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1 Einleitung

Die Malaria ist nach wie vor eines der groften gleb Probleme unserer Zeit, vor allem fur
die Gesundheit und das 6konomische Wohlergehe#drdesten Teile der Welt. Es leben 3,2
Milliarden Menschen, dies entspricht 50% der Weltitkerung, in Malariagebieten, von
denen 350-500 Millionen jahrlich erkranken (1). ©fihr 60% der klinischen Malariafélle
und 80% der Malaria-assoziierten Todesfélle (c&.@2-1.126.000 pro Jahr) ereignen sich
in Afrika sudlich der Sahara. Die Leidtragenderdsmor allem Schwangere und Kinder unter
5 Jahren (2, 3). Seit Jahrzehnten gibt es intermalié Anstrengungen, die Malaria zu
bekéampfen. 1998 wurde die Organisation Roll Backakia (RBM), eine Kooperation aus
Forschungsgemeinschaften, internationalen Orgammeat und Regierungen betroffener
Lander, gegrundet. Als Ziel der Interessengemeafseturde 1998 formuliert, bis 2010 die
malariaassoziierten Morbiditats- und Mortalitdtdeahzu halbieren. In Zusammenarbeit mit
der WeltgesundheitsorganisatioWgrld Health OrganisatiofWHO) konnten in den letzten
Jahren Fortschritte in der Initilerung von Prograennzur Verhitung der Malaria und ihrer
Behandlung verzeichnet werden (3). Die Halbieruegrdalariaassoziierten Morbiditats- und
Mortalitdtszahlen wurde jedoch nicht erreicht. Pi@gramme beinhalten die Unterstitzung
von Projekten, die zu einem besseren Zugang zukdetdinten, zu Pravention und Kontrolle
der Malaria wahrend der Schwangerschaft und im &safter sowie zu einem verbesserten
Umgang mit Notféallen und Malariaepidemien fluhrenlleso (2, 3). Ein zusatzlicher
Schwerpunkt ist die Ausgabe von Insektizid-behaedeMoskitonetzen (insecticide-treated
nets, ITNS)

Ein besonderer Focus liegt auf der Pravention dalaNa wahrend der Schwangerschaft, da
Malaria wahrend der Schwangerschaft sowohl die emlighe als auch die fetale Morbiditat
und Mortalitdt erhoht (3). Jahrlich werden etwa 5WBlillionen Frauen in
Malariaendemiegebieten schwanger (4). Malaria mStdwwangerschaft kann zu matterlicher
Anamie, intrauteriner Wachstumsretardierung, Frbogéichkeit und niedrigem
Geburtsgewicht des Neugeborenen fiihren (2, 3).&8dlem das niedrige Geburtsgewicht ist
fur eine erhdhte Neugeborenensterblichkeit naclereMalaria in der Schwangerschaft
ausschlaggebend (2). Die Zahl der an den Folgeer éualaria in der Schwangerschaft
sterbenden Sauglinge liegt bei 75.000 - 200.000 Jador (1). Hinzu kommen noch ca.
881.000 Todesfélle jahrlich an Malaria wovon 91%Ainika zu finden sind, 85% davon bei
Kindern unter 5 Jahren.

Laut RBM werden Medikamentenresistenzen und denpbiggehe Gegebenheiten die

Morbiditat und Mortalitat der Malaria zukinftig no@rhéhen (3). Schlechte Infrastrukturen
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in den betroffenen Landern, Korruption, Krieg unth egeringer Bildungsstand der
Bevolkerung werden weiterhin vielen Menschen degafig zu Moskitonetzen, effektiven
Medikamenten und Krankenh&usern verwehren (1).

Die Aufgabe an die internationale Forschungsgernohaftist es, die ergriffenen Mal3hahmen
zur Bekdmpfung der Malaria regelmaf3ig zu kontro¢ie sowie ihre Effektivitat zu bewerten
und zu optimieren. Hierbei ist es zum einen wichtdge politischen und 6konomischen
Gegebenheiten der betroffenen Lander zu verstehen, geplante Projekte mit
groRtmoglichem Erfolg durchzufihren, zum andereoch smit der Untersuchung der
biologischen Mechanismen der Malaria zu beschaftigeel ist es, ein besseres Verstandnis
der physiologischen und pathophysiologischen Meshan der Malaria sowohl von
Erreger- als auch von Wirtsseite aus zur erlangen.

Ein Schwerpunkt liegt auf der Untersuchung des s§fgehoms. Die Entdeckung, dass
Veranderungen im Wirtsgenom, wie z.B. bei der Sm#kanlage, den Verlauf der Malaria
und ihren Krankheitsausgang beeinflussen kénnerfi(iit zu der Frage, ob es noch weitere
Veréanderungen im Wirtsgenom gibt, die die Manifésta der Malaria schwachen oder
verstarken. Die Untersuchung dieser Verédnderungem uhrer Physiologie, oder
Pathophysiologie, soll in der Zukunft dazu beitrageeue und effektive Praventions- und
Behandlungsstrategien gegen die Malaria zu entwickBin besseres Verstdndnis der
ablaufenden biologischen Mechanismen soll dabdehed.B. neue Medikamente zu finden
oder die Entwicklung einer Malariaimpfung vorangeilten. In diesen Rahmen ist auch die

vorliegende Arbeit einzuordnen.

1.1 Grundlagen der Malaria tropica
Die Malaria tropica wird vonPlasmodium falciparunausgeldst. Dieses gehdrt zu den vier
humanpathogenen Plasmodien (BP):falciparum P. vivax P. ovaleund P. malariae Sie
bilden zusammen mit Toxoplasmen und Leishmanien Kl@sse der Sporentierchen.
Wahrend der Blutmabhlzeit injiziert die weibliche @pheles-Micke mit dem Speichel
Sporozoiten, die binnen 30 Minuten in das Lebempergm eindringen und sich dort durch
ungeschlechtliche Vielteilung vermehren (SchizoggnbDie durch Teilung der Schizonten
entstandenen Parasitenformen heil3en Merozoitersejelangen nach mehreren Tagen aus
der Leber in die Blutbahn (Ende der Prapatenzzeitia)gen in Erythrozyten ein und
vermehren sich durch ungeschlechtliche Vielteil(egythrozytdre Schizogonie) bis der
Erythrozyt zerfallt. Durch den Zerfall der Erythyogn werden wieder Merozoiten frei,
8



welche neue Erythrozyten befallen. Nach ca. 5 Taljg@renzieren sich in den Erythrozyten
einige Merozoiten in weibliche (Makrogametozytemdumannliche (Mikrogametozyten)
Geschlechtsstadien. Die Gametozyten werden beir eaneeuten Blutmahlzeit von der
Anopheles-Miicke aufgenommen. In ihrem Magen vegemisich die Gametozyten zur
Zygote, welche die Magenwand der Micke durchdriAgi3erhalb der Magenwand entsteht
eine Oozyste, in der sich Sporozoiten entwickele, i die Speicheldrise der Micke
wandern (5). Von hier an beginnt der Zyklus aufsi®&e

Durch den Befall der Erythrozyten kommt es zu desteakturellen Veranderung. Die Dauer
des erythrozytaren Zyklus ist erregerabhéngig, wddes im Verlauf zu unterschiedlicher
Periodizitat der Fieberschibe kommt, z.B. 2 Tagd’beivaxund alle 3 Tage b&. malaria
Der Zerfall der Erythrozyten ist ein Grund fir dietstehende Ané&mie. Zusétzlich fuhrt die
Bindung von Parasitenkomponenten an befallene wslrgle roten Blutzellen zu einer
UberschieBenden Phagozytose durch aktivierte Makggm. In der Milz kommt es zur
vermehrten Aussonderung der verdnderten Erythrozyte Knochenmark zur Drosselung
der Knochenmarksfunktion und zu Dyserythropoeselefu setzt eine Autohamolyse ein (6,
7, 8). Diese Mechanismen tragen zur Anamie bei kiwdhen auch zu Neutropenie und
Thrombozytopenie fuihren (6, 9).

Gelangt der Erreger in die Blutbahn, wird das aongete Immunsystem durch spezielle
Oberflachenphospholipide aktiviert. Die angeborensunabwehr erkennt zum einen d&s
falciparum Oberflachenphospholipid GlykosylphosphatidylinosiGPI), zum anderen das
hydrophobe Hampolymer Hamozoin (HZ), das wahrend ldéektion freigesetzt wird.
Anschlie3end wird eine inflammatorische Zytokinkad& in Gang gesetzt. Hierbei werden
der Tumornekrosefaktax- (TNF-a) und Interleukin-1 (IL-1) freigesetzt, diese inderen
weitere proinflammatorische Interleukine (z.B. 11-@0). Die Interleukinausschuttung ist
malgeblich an der Entwicklung des Fiebers beteilfjidem ist die Suppression des
Knochenmarkes vermutlich TNé~vermittelt (6, 9).

Mit P. falciparuminfizierte Erythrozyten bilden an der Oberflachegsnannte Knobs aus.
Diese werden durch dax falciparumErythrozyten Membran Protein (PfEMP1) gebildet
und vermitteln die Bindung an verschiedene Rezeptates Endothels (Zytoadhaerenz).
Durch diese Bindungen kommt es zur Sequester- uoseti®nbildung, die zu lokalen
Entztndungsreaktionen, Mikrozirkulationsstérungend uGewebsischamie fuhren. Die
Sequesterbildungen sind der Grund fur die schwengankomplikationen der Malaria, wie

Lungenddem, Nierenversagen, Multiorganversagerzenebrale Malaria (6, 7, 9).



Die klinische Manifestation der Malaria tropica gmom Immunstatus des Wirtes ab. Durch
regelmafigeP.-falciparuminfektion kommt es in Endemiegebieten zur Entwiockjueiner
Semiimmunitéat, die im Alter von ca. 5 Lebensjahrenlistandig ausgereift ist. Diese
erworbene Immunitat schitzt die Menschen vor dewsecen Malaria, eine asymptomatische
Parasitamie ist in Gebieten mit hoher Transmissaiadei Erwachsenen der Regelfall. (9).
Es gibt zwei Lebensabschnitte, in denen es vernzeinrklinisch manifesten Malaria kommt.
Zum einen die frihe Kindheit (0,6 bis 5 Lebensjahreder sich die Semiimmunitat erst noch
entwickeln muss. Zum anderen die erste Schwangaftscéh der es zu einer Infektion mit
relativ immununfremden plazentaadharenenfalciparum-Stammen kommt, die den Wirt
nur in der Schwangerschaft befallen kbnnen (11).

Die ersten Symptome der Malaria tropica sind un§geh. Initial kann der Patient die
Zeichen einer einfachen Grippe empfinden, wie Kcpfserzen, Miudigkeit, Ubelkeit,
Muskelschmerzen, Durchfall und leichtes Fieber. déitn Zerfall der Erythrozyten kommt es,
durch die Freisetzung von endogenen Pyrogenen, Kandinalsymptom der Malaria,
plotzlich ansteigendem, hohem Fieber mit Schutstfr Zusatzlich kann es zu starken
Kopfschmerzen, Unwohlsein und Appetitverlust kommé&tach dem Fieber folgt eine
Periode mit starkem Schwitzen und Erschoépfung. @&eer Infektion mitP. falciparum
kénnen sich die Symptome der schweren Malaria binmeniger Tage ausbilden und tddlich
sein (9). Die schwere Malaria ist nach WHO-Kritarigekennzeichnet durch zerebrale
Malaria mit Bewusstseinsverlust, schwere Anamie,erdiiversagen, Lungenddem,
Hypoglykamie, Kreislaufversagen mit Schock, spoesanZahnfleisch-, Nasen- oder
gastrointestinales Bluten, generalisierte Krampiadose, makroskopische Haemoglobinurie
sowie die postmortale Diagnose (12).

1.1.1 Malaria tropica in der Schwangerschaft

Die P.-falciparuminfektion in der Schwangerschaft ist in vielen Emdsgebieten die
Hauptursache fur mutterliche Anamie, Friuhgeburtrauterine Wachstumsretardierung,
geringes Geburtsgewicht und schlie3lich Saugliegekthkeit (11, 13). Ein erhéhtes
Infektionsrisiko liegt besonders bei Erstgebarendam Die haufig symptomatische Infektion
in der ersten Schwangerschaft wird vor allem auf Befall mit noch immununbekannten
plazenta-adhaerenteR.-falciparumStammen zurickgefuhrt (14). Zuséatzlich kommt es
wahrend der Schwangerschaft zu einer physiologmsdhenmunsuppression. Eine ebenfalls
physiologische Verjingung der Erythrozytenpopulatibietet zusammen mit der nicht

seltenen Erhdhung der Glukosekonzentration im pergn Blut ideale Voraussetzungen fur
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die Vermehrung vonP. falciparum Dartber hinaus erhalten Schwangere in den
Endemiegebieten 3-5 mal mehr Moskitostiche als rhcatschwangeren Altersgenossinnen.
Die Ursachen hierfur sind unklar (13, 15).

