten
unabhéngigen Risikofaktoren fiir den fatalen Ausgang einer schweren Malaria (Bewusstseins-
verlust, Kreislaufkollaps, Hypoglykédmie, Malnutrition [96], siehe Abschnitt 3.1.1, Seite 38)
auf eine Assoziation zwischen den jeweiligen Genotypen und der Malaria-bedingten Letalitét
hin gepriift (siche Tabelle 3.9). So zeigte sich erst nach multivariater Adjustierung fiir diese

Pradiktoren ein 6-fach erhhtes bei Vorliegen des Haplotyps iNOS-1173C—T/CCTTT 33).

letal | Univariate Analyse Multivariate Analyse
in % | OR [95% KIJ; p-Wert OR [95% KIJ; p-Wert
Risikofaktoren
Bewusstseinsverlust
nicht vorhanden 5,9 1 1
vorhanden 37,0 | 10,7 [4,5-25,9]; <0,0001 8,6 [3,2-23,2]; < 0,0001
Kreislaufkollaps
nicht vorhanden 9,1 1 1
vorhanden 77,8 | 31,5 [6,1-354]; <0,0001 35,8 [5,4-237,2]; 0,0002
Hypoglykamie
nicht vorhanden 6,3 1 1
vorhanden 35,4 | 8,1 [3,4-19,3]; <0,0001 3,7 [1,3-10,5]; 0,01
Malnutrition
nicht vorhanden 7,8 1 1
vorhanden 16,0 | 2,2 [1,0-5,1]; 0,03 2,8 [1,1-7,0]; 0,03
iNOS-1173C—T/CCTTT 13
nicht vorhanden 10,3 | 1 1
vorhanden 20,8 | 2,3 [0,6-7,0]; 0,17 6,1 [1,6-24,1]; 0,009

Tabelle 3.9: Logistische Regressionsanalyse fiir Letalitdtspradiktoren und den Haplotyp
iNOS-1173C—T/CCTTT ;3.

Ergebnisse aus der logistischen Regressionsanalyse fiir iNOS-1173C—T/ CCTTT 13): Risiken nehmen auf die Referenz aller Ge-
notypen # iNOS-1173C—T/CCTTT 13y Bezug. Odds Ratio (OR) der Multivariaten Analyse sind nach Alter und Geschlecht
angepasst. KI = Konfidenzintervall

Wie der Haplotyp iNOS-1173C—T/CCTTT 13y geht auch der SNP iNOS-1173C—T
allein mit einem erhéhtem Risiko fiir den todlichen Ausgang einer schweren Malaria einher
(OR: 4,8; 95% KI: 1,3-17,8; p = 0,02). Fiir homozygote Gentriger CCTTT 13 ist dieses
Risiko etwa 8-fach hoher als das der Referenzgruppe (OR: 8,0; 95% KI: 1,3-49.8; p = 0,03),
hingegen zeigt die logistische Regression diese Assoziation fiir heterozygote Gentréiger des

CCTTT13)-Kopienallels nicht (OR: 1,6; 95% KI: 0,6-4,2; p = 0,4).
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