Die plazentaadharentef.-falciparumStamme exprimieren PfEMP1-Varianten, die an
spezifische Liganden der plazentaren Synzytiotrbfgstenmembran binden (16). Die
Bindungsdoméne des PfEMP1 wird klonal expimiert, ®chvariabel und stellt das
Hauptantigen in der Erkennung des Erregers dar. 28)plazentaadharent-falciparum
Stdmme im Kindesalter nur sehr unwahrscheinliche einfektion etablieren kodnnen,
unterbleibt die Ausbildung von spezifischen Immuchanismen in diesem Lebensalter. Die
Erstschwangere sieht sich daher mit einem relaimunfremden Erreger konfrontiert. Es
resultiert eine weitgehend uneingeschrankte parasitMultiplikation vor allem im
intravilldosen Raum, und es kommt zur ausgepragtéms&hen Manifestation (16). Im
Verlauf der ersten und insbesondere mit weiterehw@ogerschaften entwickeln sich
effektive Immunmechanismen. Das Parasitenwachstunth kontrolliert und die klinische
Manifestation wird geringer (17).

Bei ungehemmter Vermehrung der Parasiten resuitieiree Sequesterbildung in der Plazenta
und eine exzessive lokale Akkumulation von befaterErythrozyten, was zur Induktion
einer proinflammatorischen Antwort von Makrophager Zytokinausschuittung fuhrt. Diese
ist Uber die Plazentaschadigung mit einer intranger Wachstumsretardierung des Feten,
sowie ein geringes Geburtsgewicht und Frihgebbk#it vergesellschaftet (18). Bei der
histopathologischen Untersuchung einer kitfalciparumbefallenen Plazenta findet man in
den intervillosen R&aumen Infiltrationen mit Entzindszellen, Chorionnekrosen und
Trophoblastenverdickungen, die das fetale Wachsiogiinstig beeinflussen (19).

Das angeborene Immunsystem scheint einen entscldeideBeitrag zur Bekampfung des
Parasiten in der ersten Schwangerschaft beizusteMeranderungen in den Signalkaskaden
des angeborenen Immunsystems scheinen eine Roligeefivanifestation der Malaria tropica
zu spielen (11). Eine entscheidende Rolle in dgebharenen Immunantwort haben die Toll-
Like-Rezeptoren (TLR). Es konnte gezeigt werdenssd&eranderungen in TLRs zur

Verstarkung der schweren Malaria im Kindesalterdah(20).

1.1.2 Malaria tropica im Kindesalter
In den Hochendemiegebieten verlaufen Infektionet Fnifalciparumim Kindsalter in der
Regel unkompliziert. Allerdings kommt es in 1-2%r deille zu schwerer Malaria. Die

Letalitatsrate der schweren Malaria liegt zwisch&50% (1, 9). Die hdchste
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malariaassoziierte Morbiditats- und Mortalitatsratelet man im Altersabschnitt 0,5-5 Jahre
(3). Neugeborene und Sauglinge sind das erste hklbe weitgehend durch mdutterliche
Antikdrper geschutzt (9). Ein weiterer Schutz vamee Infektion ist das anfanglich noch
vorhandene fetale Hamoglobin (HbF), welches dusmihemn strukturellen Unterschied zum
Hamoglobin des Erwachsenen (Hb) den Befall Ritfalciparumerschwert (9). Bis zum
Erlangen einer Semiimmunitat, die sich in Gebiatehhoher Transmissionsrate bis zum 5
Lebensjahr entwickelt, spielt das angeborene Imysiam eine wesentliche Rolle in der
Abwehr des Parasiten (9).

Warum einige Kinder schwer an Malaria erkranken andere nur eine leichte oder gar keine
Malaria bekommen, ist Gegenstand der Forschung. Wéamutet einen Zusammenhang mit
der Erkennung des Parasiten durch das angeboremensystem, beziehungsweise einen
Zusammenhang mit Defekten im angeborenen Immumaysteeziell den TLRs (20, 21).
Bisher konnte gezeigt werden, dass Veranderungedem TLRs zu einer verstarkten

Manifestation von schwerer Malaria im Kindesali@nren (20).

1.2 Die Bedeutung von Toll-like Rezeptoren

Das menschliche Immunsystem reagiert mit verschieldlechanismen auf das Eindringen
von Pathogenen. An der Immunantwort sind eine ¥“dlizvon Organen, Zellen und
Botenstoffen beteiligt. Im Wesentlichen wird zwisohder angeborenen und der erworbenen
Immunitat unterschieden.

Das angeborene Immunsystem ist ein evolutionstberddes System zur Abwehr von
mikrobiellen Infektionen. Die Toll-Like-RezeptoréfLR) gehdren zu einer Hauptklasse von
Rezeptoren, die molekulare Strukturen von versame8athogenen, sogenannte pathogen-
assoziierte- molekulare Mustguathogen-associated-molecular pattéfAMP)), erkennen.
Die Gruppe der Pathogene umfasst Bakterien, ViPdne und Protozoen. Auf die Erkennung
des Pathogens folgt eine Signalinduktion durchldiRs, aus der eine Expression von Genen
folgt, die zur Inflammation, zur Induktion der antalen Antwort und zur Aktivierung von
dendritischen Zellen fihrt. Je nach TLR aktivierdiese Uber verschiedene Signalwege
Transkriptionsfaktoren, die zu einer Zytokinaussttimg fuhren, um spezielle biologische
Antworten gegen den eindringenden Mikroorganismesvdrzurufen (22). Durch die
Entdeckung der TLRs wurde die These unterstiitzsés dédas angeborene Immunsystem
spezifisch reagiert und unterscheiden kann, umhweefat Pathogene es sich handelt (23).

Die Aktivierung des angeborenen Immunsystems st ®iorbedingung fur die Induktion des

erworbenen Immunsystems. Die Erkennung der PAMPwt flizur Aktivierung von

12



Makrophagen und so zur Phagozytose des mikrobi@eganismus und anschlieRend zur

Antigenprasentation, welche die Induktion des emvan Immunsystems hervorruft (24).

1.2.1 Aufbau und Signaltransduktion von TLRs

Bis heute sind 11 Mitglieder (TLR1-TLR11) der TLRufilie bekannt. Es handelt sich um
integrierte Membranglykoproteine Typ 1, die in thegtoplasmatischen Region homolog zu
den Interleukin-1 Rezeptoren (IL-1R) sind, die zthsi in Insekten gefunden und als wichtig
fur die Immunabwehr beschrieben wurden (22). SowlidlTLRs als auch der IL-1R haben
einen aus ca. 200 Aminoséauren bestehenden zytogiigsiten Teil, die sogenannte Toll/IL-
1R-(TIR) Domaéne. Innerhalb der TIR Doméane umfasden homologen Regionen drei
Boxen, welche entscheidend fiir die Signaltransduaktind (22).

Die TIR-Domane besteht aus eireHelix und einef3-Faltblattstruktur, die durch Schleifen
(Loopg verbunden sind (22). Die extrazellularen Regiongterscheiden sich allerdings
deutlich (24). Die TLRs haben eine leucinreiche &émolung keucin rich repeatLRR) in
Form einer Hufeisenstruktur, von der angenommed,vdass ihre konkave Oberflache direkt
fur die Erkennung der Pathogene verantwortlichDs& Transmembrandomane besteht aus
ca. 60 Aminosauren und enthélt 2 bis 4 Cysteinleaust(schematischer Aufbau siehe Abb.
1) (25).

IL-1R TLR

LRRs

TIR daomain

Abbildung. 1: Darstellung eines TLR und des IL-1i® §25).
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Die jeweilige subzellulare Lokalisation der Rezeptohangt mit dem molekularen Muster
ihrer Liganden zusammen. So befinden sich zum B#ispLR2 und TLR4 auf der
Zelloberflache von Makrophagen, sie aktivieren @bkagosomen, nachdem der Ligand
gebunden hat. Im Gegensatz dazu befindet sich TihR&ndoplasmatischen Retikulum und
erkennt nukleinsduredhnliche Strukturen (22).

Nachdem der Ligand an die LRR des TLR gebundenvieaschmelzen sie miteinander und
der Rezeptor verandert seine Form, so dass die DbiiR&ne im Zytoplasma eine
Signalkaskade anstol3t. Diese beinhaltet die folgenilolekile: Myeloid differentiation
primary-respons€MyD88), IL-1R-associated kinag¢RAKS), Transforming growth factof?
(TGF)-activated kinase (TAK1), TAK1-binding protein 1 (TABl1l), TAB2,
Tumornekrosefaktor (TNF) und derNF-receptor-associated factor @RAF6) (25). An
ihrem Ende steht die Transkription von ®B; TNF-a und IL6, die zur Induktion der
proinflammatorischen Antwort fuhrt (26) (Schematis®arstellung siehe Abb.2).

TLR

E

MAP kinases

C::n:::ﬂ&)

Nuclear membrane 14



Abbildung 2: Darstellung der TLR-Siganlkaskade é5.

1.2.2 Die Bedeutung von Punktmutationen

Punktmutationen sind Veranderungen im genetischedeC Es handelt sich um den
Austausch von einzelnen Basen in der DNA. Ein smidkustausch kann zur Verénderung
der Aminosauresequenz und so zu sinnverandertansodentstellenden Mutationen, sowie
zu stillen Mutationen fuhren. Im Falle der stillstutation ergibt sich keine Konsequenz, da
beide Basen fiur die Aminosaure kodieren kbnnen.déir Trager einer sinnveranderten oder
sinnentstellten Punktmutation bedeutet dies entwedwe fehlerhaftes, und somit in seiner
Funktion eingeschranktes, oder gar kein funktiortgifjes Protein. Dies fihrt meistens dazu,
dass der Trager den Belastungen der Umwelt scleleemtsprechen kann. So fihren zum
Beispiel verschiedene Punktmutationen im InterleukD Gen zum erhéhten Risiko flr
Asthma, systemischen Lupus erythematodes und Astk2i7).

Es gibt aber auch Beispiele in denen die Punktnaun@mh zu einem Selektionsvorteil werden,
wie es bei HbC der Fall ist. Dies ist ein Polymasphus in den roten Blutkérperchen, der
durch eine Strukturverdnderung der Erythrozyten der Entwicklung einer schweren
Malaria schutzt (28).

Die Bedeutung von Punktmutationen in Toll-like-Remeen ist zurzeit Gegenstand der
Forschung, auch im Hinblick auf die Frage, inwievge fur die Manifestation von Malaria

Bedeutung haben.

1.2.3 Die Bedeutung von TLRs in Bezug auf die.-falciparum-nfektion

Studien haben gezeigt (20, 27, 29, 30), dass diesTih die Erkennung von Plasmodien und
in die Pathogenese der Malaria involviert sind. &dat al. beobachteten, dass MyD88, ein
zentraler Mediator des TLR- und IL-Signalwegs, éigier P.-bergheilnfektion bei Mausen
fur die Induktion von IL-12 in dendritischen Zellenforderlich ist (31). Krishnegowdat al.
untersuchen den TLR Signalweg in Bezug auf die irkag vonP. falciparum TLR2 wurde
als Hauptrezeptor fur die Erkennung dresfalciparumGlykosylphosphatidylinositols (GPI)
identifiziert (10). Weiter wurde TLR9 als Rezepftioir die Erkennung vorP. falciparum
DNA beschrieben (30). Neben TLR2 und TLR9 ist adtiR4 an der Erkennung voR.
falciparum mittels der Detektierung von GPI beteiligt (1Mockenhauptet al. untersuchten
in einer Studie in Ghana Kinder auf bekanfht&k2-Polymophismen, mit der Hypothese, dass

TLR2Varianten zu einer verstarkten Manifestation deshweren Malaria fihren.
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Mockenhaupt et al konnten keine Polymorphismen inTLR2Gen finden. Daraus
schlussfolgerten sie, dass Veranderungen im TLR2nilemiegebieten nachteilig sind (20).
Zusatzlich wurden in dieser Studie bekaniieR4- und TLR9Polymorphismen TLR4-
D299G , TLR4Thr-991le TLR9T-1237C TLR9T-1486C) untersucht. Es konnte zeigt
werden, dass diese Polymorphismen bei den Kindefdhana vorliegen. FUFLR4D299G
und TLR4-T3991 wurden ein erhbhtes Risiko schwerer Malagadhrieben (20). Ob diese
TLR-Varianten zu Veranderungen in der Manifestationr ddalaria wahrend der
Schwangerschatft fiihren, ist bisher nicht bekanaoth®ob andere selten€t.R4Varianten zu
Verstarkung der Manifestation von Malaria im Kindksr fuhren wurde bisher nicht

untersucht und ist deshalb Gegenstand dieser Arbeit

1.2.4 Der Toll-like-Rezeptor 9 (TLR9)

Das Gen des TLR9 liegt auf dem Chromosom 3p21.B.TRR9 wird im endoplasmatischen
Retikulum von Makrophagen und dendritischen Zeleetprimiert. TLR9 erkennt nicht-
methylierte CpG DNA, welche Bestandteil von ViremduBakterien ist (32). Die Erkennung
von P. falciparumdurch TLR9 ist hier eine Ausnahme, da die PanaditSA nicht CG-
sondern AT-reich ist mit einzelnen kleinen CG-Abstien (32). Parrochet al. konnten in
ihrer Studie zeigen, dass diese AT-reiche DNA nsittéémozoin (HZ), das durch den Verdau
von Hamoglobin in den befallen Erythrozten zu hydrmpen Hampolymeren entsteht, dem
TLR9 prasentiert wird (30). In der Schwangerschaitnmt es zu einer Akkumulation von
Hamozoin in der Plazenta (14). In diesem Zusammanistellte sich die Frage, ob TLR9-
Polymorphismen zu Verstarkung der Malaria in dehvangerschaft fuhren, da die
Signalkaskade der angeborenen Immunantwort gessisrkonnte.

Lazaruset al untersuchten in ihrer Studie 71 Individuen ausi @tbnischen Gruppen
(afrikanische, européaische, spanische AmerikangrPanktmutation im TLR9. Sie konnten
vier Punktmutation identifizieren, die haufig vorkmen: TLR9T-1486C TLR9T-1237C
TLR9G-1174Aund TLR9-G-2848A (27).

In einer daran anschlielBenden Kohortenstudie kogint&usammenhang zwisch&hR9-T-
1237C und einem erhodhten Risiko fur Asthma gezeigtden (33, 34). Zudem werden
Zusammenhange zwischen den vier Punktmutationen @ydtemischem Lupus
erythematodes sowie Morbus Crohn vermutet (35)s®ikonnten bisher allerdings nicht
bestatigt werden (27). Wie bereits erwahnt wurdem Mockenhaupet al in einer Studie in
NordghanaTLR9-T4237C und TLR9-T1486C untersucht. Es konnte kein signifikanter

Zusammenhang zwischen den Polymorphismen und deifddtation von schwerer Malaria
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festgestellt werden, doch zeigte sich eine Prazalem jeweils tGber 50% (20). Ob es einen
Zusammenhang zwischen Malaria in der Schwangernsclhiad den o.g. TLRS
Polymorphismen gibt, ist nicht bekannt, weswegerfig diese Arbeit ausgewahlt wurden.

1.2.5 Der Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4)

Der Toll-like 4 Rezeptor (TLR4) ist der am besteamstandene TLR. Das Gen des TLR4 liegt
auf dem Chromosom 9q32-q33. Der Rezeptor wird Wlemain der Milz, auf Monozyten und
peripheren Lymphozyten exprimiert (36). Die Funitabes TLR4 ist vor allem die friihzeitige
Erkennung von gram-negativen Bakterien. TLR4 reagigpezifisch auf bakterielle
Lipopolysaccharide (LPS), die Bestandteil der grasgativen Zellwand sind (37) und fuhrt
zu Transmembransignaltransduktion. Zudem spielt &'ldthe entscheidende Rolle in der
Erkennung von Glycoinositolphospholipiden (GIPIsnvirypanosoma cruzi38) sowie fir
die Erkennung voispergillus fumigatusnd viralen Proteinen (39).

Krishnegowdaet al. konnten zeigen, dass neben TLR2 auch TLR4 in dierthung vorP.
falciparuminvolviert ist (10). Die Induktion der Signalkasleawird wie bei TLR2 tuber GPI
vermittelt (10).

Smirnovaet al. untersuchten in einer Studie TLR4 auf Polymorpleisn40). Es gibt zwei
Punktmutationen, die haufig in der kaukasischentB@&rung vorkommenTLR4D299G
und TLR4T399I (41). Sie befinden sich in der extrazellutarBegion des Rezeptors.
Patienten mifTLR4D299G haben bei Endotoxinexposition ein erhdohteskBRiAsthma und
andere Atemwegserkrankungen zu entwickeln (42).t&kken hat man bei Patienten, die an
schwerer Meningokokkenmeningitis erkrankt warerstdestellt, dass sie vermehrt seltene
TLR4Punktmutation aufwiesen, welche zur erniedrigtenstbilitat gegentber bakteriellem
LPS fuhren und so zur Verstarkung der ManifestatienErkrankung (37).

In der bereits erwdhnten Studie von Smirnetal fanden sich zwei Polymorphismen vor
allem bei Afroamerikanern und Kamerunefi,R4E474K undTLR4Q510H, die beide die
extrazellulare Region betreffen (41).

In Bezug auf die Malaria konnte bisher von Mockangiet al gezeigt werden, dass die
beiden Polymorphisme@LR4D299G und TLR4T3991 von Bedeutung sind (20). In
Nordghana zeigten Kinder mit den Polymorphismenlegia und 2,6-fach erhdhtes Risiko, an
schwerer Malaria zu erkranken (20). Ob es einenamusenhang zwischen den beiden
bekannten Polymorphismen und der ManifestationMigiaria wahren der Schwangerschaft
gibt, ist bisher nicht bekannt. Ob es andBt&4Polymorphismen in der Region gibt und ob
sie in Zusammenhang mit der Manifestation der Mal&nopica stehen, ist ebenfalls nicht
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bekannt. Daher wurdéeRLR4-D299G undlLR4-T399I (Schwangerschaftsmalaria) uRdR4-
E474KundTLR4-Q510Hschwere Malaria) fur diese Arbeit ausgewahlt.
1.3 Fragestellung und Zielsetzung
Es gibt zwei Lebensabschnitte in denen das Rigikeiaer Malaria zu erkranken erhoht ist.
Hierbei handelt es sich zum einen um die fuhre Keid (0,5-5 Lebensjahre) und zum
anderen um die Schwangerschaft, vor allem die His®). Beide Lebensabschnitte sind
durch ein sich noch im Aufbau befindliches oder ureichend aufgestelltes erworbenes
Immunsystem gekennzeichnet. Das hat zur Folge, dissImmunabwehr Uber das
angeborene Immunsystem in den Vordergrund ricke Doll-Like-Rezeptoren (TLR)
gehoren zu einer Hauptklasse von Rezeptoren, diekmlare Strukturen von verschieden
mikrobiellen Pathogenen im angeborenen Immunsystd@nnen und spielen eine Rolle in
der Erkennung voR. falciparum(10, 25).
Es konnte bereits in verschieden Studien gezeigtleme dass Polymorphismen in TRLs die
Manifestation verschiedener Erkrankungen beeindlnsé34, 35, 37). Deshalb liegt die
Hypothese nahe, dass Polymorphismen in den fiividlaria relevanten TLRs (TLR2, TLR4,
TLR9) auf die Manifestation der Malaria einwirkedrkien. Im Kindesalter kbénnte das die
Manifestation der schweren Malaria betreffen, ir @&hwangerschaft die mitterliche
Andmie, fetale intrauterine Wachstumsretardierurigiihgeburtlichkeit und niedriges
Geburtsgewicht.
Eine vorangegangene Studie aus Ghana konnte zelges]LR4D299G und TLR4T399I
das Risiko kindlicher schwerer Malaria erhohen bakanntelT LR9PolymorphismenTLR9-
T-1237C TLR9T-1486) mit hohen Pravalenzen vorliegen (20). B4 bisher keine Daten
zur Auswirkung diesefLR4 und TLR9Polymorphismen auf die Manifestation der Malaria
bei Erstgebarenden.
Gegenstand der vorliegenden Arbeit war es daherAdswirkungen dieser Polymorphismen
auf Risiko und Manifestation der Malaria in dertenrsSchwangerschatft zu untersuchen.
Seltene TLR4Polymorphismen, die mit einer verstarkten Manddenh der
Meningokokkensepsis einhergehen, wurden vor allemABroamerikanern und Kamerunern
beobachtet (41). Zwei von dies€hR4E474K undTLR4-Q510H wurden ausgewahlt, es soll
untersucht werden, ob sie Auswirkungen auf Risikd Manifestation der schweren Malaria
im Kindesalter haben. Zuséatzlich wurde dilR-Doméane des TLR4 auf noch unbekannte
Polymorphismen untersucht und auf einem Zusammenhait der Manifestation der
schweren Malaria hin gepruft. Ziel war es hier, 2ufklarung des Wirkmechanismus des
TLR4 in Bezug auf die Manifestation der schwereridvla beizutragen.
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Zusammenfassend sollen in der vorliegenden ArbeitdR4 und TLR9Polymorphismen in

Bezug auf die folgenden Fragen untersucht werden:

1. Besteht bei Erstgebarenden aus Ghana ein Zusamngenbaischen den
PolymorphismenTLR4D299G und TLR4T399] und dem Risiko bzw. der
Manifestation der Malaria in der Schwangerschaft?

2. Haben die PolymorphismeiLR9T-1237C und TLR9T-1486C Einfluss auf
Risiko und Manifestation der Malaria bei Erstgelden aus Ghana?

3. Finden sich dieTLR4PolymorphismenTLR4E474K und TLR4Q510H bei
Kindern aus Nordghana?

4. Lasst sich ein Zusammenhang zwischen den beideymBgbhismen und dem
Risiko und der Manifestation der schweren Malamakiindesalter herstellen?

5. Finden sich Polymorphismen in délR-Domane des TLR4 und haben sie einen

Einfluss auf die schwere Malaria?
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2 Patienten, Material und Methoden

Die Proben, die im Rahmen der vorliegenden Arbetersucht wurden, stammen aus zwei
Studien zu Malaria: zum einen aus einer Quersdhtndie, die 2000/2001 in der Ashanti-
Region in Ghana bei 893 gebarenden Frauen durdigeviirde; zum anderen aus einer Fall-
Kontroll-Studie, die 2002 in Tamale, Nordghana, &) Kindern durchgefuhrt wurde.

Die Verfasserin dieser Arbeit hat sich an der Tigoisng der Gebarenden vdmR4D299G
und TLR4-T399I, sowie die deSLR3T-1237C undlTLR9T-1486C, mittels Real-Time-PCR
(Lightcycler) beteiligt (Eigenanteil ca. 30%; Gedargebnisse wurden von S. Roéwer und
Prof. Mockenhaupt zur Verfigung gestellt). Zudem tha Verfasserin selbstandig mittels
Real-Time-PCR und Restriktionsverdau von 300 Kindars Ghana auf die Polymorphismen
TLR4E474K undTLR4-Q510H hin untersucht, die Sequenzierung auf nem&tRuwtationen

in derTIR-Domane des TLR4 vorgenommen und die Daten ausgswert

2.1 Studienort und Studiendesigns der Studie zu salangeren Frauen in
Agogo

Die Proben der Erstgebarenden stammen aus demndelméschen Agogo in der Ashanti-
Region, Ghana. Dort wurden zwischen Januar 2000Jandar 2001 893 gebarende Frauen,
im Rahmen eines Kooperationsprojektes des Institfile Tropenmedizin Berlin und der
University of Science and Technologie Kumasi unsl Beesbyterian Hospital Agogo, fir eine
Querschnittstudie rekrutiert (43). Das Studienpgtoiowurde von der Ethikkommision der
School of Medicine, University of Sciece and Tedbgy Kumasi gepruft und freigegeben.
Die Frauen wurden klinisch untersucht und ihre sizonomischen Daten dokumentiert.
Ihnen wurde EDTA-Blut abgenommen und Blut aus datervilldsen Raum der Plazenta
gesammelt. Die Malariaparasiten wurden in plazentaund in vendsen Blutproben
mikroskopisch am Giemsa gefarbten Dicken Tropfenl@0 mikroskopische Felder (1000x)
ausgezahlt und das Leukozyten-assoziierte Hamoxzoide bestimmt. Fir die Bestimmung
der peripheren Parasitendichte wurden die ErregerGemsa gefarbten Dicken Tropfen
bezogen auf 500 Leukozyten ausgezahlt und in RandsL umgerechnet. Der
Hamoglobinwert (Hb) wurde photometrisch gemesseen(éiCue) und eine Anéamie als Hb
<l1lmg/dl definiert. Das kindliche Gestationsalteurge mittels dem morphologischen
Finnstrom Score ermittelt und ein Gestationsalten w37 Woche als Frihgeburtlichkeit
definiert (44). Ein zu niedriges Geburtsgewicht lagj <2500g vor. Fur das zu niedrige
Geburtsgewicht ergab sich eine weitere Einteilungfriihgeborene und termingerecht
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geborene Kinder. Die genomische DNA peripherer pladentarer Proben wurde mit einem
Kit extrahiert (QIAmp, Qiagen).P. falciparum wurde in peripheren und plazentaren
Blutproben mittels PCR nachgewiesen. Details ddekdachungen, sowie die Charakteristika
der Studiengruppe wurden bereits publiziert (43).

Von diesen 893 Gebarenden wurden fur die vorliegekrtbeit 304 Erstgebarende untersucht,
da bei diesen keine oder kaum Stamm-spezifischeulmtét gegeniber den Plazenta-
adarenter. falciparumStammen zu erwarten ist (17, 45).

2.2 Studienort und Studiendesigns der Fall-Kontroktudie in Tamale,

Nordghana

Die Patientenproben der Kinder stammen aus einéKBbatroll-Studie, die von August bis
November (Regenzeit) 2002 in Tamale, Nordghana katitut fir Tropenmedizin Berlin in
Kooperation mit dem Tamale Teaching Hospital, dgettihrt wurde. Die Studie wurde von
der Ethikkommission der University for Developme$tudies in Tamale geprift und
freigegeben. Tamale ist die Provinzhauptstadt Nierthern Regionmit ungefahr 350 000
Einwohnern und liegt in einem Gebiet, welches hgpdemisch fuP. falciparumist (46).

Fir diese Fall-Kontroll-Studie wurden 290 Kinder Atter zwischen 0,5 und 9 Jahren, die im
Tamale Teaching Hospital auf der Kinderstation beleét wurden und die WHO Kriterien
(WHO 2000) fur schwere Malaria erfullten, rekrutidflr jedes dieser Kinder wurden aus
einem Pool von 2107 Kindern aus Tamale und secitenee umliegenden Distrikten je zwel
Kontrollen nach Alter und Geschlecht gematched:asymptomatisches Kind mit Nachweis
von P. falciparumim Dicken Tropfen und ein gesundes Kind (28).

Es wurden die rektale Temperatur, die Herzfrequéie Atemfrequenz und der Blutdruck
dokumentiert. Unterernahrung wurde nach deeihgt-for age(WAZ) score< -2 basierend
auf derNational Center for Heatlth StatistiHyattsvill, MD) festgelegt. Schwere Malaria,
Hypoglyk&dmie und Hyperlaktatamie wurden wie folgtfidiert: Hb < 5g/dL, Glukose <
40mg/dL, Laktat > 5mmol/L. Eine schwere Malaria deimach geltenden WHO-Kriterien
(WHO 2000) festgelegt, nachdem ausgeschlossen wdeds keine andere Erkrankung fur
die vorliegenden Symptome verantwortlich war: lvsete Andmie, 2. Erschopfung (definiert
als Unfahigkeit zu sitzen oder zu essen, wenn soigflich), 3. Atemnotsyndrom (definiert
als Nasenfligeln, subcostale Einziehungen und KasbkArtmung), 4. Krampfanfalle
(definiert als Fallbezogene Anfélle innerhalb vodh2und ein beobachteter Anfall), 5.
Bewusstseinstérungen (definiert nach dem Blantyweré& < 3), 6. klinische Gelbsucht, 7.

Hamaturie (verifiziert durch Urinstick (Combur, Rm)) (28).
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Bei den Kindern wurde eine vendse EDTA-Blutentnaltmechgefiihrt und daraus die DNA
extrahiert (QIAmp, Qiagen) (28). Die Malaria-Patasiwurden anhand des Giemsa geféarbten
Dicken Tropfens im Bezug auf 200 Leukozyten ausgezahlt und durch ein PCR-Vegfah
verifiziert (28).

Patienten mit schwerer Malaria erhielten fur 5 TAgesunat (Plasmotrim; Mepha Pharma)
in einer Dosis von 5 mg/kg Korpergewicht mit dempgdelten Dosis am ersten Tag. Die
Kinder aus der parasitamischen Kontrollgruppe #dmeSulfadoxin-Pyrimethamin, wenn die
Parasitendichte > 5000 Parasitéwar (47).

Fur die vorliegende Arbeit wurden insgesamt 300démuntersucht, 100 pro beschriebener

Gruppe (schwere Malaria, asymptomatisBhdalciparuminfektion, gesunde Kinder).

2.3 Nachweis derTLR4- und TLR9- Polymorphismen per Real-Time-
PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. PolymeraseirCR&action, PCR) ist ein Verfahren,
das 1984 von Kary Mullis entwickelt wurde, um Dolgpeang-DNA zu vervielfaltigen.
Hierzu bringt man die zu replizierende DNA-Vorlageeinem Reaktionspuffer zusammen
mit thermostabiler DNA-Polymerase, zwei Oligonukidprimern und Nukleotiden. Dieser
Ansatz wird anschlielBend einer Reaktionskette venschiedenen Temperaturschritten
unterzogen: Denaturierung, Annealing und Elongation

Denaturiert wird bei einer Temperatur Gber 90°Qiedldrennen sich die beiden DNA-Strange
voneinander. AnschlieRend wird die Temperatur dthaef die festgelegte Annealing-
Temperatur der Oligonukleotidprimer abgesenkt, daeise mit dem ihnen komplementéren
3’-Ende der Einzelstrang-DNA hybridisieren kénndm néchsten Schritt wird die
Temperatur auf das Temperaturoptimum der DNA-Pomase erhéht (Elongation). Die
DNA-Polymerase beginnt nun die im Uberschuss vateaan Nukleotide an den jeweiligen
Einzelstrang anzubauen, bis die DNA wieder in ihtgspringlichen Zustand vorhanden ist.
Anschliel3end wird wieder auf Giber 90°C erhitzt deed Zyklus beginnt von vorne (48).

2.3.1 Real-Time-PCR

Die hier verwendete Methode ist eine modifizier@R; die sogenannteeal-Time-PCRDas
zugehorige Gerat ist der Roche Lightcycler. Bieal-Time-PCRhat es moglich gemacht, in
nur einem Ansatz sowohl quantitativ zu amplifizieals auch mittels einer Schmelzkurve
Polymorphismen nachzuweisen. Hierzu hat man dipringlichen PCR-Gerate kombiniert

mit Fluoreszenz-Detektionegl. Fluorescence resonance energy transfeRET). Dem
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PCR-Ansatz werden zusatzlich zwei Oligonucleotid®mm eine Sensorsonde und eine
Ankersonde, hinzugefiigt. Die Sensorsonde ist scstkoiert, dass sie genau an den zu
untersuchenden DNA-Abschnitt passt, die Ankersobidelet 1 bis 10 Nukleotide weiter.
Wenn sich beide Sonden gleichzeitig an der DNA garie kann eine Lichtemission
definierter Wellenlange gemessen werde. Je meheAnid Sensorsonden sich gleichzeitig
anlagern, desto hoher wird das gemessene Signal.

Um einen Polymorphismus zu bestimmen, wird, wiediaser Arbeit, die Sensorsonde
mutationsspezifisch gestaltet, dass heil3t sie kaum spezifisch hybridisieren, wenn die
Mutation vorliegt.

Die anschlieBend durchgefiihrte Schmelzkurvenanalgsginnt wenig unterhalb der
Annealingtemperatur der Sonden. Die Temperatur Wardgsam gesteigert, bis die DNA
denaturiert. Dies fuhrt dazu, dass sich die Sondenachst anlegen und das Signal
exponentiell ansteigt. Wird die Temperatur zu hdéken sich die Sonden nacheinander, die
Sensorsonde zuerst. Anhand des AblOsezeitpunktes kaischen Wildtyp und Mutation
unterschieden werden, da der jeweilige Ablosungszekt bei unterschiedlichen
Temperaturen liegt. Die Sensorsonde |6st sich iber eniedrigeren Temperatur ab, wenn sie
nicht richtig an die DNA binden kann. (s. Abb. 3)aMerhélt drei verschieden Kurven:
Wildtyp, heterozygote Mutation und homozygot Mutat(49).

' ) | | ' | ) ) ' '
45 50 55 60 65 70 i 80 85
Temperature ['C)

Temperature [*C)

Abbildung 3: Darstellung einer Schmelzkurve

Orange: Wildtyp, blau: heterozygot; griin homozygot; Kontrolle
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2.3.2 Lightcyclerprotokoll fur die Genotypisierung von TLR9-T-1237C und TLR9-T-
1486C

Die durchgefiuihrten Untersuchungen zum NachweidPdgmorphismemLR3T-1237C und
TLR9T-1486C orientieren sich an der Arbeit von Hamanral. (50). BeiT-1237C undT-
1486C handelt sich um eine Punktmutation in der PromBtegion desTLR93Gens an den
Basenpaaren (bp) der Positionen —1237 und -1486imatn Basenaustausch von Thyrosin zu
Cytosin (T-C). Der Nachweis beruht auf der Eigenschaft der atmansspezifischen
Sensorsonde (Sensor 1, Sensor 2), nur an die Moitainden zu kénnen. Liegt diese nicht

vor, sinkt das Temperaturmaximum der Schmelzkumaer Real-Time-PCR ab.

Fur den Nachweis der Polymorphismd@imR9-T4237C und TLR9T-1486C wurde der
entsprechende DNA-Abschnitt mittels der Primer

TLR9 sens: TCCCAGCAGCAACAATTCATTA

TLR9 antisens: CTGCTTGCAGTTGACTGTGT

amplifiziert.

Fir die Schmelzkurve voR-1237Cwurden die Sonden

T9-Sensor 1: GGAGTTTCCAGGCAGAGG-FL (Sensorsonde)

T9-Anchor 1: LC640-ACAGCACATCCCAAGGCCCT (Ankersonde
eingesetzt.

Fir die Schmelzkurve voi-1486Cwurden die Sonden:

T9-Sensor 2: ATCACTGCCCTCAAGAAGCT-FL (Sensorsonde)

T9-Anchor 2: LC640-ACATTCCAGCAGGGGAATAAGACGATA (Anérsonde)
eingesetzt.

Das Sondensystem wurde mit Fluorescein/LCRed64@ierarPrimer und Sonden wurden
bei TIB MOLBIOL hergestellt.

Die Tabellen 1 und 2 geben einen Uberblick tberwdievendeten Chemikalien und das
Lightcycler Programm:
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Tabelle 1: Lightcycler AnsatELR9T-1237C undlrLR9T-1486C

Chemikalien V furlx Ansatz [Konzentration im Ansatz
20ul

Destilliertes Wasser 52l

10x GenTerm buffer(ohne MgClI2) |2,0ul 1x

MgCl, (50 mM) 2,0 2 mM

BSA (1 mg/ml) 3,0ul 0,15 mg/ml

dNTP (2,5 mM) 1,0ul 0,125uM x 4

TLR9 sens (uM) 0,3l 0,25uM

TLRO reverse (uM) 2,0ul 0,25uM

T9 Sensor 1 oder 2 (0,QaM) 1,0l 0,8 nM

T9 Anker 1 oder 2 (0,0@M) 1,0ul 0,8 nM

Gentherm Taq (5 ul) 0,5ul 05U

DNA-Vorlage 2,0ul

Gesamtvolumen 20 pl

V= Volumen

Tabelle 2: Lightcycler-Programm fOiLR9-T-1237C undrLR9-T-1486C:

Programm Denaturierung Zyklen

Segment Nummer Temperatur °C Zeit (sec) Slope €CJ/s1

1 95 240 20

Programm Amplifikation Zyklen

Segment Nummer  Temperatur °C Zeit (sec) Slope €CY/s40

1 95 0,5 20

2 57 20 20

3 72 30 20

Programm Schmelzkurve Zyklen

Segment Nummer Temperatur °C Zeit (sec) Slope €CJ/s1

1 95 2 20

2 40 30 20

3 95 0 0,1

Programm Kihlung Zyklen

Segment Nummer Temperatur °C Zeit (sec) Slope €CJ/s1

1 40 30 20

2.3.3 Lightcyclerprotokoll fur die Genotypisierungvon TLR4-D299G und TLR4-T399I

Die durchgefuhrten Untersuchungen zum NachweisPdéymorphismenTLR4D299G und
TLR4T399I orientieren sich an der Arbeit von Hamaatral. (50). Bei D299G handelt sich
um eine Punktmutation im Exon drei dBsER4Gens an der Position —12874 bp mit einem

Basenaustausch von Adenosin zu Guanin zu GA. Bei T399I handelt ebenfalls sich um
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eine Punktmutation im Exon drei dd$R4Gens an der Position —13174 bp mit einem
Basenaustausch von Cytosin zu Thyrosin zu {G.

Fur den Nachweis der Polymorphismen D299G und T3@@@&le der entsprechende DNA-
Abschnitt mittels der Primer

TLR4 sens: ATTTAAAGAAATTAGGCTTCATAAGCT

TLR4 reverse: CCAAGAAGTTTGAACTCATGGTAA

amplifiziert.

Fir die Schmelzkurve von D299G wurden die Sonden

TLR4-Sensorl: CTACTACCTCGATGATATTATTGACTTATT-FL (Sesorsonde)
TLR4-Ankerl: LC640-AATTGTTTGACAAAGTTTCTTCATTTTCC (Akersonde)
eingesetzt.

Fir die Schmelzkurve von T399I wurden die Sonden:

TLR4-Sensor2: LC610-ATTTTGGGACAACCAGCCTAAAGTAT (Searsonde)
TLR4-ANKER2: CTTGAGTTTCAAAGGTTGCTGTTCTCAAAGT-FL (Akersonde)
eingesetzt.

Das Sondensystem wurde mit Fluorescein/LCRed64RierarPrimer und Sonden wurden
von TIB MOLBIOL hergestelit.

Die Tabellen 3 und 4 geben einen Uberblick Uberwdievendeten Chemikalien und das

Lightcycler Programm:

Tabelle 3: Lightcycler AnsatELR4D299G undlLR4-T399I

Chemikalien V furlx Ansatz [Konzentration im Ansatz
20ul

Destilliertes Wasser 5,3ul

10x GenTerm buffer(ohne MgCI2) |2 0ul 1x

MgCl, (50 mM) 1,2l 2 mM

BSA (1 mg/ml) 3,0ul 0,15 mg/ml

dNTP (2,5 mM) 1,0ul 0,125uM x 4

TLR4 sens (uM) 1,0ul 0,25uM

TLR4 reverse (uM) 2,0ul 0,25uM

Sensor 1 oder 2 (0,QaV) 1,0ul 0,8 nM

Anker 1 oder 2 (0,0QM) 1,0ul 0,8 nM

Gentherm Taq (5 ul) 0,5ul 05U

DNA-Vorlage 2,0ul

Gesamtvolumen 20l

V= Volumen
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Tabelle 4: Lightcycler-Programm fOilLR4D299G undTLR4T399I:

Programm Denaturierung Zyklen
Segment Nummer Temperatur °C Zeit (sec) Slope €CJ/s1

1 95 240 20

Programm Amplifikation Zyklen
Segment Nummer  Temperatur °C Zeit (sec) Slope €CY/s40

1 95 0,5 20

2 58 20 20

3 72 30 20

Programm Schmelzkurve Zyklen
Segment Nummer Temperatur °C Zeit (sec) Slope €CJ/s1

1 95 10 20

2 45 30 20

3 95 0 0,1

Programm Kihlung Zyklen
Segment Nummer Temperatur °C Zeit (sec) Slope €CJ/s1

1 40 30 20

2.3.4 Lightcyclerprotokoll fur die Genotypisierungvon TLR4-E474K

Die durchgefuhrten Untersuchungen zum NachweisPadgmorphismus E474K orientieren
sich an den Arbeiten von Smirnoegaal (37, 41). BeiTLR4E474K handelt es sich um eine
Punktmutation im Exon drei de$LR4Gens an der Position —13398 bp mit einem
Basenaustausch von Guanin zu Adenosin. &3. Der Nachweis beruht auf der Eigenschaft
der mutationsspezifischen Sensorsonde (474SenA)genau dann an der DNA zu binden,
wenn die Verdnderung vorliegt. Liegt diese nicht,\&nkt das Temperaturmaximum der
Schmelzkurve in der Real-Time-PCR ab.

Fur den Nachweis des Polymorphismus E474K wurdeed¢sprechende DNA-Abschnitt
mittels der Primer

hTLR4-se: CAQTATTCCTATCACTCAgAAACCTC

hTLR4-as: TATTTAQTACCTgAAgACTggAgAgTg

amplifiziert.

Fir die Schmelzkurve wurden die Sonden

474SenA: 640-TgTCCAgTCTCAAAQGTCTTgAAAAT p (Sensorsia)

474Anch: gAgTTgCTTTCAATggCATCTTCAATQgQC X (Ankersorjl

eingesetzt. Das Sondensystem wurde mit Fluoresc&iRéd640 markiert. Primer und
Sonden wurden von TIB MOLBIOL hergestellt.
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Die Tabellen 5 und 6 geben einen Uberblick Uberwdievendeten Chemikalien und das

Lightcycler Programm:

Tabelle 5: Lightcycler AnsatELR4E474K

Chemikalien V furlx Ansatz [Konzentration im Ansatz
20ul

Destilliertes Wasser 7,5

10x GenTerm buffer(ohne MgCI2) |2,0ul 1x

MgCl, (50 mM) 0,8ul 2 mM

BSA (1 mg/ml) 3,0ul 0,15 mg/ml

dNTP (2,5 mM) 1,0l 0,125uM x 4

HTLR4-se (5uM) 1,0l 0,25uM

HTLR4-as (5uM) 1,0l 0,25uM

474SenA (0,02M) 0,8 ul 0,8 nM

474Anch (0,02u4M) 0,8 ul 0,8 nM

Gentherm Taq (5 ul) 0,1yl 05U

DNA-Vorlage 2,0ul

Gesamtvolumen 20 pl

V= Volumen

Tabelle 6: Lightcycler-Programm fOiLR-E474K:

Programm Denaturierung Zyklen

Segment Nummer Temperatur °C Zeit (sec) Slope €CJ/s1

1 95 240 20

Programm Amplifikation Zyklen

Segment Nummer Temperatur °C Zeit (sec) Slope €CJ/s40

1 95 0,5 20

2 59 10 20

3 72 16 20

Programm Schmelzkurve Zyklen

Segment Nummer Temperatur °C Zeit (sec) Slope €CJ/s1

1 95 10 20

2 45 30 20

3 80 0 0,1

Programm Kihlung Zyklen

Segment Nummer Temperatur °C Zeit (sec) Slope €CJ/s1

1 40 30 20
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2.4 Untersuchung des  Polymorphismus  TLR4Q510H  mitte

Restriktionsverdau

Beim Verfahren des Restriktionsfragmentlangenpolpghsmus PCR-genierter Amplicons
(PCR-RFLP) wird die zu untersuchende DNA mittelaesi Restriktionsenzyms verdaut.
Dieses Restriktionsenzym hat die Eigenschaft, dipdelstrang-DNA an einer spezifischen
Basensequenz zu schneiden. Liegt ein Polymorphismuserkennt das Enzym z.B. die
Sequenz nicht mehr und schneidet nicht. Daraus ltiersu eine Veranderung im
Bandenmuster der verdauten DNA, welches unter WdhLsichtbar gemacht wird. Fur den
Standardverdau werden die DNA-Vorlage (0,24g), das spezifische Restriktionsenzym und
der dazugehorige Reaktionspuffer flr eine bestimé® bei einer enzymabhangigen
Temperatur (meist 37°C) inkubiert. AnschlieRend dwidie verdaute DNA mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt. Man vergleicht untdf-Licht die Bandenmuster von
Kontroll- und untersuchter DNA. Veranderungen imnBenmuster weisen auf Mutationen
hin (49).

2.4.1 Prinzip der Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist eine Methode, um DNA-Rragte von 0,5 bis 25 kb Lange zu
trennen und zu identifizieren. lhr Prinzip bestelarin, dass DNA-Molekiile, durch ihre
Phosphatgruppen bedingt, bei neutralem pH-Wert theggeladen sind und somit im
elektrischen Feld von der Kathode zur Anode wandere Beschaffenheit der Agarosegele,
die sogenannte Siebstruktur, fuhrt dazu, dass ddeirFragmente schneller und grofRere
Fragmente langsamer auf die Anode zulaufen. Sacktrenan im Spannungsfeld die
Aufteilung der verschiedenen Fragmente eines GémsscUm die Gréf3en der Fragmente
abschétzen zu konnen, lasst man einen DNA-GroRé&emanitlaufen. Die Konzentration der
Agarose im Gel, die angelegte Spannung und die #eider das elektrische Feld anliegt,
beeinflussen die Trennscharfe. Um die Fragment&ehsichtbar zu machen, versetzt man
die Agarose mit Ethidiumbromid. Dieses interage#éhrend der Elektrophorese mit den
DNA-Fragmenten und fluoresziert im ultravioletteictit (49).

In dieser Arbeit wurden drei verschiede Sorten Ygarose fur die Herstellung der Gele
verwendet.

Fur den Nachweis des Amplifikates im Restriktionsiael wurden 0,5 g SeaKem® LE
Agarose (Cambrex Bio Sience Rockland; Biozym SdienEmbH) mit 50 ml TBE Puffer
(Protokoll s. Anhang) und fl Ethidiumbromid [1 mg/ml] versetzt und gel6st. AhelRend

wurde es in die zusammengesetzte Laufkammer gagossezum Auskihlen und Ausharten
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fur 30 min in derKihlschrank gestellt. Wahrenddessen wurden jg¢ 8es PCR-Produktes
auf einer Tupfelplatte mit Jul Bromphenolblau (Farbstoffmarker, Protokoll s. Ank)
versetzt. Schlie3lich wurden das Gel in die Elgitaresekammer gelegt und die Proben
sowie der Marker (100 bp-Ladder, Invitrogen Gmbld) die Geltaschen pipettiert. Als
Laufpuffer diente TBE Puffer. Im Anschluss an dieléektrophorese wurden die DNA-
Fragmente im ultravioletten Licht mit einer Well@dnge von 312 nm dargestellt und mit
Polaroidfotos dokumentiert.

Fur die Gelelektrophorese des RestriktionsverdatidHpyCH4III wurde ein 3%iges GTG-
Gel (NuSieve® GTG®Agarose, Cambrex Bio Science Rouk hergestellt. Hierzu wurden
1,5 g GTG-Agarose in 50 ml TBE Puffer geldst, mjil Ethidiumbromid versetzt, abgekuhlt

und anschlielBend mit 18 Verdau-Produkt beladen.

Fur die Gele der Sequenzierung wurde GTQ-Agarossi-@&yarose, Carl-Roth GmbH und
Co. KG) genutzt. Hier wurden 0,5 g GTQ-Agarose ihrdl TBE Puffer geldst, mit 3u
Ethidiumbromid versetzt und abgekdihlt. In der Z\uisazeit wurden je fl PCR-Produkt mit

1 pl Bromphenolblau versetzt und anschlie3dad Gel beladen.

2.4.2 Restriktionsverdau mitHpyCHA4III

Die Durchfiihrung der Untersuchung zum Nachweis @ER4Polymorphismus Q510H
orientiert sich an den Arbeiten von Smirnataal. (41). Danach handelt es sich bei Q510H
um eine Punktmutation im Exon 3 d&&R4Gens an der Position —13507 bp mit einem
Basenpaaraustausch von Guanin zu Thymin TG Der Nachweis dieses Polymorphismus
beruht auf seiner Eigenschaft, eine Schnittsteles dRestriktionsenzymdHpyCH4III
aufzuheben.HpyCH4III ist eine aus dem BakteriurHelicobakter pylori CH4 isolierte
Restriktionsendonuclease, die homologe DNA schheide

Fur den Nachweis des Polymorphismus Q510H wurdeed&sprechende DNA- Abschnitt
mittels der Primer

TLR4mm For 5"CCTTCCTggACCTCTCTCAgTgTCAACTggAAC3’

TLR4_3R3 5"CCACACCgggAATAAAQTCTCTQTAQTG3

amplifiziert. Die Tabelle 7 gibt einen Uberblickeérdie verwendeten Chemikalien und
Reaktionsbedingungen, sowie Uber die anschliel3@etidektrophorese zur Darstellung des
654 bp langen Amplifikates (siehe Abb.7).
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Tabelle 7: Ansatz fir den Restriktionsverdau VauR4Q510H

Chemikalien V fiir 1x Ansatz a 5@ Konzentration pro Ansatg
Destilliertes Wasser 42,5ul
10xBuffer 5,0ul 1,5 mM MgCI2
DNTP’s 0,2l 100puM
TLR4 mm For (2QuM) 0,5ul 200 nM
TLR4 3R3 (20uM) 0,5ul 200 nM
Biotherm Taq (5 Uil) 0,3ul 15U
DNA-Vorlage 1,0l
Gesamtvolumen 50 pl
PCR-Programm: Denaturierung: 94°C 5°

Amplifikation: 40 Zyklen

94°C 1"

62°C 17

72°C 1°30”

terminale Elongation:

72°C 10°

Kihlung:

4°Coo

PCR-Produkt 654 bp
Gelelektrophrese:
Agarose-Gel-Konzentration | 1%SeaKem® LE Agarose
Elektrophoresebedingungen 30 min bei 100 V
PCR-Produkt Bande bei 654 bp

Marker 100 bp DNA Ladder

V=Volumen

Verdau mitHpyCHA4III:
Nach der Amplifikation erfolgte der Restriktionsgtau mit dem Restriktionsenzym
HpyCHA4III. HpyCHA4III schneidet einen DNA-Doppelstrang mit der

v
Sequenz 5...ACNGT...3
3"...TGNCA...5".

A
Fur einen Ansatz von 30 wurden 16pl destilliertes Wasser, 8l 10 x NEBuffer (New

England Biolabs GmbH), il HpyCH4II (5 Ujul) und 10ul PCR-Produkt verwendet. Dieser
Ansatz wurde fur 6 h bei 37°C inkubiert und anssfhdéind mit 3uU Bromphenolblau versetzt.
Fur die anschlielBende Gelelektophorese wurdegul @i®s Verdau-Produkts auf ein 3% GTG-
Gel aufgetragen. Die Laufzeit betrug 50 min beM30
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Abbildung 4: Gelelektrophorese nach dem Restrilsti@ndau.
Dargestellt ist das typische Bandenmuster nachRlestriktionsverdau. M: Marker (100 bp
DNA Ladder); 1-10 = Proben; 1= Wildtyp, 5 = Polymbismus heterozygot

Lauf-
richtung

Es gab folgende Banden:
1. drei Banden bei 495 bp, 125 bp und 34 bp (hiertrscdtbar): der Wildtyp liegt vor
2. vier Banden bei 495 bp, 159 bp, 125 bp und 34 hLpr (hicht sichtbar): der
Polymorphismus liegt heterozygot vor

3. zwei Banden bei 495 bp und 159 bp: der Polymorpihssiiegt homozygot vor.

2.5 Sequenzierung deffIR-Doméanevon TLR4

Es gibt zwei klassische Methoden fur die Sequenagerdie Methode nach Sanger sowie die
Methode nach Maxam-Gilbert. Beide Methoden arberiaoh dem gleichen Prinzip: Die
DNA wird auf vier Satze radioaktiv markierter Fragmie reduziert. Die Reaktion ist
basenspezifisch, so dass die Fragmentlange demioResi einer bestimmten Base in der
DNA-Sequenz entspricht. So entstehen beispielswaige einem Oligonucleotid mit der
Sequenz pAATCGACT, welches am 5°-Ende markierthist,einer Reaktion, in der die DNA
nach jedem C-Rest aufbricht, zwei Fragmente, emaeh 4 und eines nach 7 Nucleotiden. Bei
einer Reaktion, die nach dem G-Rest abbricht, emtstin Flnfer-Nucleotid und so weiter.
Das Prinzip in der anschlieBenden Gelelektrophastsdass die Fragmente nur am 5°-Ende
radioaktiv markiert sind, so dass man nur das Fesqgnauf der 5°-Seite des Bruches
detektiert. Die Grof3e der Fragmente entsprichtrdiativen Positionen der Nukleotide in der
Sequenz. Trennt man die vier Ansétze, die denBasen entsprechen, nebeneinander auf, so
bilden sie eine Bandenfolge, die man direkt ablésam (48).
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Im Laufe der Jahre hat sich die Sanger-Methodehdisetzt. Sie war auch der Grundstein
fur die Entwicklung von automatischen Sequenzigiiger, von denen eines in dieser Arbeit

verwendet wurde.

2.5.1 DNA-Sequenzierung nach Sanger

Diese Methode nutzt den zelleigenen MechanismusDidA-Polymerase zur Synthese von
DNA. Im Zellkern reagiert die 3"-Hydroxylgruppe deNA mit einem neu hinzukommenden
Desoxynucleotidtriphosphat (dANTP) und bildet eireuen Phosphatdiesterbindung. Bei der
Sanger-Methode verwendet man Didesoxynucleotidisphate (ddNTP)-Analoga, um die
DNA-Synthese zu unterbrechen. Sobald ein ddNTPelaston einem dNTP in die Kette
eingebaut wird, bricht die Kette ab. Die DNA, dexjgenziert werden soll, dient als Matrix,
an die ein kurzer radioaktiver oder mit Fluoresiaristoffen markierter Primer angelagert
wird. Es wird fur jede Base ein eigener AnsatzedlitstAnschlieRend werden diese, wie unter
2.5 beschrieben, elektrophoretisch aufgetrennt. Eldlt so ein dem zu sequenzierenden
Strang komplementéares Abbild (48).

2.5.2 Strategie der automatischen Sequenzierung

Jedes Didesoxynucleotid, das bei der Sanger-Methadeendet wird, wird an einen
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt. Samtliche Fragmermi® mit einem der markierten
Nucleotide enden, haben eine bestimmte Farbe. Rikierten DNA-Fragmente werden der
GroRRe nach durch Kapillarelektophorese aufgetrebiet.Kapillarelekrophorese ist eine sehr
leistungsfahige elektrophoretische Variante, deeasche Trennung erlaubt. Alle Fragmente
einer bestimmten Lange wandern zusammen durch dp#ldgel und bilden einen einzigen
Ausschlag. Die Farben, die mit diesem Ausschlagzisst sind, werden mithilfe eines
Laserstrahls registriert. Der Detektor zeichnetr\Aarben-Kurven auf. Die Reihenfolge, in
der die Farben in den Ausschlagen den Detektorigrass ist spezifisch fir die DNA-
Sequenz. Diese Information wird direkt in den Cotepleingespeist, welcher dann die
Sequenz ermittelt (48).

Als Sequenzierer diente in dieser Arbeit der CEQOUM® Die DNA wurde zunachst mit den
Primern

TIR-For: 5" TgTCggTCCTCAgTgTgCTTgTAgTATCTg3"

TIR-Rev: 5" TAQTgCACCATGgAATTACTCACCCTTAQC3’

amplifiziert und anschlieend mittels eines GTQ-dgagels (Protokoll s. vorheriges
Kapitel) tberpriift. Eine Ubersicht tiber die Chertfidabietet Tabelle 8:
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Tabelle 8: Darstellung des Ansatzes fir die Seqaeamnzg defTLR4TIR-Domane

Chemikalien V fur 1x Ansatz a 5@ Konzentration pro Ansatg
Destilliertes Wasser 38,4ul

10xBuffer 5,0ul

MgCI2 (50 mM) 1,5l 1,5 mM MgCI2

DNTP’s 3,0ul 150 uM

TIR-For (20uM) 0,4ul 8p nM

TIR-Rev (20uM) 0,4ul 8p M

Gentherm Taqg (5 W) 0,3ul 15U

DNA-Vorlage 1,0l

Gesamtvolumen 50 pl

PCR-Programm:

Denaturierung: 94°C 5°
Amplifikation: 40 Zyklen
94°C I”

62°C 17

72°C 1°30”

terminale Elongation:
72°C 10°

Kihlung:

4°Coo

Gelelektrophorese:

Agarose-Gel-Konzentration

1%GTQ Agarose

Elektrophoresebedingungen

30 min bei 100 V

PCR-Produkt

Bande bei 743 bp
Marker 100 bp DNA Ladder

Anschlieend wurde die DNA mit der Silica-Methodewgschen. Hierzu wurde die

amplifizierte DNA-Vorlage zusammen mit 1Q0 6 M Natriumjodid (s. Anhang) und gl

Silica-Matrix (Sigma) geschuttelt und flr

10 min i bRaumtemperatur

inkubiert.

Anschlie3end wurde zweimal mit 1Q0 Silica-Waschpuffer (s. Anhang) gewaschen. Das

Prazipitat wurde dann in 44 destilliertem Wasser gelost und fiir 15 min bei@Tnkubiert.

AnschlieRend wurde bei 16.000 g 1 min zentrifugider Uberstand in ein Q-Biogene-Spin-

Modul tberfihrt und 2 min bei 16.000 g zentrifugieWdm festzustellen, ob nach dem

Waschen noch genug DNA fiur die Sequenzierung valdanst, wurde zur Kontrolle eine

Gelelektrophorese durchgefihrt. (s. Tab. 8).
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Fur die Sequenzierreaktion wurden il Primer (TIR-Rev 3,3 pmol), 4u Mastermix
(CEQ™DTCS Quick Start Mix, Beckman Coulter™), b DNA und 10 ul destilliertes

Wasser in 20Qul PCR-Tubes angesetzt und mit folgendem Prograngueseiert:

. 96°C 20~
« 50°C 20~
. 60°C4

* Fur 30 Zyklen, danach bei 4°C Kihlen
Aufreinigung der Sequenzierprodukte mit der CleBQ3ethode mit Magnetplattchen:

Zunachst wurde ein Belegungsschema fur den CEQ™0 &@§tellt. Daraufhin wurden die
Magnetplattchen sanft aufgeschuittelt und mit eiledtipette 10 pl pro Vertiefung der
Sequenzierplatte pipettiert. Hinzu kamen @2 85%iges Ethanol sowie das ganze
Sequenzierprodukt. Die Platte wurde fur 3 min awf# dlagnetplatte gestellt und im
Anschluss mit 10Qul 85%igem Ethanol gewaschen und nochmals fur 30asédie Platte
gestellt. Anschlieend wurden das Ethanol abpgretiind der Ansatz 15 min getrocknet und
mit 40 pl SLS (sample loading solution), CEQ™DTCS, Beckn@oulter™) resuspendiert,
sowie mit Ol luftblasenfrei tiberschichtet. Nach ith wurde der Ansatz in den CEQ 8000
Sequenzierer (Beckman Coulter™) gestellt und derqu&eziervorgang mittels
Kapillarelektrophorese gestartet. Nach AbschlugsS#gjuenzierung wurden die Sequenzen
am Computer analysiert und ausgewertet (Programielang).

Die gefundenen Polymorphismen wurden nochmals mihdé?n (TIR-For, TIR-Rev) aus

beiden Richtungen nachsequenziert und ein weildedusgewertet.

2.7 Statistische Berechnungen

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfalgtéusammenarbeit mit dem Institut fur
Medizinische Biometrie der Charité- Universitatsimaed Berlin. Die Grundlagen der in

dieser Arbeit durchgefiihrten statistischen Berenbnbasieren auf den Lehrbtichern von
Lothar Sachs und Christel Weil3 (51, 52). Fur dieeBenung der Ergebnisse wurden die

Programme Microsoft Excel und SPSS V11.0 verwendet.
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2.7.1 Berechnung der Parasitendichte
Die Werte fur die Parasitendichte wurden nach demiel

Mikroskopisch bestimmte Parasitenzahl
Anzahl der Leukozyten x Schatzwert fur Leukozitsmzentration

berechnet. Diese Werte wurden dann mit Hilfe deig&unktion transformiert, so dass sie
eine symmetrische Verteilung ergeben. Daraus wurden geometrische Mittelwert der
Parasitendichte Geometric mean parasite densityMPD) und das entsprechende 95%
Konfidenzintervall in den verschiedenen Studiengeip errechnet und miteinander

verglichen (53).

2.7.2 Uberpriufung von Unterschiedshypothesen

Die Haufigkeit der untersuchtéiLR-VVarianten bei den Erstgbarenden mit oder ohne dala
(TLR4D299G, TLR4T3991, TLRS T-1486C,TLRST-1237C) bzw. mit oder ohne bestimmte
Manifestationsformen (Anamie, niedriges Geburtsgéatyi intrauterine
Wachstumsretardierung und Frithgeburt) wurden ddiehAnwendung des 4-Felder-Ghi
Tests verglichen. Die Haufigkeiten der jeweiligennRtmutation TLR4E474K, TLR4
Q510H) der Kinder mit schwerer Malaria wurden maindergebnissen der Kontrollgruppe
durch die Anwendung des exakten Tests nach Fiscleglichen. Die genannten
Testverfahren dienen der Analyse dichotomer Merkmiir den 4-Felder-Chirest werden
gro3e Stichproben vorausgesetzt (alle erwarteterzelfiaufigkeiten > 5) (54). Fir den
exakten Test nach Fischer kénnen auch kleinerehf@bben eingesetzt werden. Beide
Verfahren dienen der Untersuchung der Wahrscheikdit fir nicht zuféllige entstandene
unterschiedliche Haufigkeiten einer Merkmalsauspngg Durch die Festlegung eines
entsprechenden Signifikanzniveaus kann eine Aussibge die Irrtumswahrscheinlichkeit
getroffen werden. In der vorliegenden Arbeit wurde Nullhypothese (HO) mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p< 0,05 formuliert: Zwischen den Gruppen liegt hihglich
des untersuchten Merkmals kein Unterschied vor.géhbend von der HO lautet die
Alternativhypothese (H1): Die Gruppen unterscheidaich hinsichtlich des zu
untersuchenden Merkmals.

Die HO muss zugunsten der H1 verworfen werden, weien Berechnungen mit einer
Wahrscheinlichkeit von 95% ergeben, dass der Ucherd zwischen den Gruppen
hinsichtlich des Auftretens des untersuchten Met&kmicht zuféllig ist. Dies setzt bei der

Anwendung des 4-Felder-Chlests voraus, dass der empirisch ermittelte Wher itlem
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jeweiligen kritischen Wert liegt, der aus Tabell@ber die Verteilungsfunktion dex-
Verteilung enthommen wird.

Als MaR fiir die Stéarke eines Zusammenhangs zwe@kMale, die nach dem 4-Felder-&hi
Test bzw. dem exakten Test nach Fischer assodied, wurde die Odds Ratio (OR)
berechnet. Man errechnet dabei das Verhéltnis @erfigkeit des eingetretenen zu dem des
nicht eingetretenen Ereignisses. Stetige und neerngilte Variablen wie die
logarithmisierten Werte der Parasitendichte wurdench parametrische Tests verglichen
(Student’s t-Test). Zur Unterschiedsprifung von Kvtexlen wie Hamoglobin und
Kdrpertemperatur wurden nicht-parametrisch Testgeh herangezogen (Mann-Whitney U-
Test, Kruskal-Wallis Test).

Assoziationen zwischen einzelnen Genotypen und fdstaitionsformen der Malaria in der
ersten Schwangerschaft wurden fur bekannte Ridikmfan (Anamie, geringes
Geburtsgewicht, intrauterine Wachstumsretardierund vorzeitige Geburt) adjustiert (43).
Hierfir wurden multiple logistische Regressionsniiedeerwendet. Faktoren wurden in das
Modell eingegeben und schrittweise entfernt, wermn is multivariater Analyse keine
signifikanten Assoziationen zeigten (p > 0,05). d@ieMethode dient der Untersuchung des
Einflusses eines Faktors unter der Berucksichtigleg Einflusses von Ko-Faktoren auf die
Manifestation einer Erkrankung. Um das Ausmal} atizitzen, mit dem die Zielvariable von
den einzelnen Einflussfaktoren im Rahmen des angdeten Regressionsmodells verandert

wird, wurde die adjustierte Odds Ratio berechnet.
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3  Ergebnisse

3.1  Darstellung der Basisdaten der 304 Erstgebareed aus Agogo

Bei den Erstgebarenden lagen eine plazentare RBamasiund plazentares Hamozoin zu 46%
bzw. 42% vor. Es konnte ein Zusammenhang zwiscleempldzentaren Parasitamie (GMPD,
1,2 [0,01-1,60] Parasiten im Blickfeld) und der tetiichen Anéamie hergestellt werden (OR,
3,0 [95% CI, 1,8-4,9]), nicht aber zwischen derzpl#aren Parasitimie und einem niedrigen
Geburtsgewicht 1ow birth weight LBW) (OR, 1,2 [95% CI, 0,7-2,1]), oder der
Frihgeburtlichkeit (OR, 1,1 [95% CI, 0,6-1,9]). I@egensatz dazu war das plazentare
Hamozoin sowohl mit erhéhtem Risiko fur Anamie alsh mit LBW assoziiert (s. Tab. 10).
Die beiden Infektionsparameter in ein logistiscirkEgressionsmodell einschliel3end, zeigt
sich, dass plazentares Hamozoin mit Anamie (OR[95% CI, 1,2-4,8]), mit LBW (OR, 2,3
[95% CI, 1,2-4,8]) und grenzwertig mit vorzeitig&eburt (OR, 1,9 [95% CI, 1,0-3,9])
verbunden ist, es aber keine signifikante Assamidtiir plazentare Parasitamie gibt. Es waren
bei der Anwesenheit von plazentarem Hamozoin denddgobinwert (10,4 [4,6-15,6] vs.
11,8 [5,8-16,4] g/dl; p < 0,0001), das Geburtsgéwi@645 [1280-3800] vs. 2831 [1420-
4000] Gramm; p = 0,0006) und das Gestationsalté/9($30,0-53,5] vs. 38,2 [29,1-42,2]
Wochen; p < 0,0001) reduziert. In den folgendenIysen wurde Hamozoin daher als der
klinisch relevante Marker ddp. falciparum Infektion eingesetzt. Die Basisdaten der 304
Erstgebarenden wurden in Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9: Charakteristika der Erstgebarenden,adaedit in % und Absolutzahlen

Parameter Alle Hamozoin Hamozoin p
positiv negativ
%, (Anzahl) |% ,(Anzahl) %, (Anzahl)
Gruppe 100 (304) 42,4 (129) 57,6 (175)

Mittleres Alter in Jahren (Bereich)| 21,4 (15-36) ,2{16-30) 21,7 (15-36) 0,24
Matterliches Fieber (Axilliare 4,0 (12/301) 5,5 (7/127) 2,9 (5/174) 0,25
Temperatue 37°C)

Plazentare Parasitamie 46,1 (140/3084,5 (109/129) 17,7 (31/175) <0,0001
Mutterliche Anamie 38,5 (117/304p6,6 (73/129) 25,1 (44/175) <0,0001
Geringes Geburtsgewicht 26,0 (79/304) 32,6 (42/1221,1 (37/175) | 0,02
Intrauterine Wachstumsretardierung 10,5 (32/304) ,4 (#6/129) 9,1 (16/175) 0,36
Frihgeburten 26,3 (80/304) 31,0 (40/129) 22,91(4v)y | 0,11
Frihgeburten mit geringem 15,5 (47/304) | 20,2 (26/129) 12,0(21/17%) 0,05
Geburtsgewicht
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3.2  Haufigkeit der TLR4- und TLR9-Polymorphismen bei Erstgebarenden aus Agogo
Die Typisierungen defLR4Polymorphismen gelangen bei 297 Frauen und dieTd&S
Polymorphismen bei 301 Frauen. Es hat sich gez#ags ein Funftel der untersuchten Frauen
die MutationTLR4D299G aufwiesen (Tab. 9). Sechs von diesen trugeem die Mutation
TLR4-T399I heterozygot (Tab. 9). Der PolymorphismiusR9T1237C trat bei zwei Drittel
der Frauen un@LR9T1486C bei der Halfte der Frauen auf (Tab. 10).

Tabelle 10: Haufigkeit déFLR4-und TLR9-Polymorphismen.

Parameter Erstgebarende
(%, Anzahl)
TLR4D299G 21,2 (63/297)

Heterozygot (%, Anzahl)
Homozygot (%, Anzahl)
TLR4-T399I herterozygot
TLR9T1237C (%, Anzahl)
Heterozygot (%, Anzahl)

19,9 (59/297)
1,3 (4/297)

2,0 (6/297)
65,4 (197/301)
52,1 (157/301)

Homozygot 13,3 (40/301)
TLR9T1486C 50,2 (151/301)
Heterozygot 39,9 (120/301)
Homozygot 10,3 (31/301)

3.3  Zusammenhange zwischen TLR-Polymorphismen und Malaria bei
Erstgebarenden

Insgesamt erhdhtenLR4und TLR3Polymorphismen das Risiko fir die plazentare Malar
und eine erhéhte Parasitendichte nicht (Tab.1lje Binamie schien haufiger bei Frauen mit
der TLR4D299G-Mutation (31/115), als bei denen mit dem dtypp (32/182; p = 0,05)
vorzukommen, allerdings erreichte dieser Untersthmcht das Signifikanzniveau. Es
ergaben sich ebenso wenig signifikante Unterschiedéschen den Pravalenzen von
geringem Geburtsgewicht, intrauteriner Wachsturasteétrung und Frihgeburt von nicht

erkrankten Frauen mit und oheR-Variante.
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Tabelle 11: Verteilung voimLR4und TLR9Polymorphismen bei Erstgebardenden mit bzw.

ohne plazentarem/-s Hadmozoin.

Parameter Hamozoin  Hamozoin P

Positiv Negativ

(%, Anzahl) (%, Anzahl)
TLR4D299G 18,9 (24/127) 22,9 (39/170) 0,40
Heterozygot 17,3 (22/127) 21,8 (37/170)| 0,34
Homozygot 1,6 (2/127) 1,2 (2/170) 1,0
TLR4T399I Heterozygot 1,6 (2/127) 2,4 (4/170) 0,64
TLR9T-1237C 64,8 (83/128) 65,9 (114/173 0,85
Heterozygot 51,6 (66/128) 52,6 (91/173)| 0,86
Homozygot 13,3 (17/128) 13,3 (23/173)| 1.0
TLR9T-1486C 47,7 (61/128) 52,0 (90/173) 0,45
Heterozygot 33,6 (43/128) 52,0 (90/173) 0,06
Homozygot 14,1 (18/128) 7,5 (13/173) 0,06

Allerdings verstarkten die PolymorphismeiLR4D299G und TLR9T-1486C die
Manifestation der Infektion miP. falciparum(Tab. 12). Infizierte Erstgebérende mit den
PolymorphismemLR4D299G undTLR93T-1486C wiesen ein 6-fach erhdhtes Risiko fur ein
niedriges Geburtsgewicht bei termingerechten Kinadeif (Tab.12).

Bei Erstgebarenden, die heterozygot oder homoziigotlie MutationTLRST-1486C und
mit P. falciparum infiziert waren, konnte eine H&aufung von intrairter
Wachstumsretardierung beobachtet werden. So lagietrauterine Wachstumsretardierung
bei 6.0% (4/67) der Frauen mit Wildtyp, bei 18,68%43) der heterozygoten und bei 22,2%
(4/18) der homozygoten Frauen voriuend = 5,1; p = 0,02). SchlieRt man die Daten in ein
logistischesRegressionsmodell ein, um die Schwangerschaftsiggaatersuchungen der
Frauen mit einzubinderzeigt sich eine Odds Ratio fur intrauterine Waghnstretardierung
von 2,9 (95% C[0,9-9,7; p = 0,08) und 4,4 (95% (GL,1-17,3; p = 0,03) bei infizierten
Frauen mitTLR4D299G bzw.TLRST- 1486C. Zuséatzlich war das Risiko einer Anamee b
infizierten Frauen miTLR4D299G 5-fach hoher als bei den Frauen mit dem WpldTab.

12).
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Die PolymorphismenTLR4Thr399Gly undTLR9-T-1237C zeigten keinen Zusammenhang

mit der Manifestation von Malaria in der Schwanghedt.

Tabelle 12: Assoziation zwischen den TLR4- und TifRf®ymorphismen und der

Manifestation plazentarer Malaria

Pravalenz , Nicht adjustiert OR adjustier
% (Anteil) (95%KI);p
Mutterliche Anamie
TLR4
Wildtyp 50,5 (52/103) 1
D299G 79,2 (19/24) 3,7 [1,2-13,6]; 4,7 [1,5-14,4];
0,1 0,007
TLR9
Wildtyp 52,2 (35/67) 1
T-1486C 60,7 (37/61) 1,4[0,7-3,0]; 1,2 [0,5-2,5); 0,7
0,3
Niedriges Geburtsgewicht
(LBW)
TLR4
Wildtyp 30,1 (31/103) 1
D299G 45,8 (11/24) 2,0[0,7-5,3]; 2,11[0,8-5,5];
0,14 0,14
TLR9
Wildtyp 25,4 (17/67) 1
T-1486C 41,0 (25/61 2,0,[0,9-4,6]; 1,8 [0,8-4,0];
0,06 0,15
LBW bei termingerechten
Kindern
TLR4
Wildtyp 13,9 (10/72) 1
D299G 40,0 (6/15) 4,1[1,0- 5,7 [1,3-23,9];
16,7];0,03 0,02
TLR9
Wildtyp 8,5 (4/47) 1
T-1486C 29,3 (12/41) 4,5 [1,2-20,5]; 6,5 [1,2-27,8];
0,01 0,01
Frihgeburten
TLR4
Wildtyp 30,1 (31/301) 1
D299G 37,5 (9/24) 1,40,5-3,9]; 1,4[0,5-3,7]; 0,5
0,5
TLR9
Wildtyp 29,9 (20/67) 1
T-1486C 32,8 (20/61) 1,2 [0,5-2,6]; 1,0[0,5-2,1]; 1,C
0,7

Anmerkung: Ungefahr die Halfte der Frauen (153/30dden < 3-mal bei der Schwangerschaftsvorsorge. Be
ihnen traten haufiger Andmie (48% (74/153)) vs%2B8/141)) und LBW (32% (49/153)) vs. (20% (28/h41
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auf als bei Frauen die > 3-mal in der Schwangeftol@asorge waren. Auf die Pravalenzen von plazenta
Hamozoin (47% vs. 38%; P = 0,1) und von frihzeiti@eburt (29% vs. 24%; P = 0,3) hatte dies keinkekiE
Konfidenzintervall (KI): 95%; LBW Low birth weight= niedriges Geburtsgewicht; OBqds ratio

a) adjustiert fur Alter, die betreffenden TLR-Polyrphismen und das Ausmald der Schwangerschaftsgersor
(< 3 Besuche oder > 3 Besuche).

b) ORs (95% Kis) fur Frauen heterozygot und homokydgr TLR9T-1486C waren 5,9 [1,3-27,8] and 7,9 [1,3-
48,0].

Die Varianzanalyse ergab, dass der Effekt Rlefalciparuminfektion auf den Hb-Wert bei
Frauen mifTLR4D299G (-2,4g/dl) signifikant grof3er war, als beiga mit dem Wildtypallel
(-1,29/dl; F = 59; p = 0,02). Zudem fuhrte die ekiion zu Verminderung des
Geburtsgewichtes um 314 g bei ErstgebarendenTirir4Gly299Asp und um 157 g bei
Erstgebarenden mit dem Wildtyp (F = 1,2; p = 0B9i termingerechten Kindern lag der
Unterschied bei 280 g und 112 g (F = 1,4; p = B2).Vorliegen des Polymorphismiit RS
T-1486C fuhrte die Infektion zu einer Reduktion désburtsgewichtes um 295 g im
Gegensatz zu 78 g bei Erstgebarenden dein Wildtypallel (F = 3,7; p =0,06). Bei
termingerechten Kindern war dieser Unterschiedifskgmt (-252 g vs. =29 ¢F =4,1;p =
0,04)). Fur Fruhgeburtlichkeit zeigte sich kein Unteiisch

Zusammenfassend konnte eine verstarkte ManifestdeoP.-falciparuminfektion bezogen
auf ein erhohtes Risiko fur Anamie, intrauterine dMstumsretardierung und ein niedrigeres
Geburtsgewicht bei Vorliegen der Polymorphisnié&mR4D299G undTLRST-1486C gezeigt

werden.

3.4  Darstellung der Basisdaten der Kinder aus Tamal

In der Gesamtgruppe der 290 Patienten mit schwdiaaria, die in dem Zeitraum von
August bis November 2002 rekrutiert wurden, lag détersmedian bei 24 Monaten
(Spannweite (SW) 6-102 Monate). In dieser Gruppkarzken sich 155 Madchen und 135
Jungen. Durch das merkmalsbezogene Matching detrélgnuppen, sind alle Gruppen
identisch in Bezug auf Geschlechts- und Altersviertg.

Die Fallgruppe, Kinder mit schwerer Malaria, wiesi lder Betrachtung der klinischen
Parameter im Vergleich zur ersten Kontrollguppeder mit asymptomatischer Parasitamie,
eine wesentlich hohere Parasitendichte (GMPD) &#,50201 vs. < 5,0004l). Die
Mittelwerte des Hamoglobinwerts (Hb) und der Koperperatur (KT) betrugen bei den
Kindern mit schwerer Malaria 4,9 g/dl bzw. 38,6Te zweite Kontrollgruppe bestand aus

gesunden Kindern.
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3.5 Klinische Manifestation der schweren Malaria

Die schwere Anamie definierte die schwere Malamianiehr als der Halfte der Falle (55%),
gefolgt von Erschépfung (33%) und Atemnot (23%).jdweils ca. 20% der Félle traten
multiple Krampfanfalle und Bewusstlosigkeit auf. lEsnte beobachtet werden, dass sich die
Pravalenz von Anamie mit zunehmendem Alter vernitggewohingegen Erschdpfung,
Ikterus, Hamoglobinurie und Hyperparasitimie zunammZudem zeigten altere Kinder
vermehrt Krampfanféalle und Bewusstlosigkeit. Detefdmedian fur Kinder mit schwerer
Anamie aber ohne zerebrale Beteiligung (n = 88),dai 21.5 Monaten (6-97 Monate). Der
Altersmedian fir Kinder mit zerebraler Beteiligulagy im Vergleich dazu bei 27,5 Monaten
(6-102 Monate, n = 186; P&0001). Die schwere Anamie war bei 24% der Kinder 69)
die einzige Manifestation der schweren Malariahgi€ab.13).

Tabelle 13: Symptome und klinische Manifestationstdnweren Malaria.

Gesamt Altersgruppen
< 2Jahre 2-4 Jahre > 4Jahre
Anzahl 290 99 129 62
Diagnosekriterien %
(Anzahl)
Erschopfung 33,4 (97) 26,3 (26) 34,9 (45) 41,9126
Bewusstseinsverlust 19,3 (56) 14,1 (14) 20,9 (27) 24,2 (15)
Atemnot 22,8 (66) 30,3 (30) 17,8 (23)* 21 (13)
Krampfanfalle 20,3 (59) 17,2 (17) 20,9 (27) 201,3)
Kreislaufkollaps 3,4 (10) 4,0 (4) 2,4 (3) 4,8 (3
Lungenddem 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)*
Hamoglobinurie 2,3 (8) 0 (0) 4,1 (4) 6,5 (4)*
Schwere Anamie 55,2 (160) 77,8 (77) 47,3 (61)*  5,8322)*
Sonstige Kriterien
Zerebrale Malaria 16,9 (49) 11,1 (11) 19,4 (25) 1,0213)
Hyperparasitamie 22,1 (64) 15,2 (15) 22,5 (29) 32,3 (2b)*
(=/250.00Qul)
Hypoglykamie (<2,216,9 (49) 10,1 (10) 19,4 (25) 22,6 (16)*
mmol/l)
Hyperlaktatamie %5(39,3 (114) 42,4 (42) 32,6 (42) 48,4 (30)
mmol/l)
Hyperpyrexie (>40°C) 8,1 (23) 8,2 (8) 9,6 (12) 9(8)

*= signifikanter Unterschied zu Altergruppe < 2Jakp < 0,05)
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! = signifikanter Trend mit den AltersgrupexfdensTest, p < 0,05)

In 48% der Falle prasentierten die erkrankten Kimde ein Diagnosekriterium der schweren
Malaria (WHO 2000), bei 52% der Kinder waren e8 2der 4.

3.6 Haufigkeit der TLR4-Polymorphismen TLR4-E474K und TLR4-Q510H bei
Kindern aus Tamale

Die Typisierung gelang bei 300 Kindern fiLR4Q510H und bei 299 Kindern fUFLR4
E474K Die Polymorphismen verteilten sich auf diellgfappe und die beiden
Kontrollgruppen zu fast gleichen Anteilen und lagbis auf jeweils eine Ausnahme
heterozygot vor. Die Kinder mit schwerer Malarizesgn dieTLR4Q510H Variante zu 15%
(15/102) auf und es lag hier die einzige homozydgatektmutation fir demLR4Q510H vor.
Bei den gesunden Kindern trat der Polymorphismud 3 (13/100) auf, bei den mi.
falciparuminfizierten aber asymptomatischen Kindern zu 11%99).

Der TLR4E474K fand sich am haufigsten mit 12% (12/100)dmn asymptomatischen aber
mit P. falciparuminfizierten Kinder. In dieser Gruppe lag auch éi@zige homozygote
Variante fur diese Punktmutation v@il.LR4E474K wurde jeweils mit 9% bei den gesunden
Kindern (9/99)und bei jenen mit schwerer Malarid (®) beobachtet.

3.7  Zusammenhang zwischen dem Vorliegen vomLR4-E474K und TLR4-Q510H
und der schweren Malaria

Um einen Zusammenhang der Polymorphismen mit derifisitation der schweren Malaria
zu untersuchen, wurde der 4-Felder®chést angewendeEs konnte kein Zusammenhang
zwischen der Manifestation dechwerenMalaria und den TLR4- Polymorphismen Q510H und
E474K in den drei Gruppen festgestellt werden &h.T.4).

Tabelle 14: Assoziation von TLR@510H und TLR4E474K mit der Manifestation von
Malaria.

TLR4-Q510H OR (KI 95%) P
Schwere Malaria vs. beide Kontrollen 1,257 (0,82818) 0,518
Schwere Malaria vs. gesunde Kinder. 1,154 (0,51568) 0,726
Schwere Malaria und parasit. Kinder vs. gesuig@9o4 (0,487-2,030) 0,987
Kinder.

parasit. Kinder vs. gesunde Kinder. 0,837 (0,3%%9) 0,683
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TLR4-E474K OR (K1 95%) P
Schwere Malaria vs. beide Kontrollen 0,838 (0,36305) 0,674
Schwere Malaria vs. gesunde Kinder 0,989 (0,3766),6 0,982
Schwere Malaria + parasit. Kinder vs. gesuridé73 (0,516-2,666) 0,703
Kinder

Parasit. Kinder vs. gesunde Kinder 1,364 (0,5498,3 0,505

OR = Odds Ratio, KI = Konfidenzintervall, vs. = sas

Zusammenfassend konnten fliLtR4E474K und TLR4Q510H gezeigt werden, dass die
Polymorphismen in der Studienbevdlkerung zu 9% vorliegen, es aber Kkeinen

Zusammenhang mit der Manifestation der schwereraléagibt.

3.8 Identifizierung neuer TLR4-Polymorphismen

Durch die Sequenzierung konnten zwei bisher unbdkaRolymorphismen in der TIR-
Domane des TLR4 entdeckt werden. Beide fandenisider Gruppe der schwer an Malaria
erkrankten Kinder und lagen heterozygot vor.

Nach der fir Punktmutation tblichen Benennung hiinele sich umTLR4-M659T und
TLR4-R804P. Beide fihren zu einem Aminosdureaustausch. Bei HeR4M659T befindet
sich an Stelle der Base Thymin die Base Cytosis, 2ven Tausch der Aminosaure Methionin
gegen Threonin flhrt.

Bei dem TLR4R804P findet man anstelle der Base Guanin die EBagesin, was zum
Austausch der Aminosaure Arginin zu Prolin fihrt.

Da beide Polymorphismen nur einmal mal nachgewigaeden (1%) konnte keine Aussage
Uber eine Mogliche Auswirkung auf die Manifestatider schweren Malaria getroffen

werden.
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4 Diskussion

Es wird in der Literatur immer wieder die Fragegaviorfen, welche Bedeutung TLRs flr
die Erkennung vonP. falciparum im angeborenen Immunsystem haben und ob
Polymorphismen in den TLRs zu Veranderung in dewér und auch hinsichtlich der
Malaria fuhren. TLR4 und TLR9 konnten neben TLRR ldauptrezeptoren fir die Erkennung
von P. falciparumidentifiziert werden, deshalb wurden fiur diese dirthaufige und seltene
TLR4 und TLRSPolymoprhismen untersucht. In den folgenden Absgthm werden die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit im Kontext mehdlerzeitigen Erkenntnissen Uber die
Auswirkungen von Polymorphismen TLR4 und TLR9 unter besonderer Berlicksichtigung

von Auswirkungen auf das Risiko und die Manifestaiiler Malaria diskutiert.

4.1 Kritische Beurteilung von Studiendesigns und Miéaoden

Vor der Diskussion der Ergebnisse und den sichbemgen Schlussfolgerungen werden

zunachst die vorangegangen Studien und durchgefulethoden kritisch bewertet.

4.1.1 Studiendesign der Querschnittstudie zu schwgaren Frauen in Agogo

Bei der in Agogo durchgefuhrten Studie handelt ieh sim eine Querschnittstudie. Im
Rahmen einer Querschnittstudie werden in der RAgskagen zur Haufigkeit eines oder
mehrerer Faktoren gemacht. Sie bietet die Moglithka relativ kurzer Zeit und bei
luckenhafter Infrastruktur eine grof3e Anzahl voolanden zu rekrutieren. Innerhalb eines
Jahres konnten so 893 Frauen untersucht werdechRiie gro3e Anzahl der Probandinnen
ist ein hoher Grad von Reprasentativitat gewahdeisn der Studie wurden auch plazentare
Untersuchungsmethoden mit einbezogen, deshalb &aast Untersuchungsmaterial erst nach
der Geburt gewonnen werden. Eine z. B. hinsichttieln Infektionsdauer aussagekratftige
Langzeitstudie zur plazentaren Malaria ist zwarktian, wéare jedoch ohne Intervention
unethisch und nicht akzeptabel. Es konnten durchkraskopische Untersuchungen des
plazentaren Blutausstriches Ruckschlisse auf déktionsdauer gezogen werden, abhangig
von der Prasenz und Ausbreitung des Parasiten end/idlariapigments, gab es 4 Gruppen:
die aktive Infektion, die chronisch-aktive Infektiodie durchgemachte Infektion und die
nicht infizierten (53). Von den rekrutierten 893 Waeenden wurden in diese Studie 304
Erstgebarende eingeschlossen, da man davon ausigsst,diese noch keine oder kaum
Stamm-spezifische Immunitdt gegentber den plazawt@rentenP. falciparumStammen
ausgebildet haben (16). Folglich sollte hier dagedorene Immunsystem von gréRerer

Bedeutung sein.
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4.1.2 Studiendesign der Fall-Kontroll-Studie zu sowerer Malaria in Tamale

Die Untersuchungsergebnisse des Teils der vorlogeirbeit aus Tamale basieren auf der
Datenerhebung im Rahmen einer Fall-Kontroll-Studiei diesem Studiendesign, wird die
Stichprobe nach dem Auftreten eines bestimmtere@ajnisses (hier: schwere Malaria) in
eine Fallgruppe (Probanden mit Zielereignis) undeeKontrollgruppe (Probanden ohne
Zielereignis) unterteilt. Daran schliefl3t sich diatéfsuchung verschiedener Expositionen an
(hier: TLR4-E474K TLR4-Q510Hund neue Punktmutationen). So weisen unterschiesli
Anteile von exponierten Personen in der FallgruppeVergleich zur Kontrollgruppe auf
einen Zusammenhang zwischen Zielereignis und Eipodiin (51).

Der Vorteil einer Fall-Kontroll-Studie liegt in @es Linie darin, dass sie geeignet ist, seltene
Ereignisse, wie hier die schwere Malaria, aufzuzeignd vergleichbar zu machen. Weitere
Vorteile sind eine unkomplizierte Durchfihrung, dar Zugang zu erkrankten Personen
relativ einfach ist und lange Beobachtungszeitea,bei einer prospektiven Studie, entfallen.
Die Nachteile einer Fall-Kontroll-Studie liegen oer Auswahl der Kontrollen, welche
gematched werden, hier fur Alter und Geschlechtl der schwierigen Kontrolle moglicher
Storgrofien, wie z.B. zusatzlichen Infektionen aelbtich bedingter Erkrankungen (52). Das
fuhrt eventuell zu mangelnder Datenqualitat und Might-Nachweisbarkeit von Kausalitat.
Um die moglichen Fehler (Bias) gering zu halten unddas Kriterium der Reprasentativitat
zu wahren, wurde das Gebiet fur die Rekrutierungkamntrollgruppe in mehrere Einheiten
unterteilt. AnschlieBend wurde eine randomisieti&c§probenziehung aus diesen Einheiten
durchgefuhrt. Zusatzlich korrespondiert das Rekrutigsgebiet der Kontrollgruppe mit dem
Einzugsgebiet des Tamale Teaching Hospitals, se de&s Auswahl der Falle weitgehend
reprasentativ erfolgt ist (28).

Um den Fehler klein zuhalten, dass der Zusammenharsghen der Exposition und einem
Ergebnis moglicherweise auf eine dritte Variabler{fdunder) zurtickzufihren ist wurde ein

paarweises Matching durchgefihrt (28).

4.1.3 Nachweis der Plasmodium falciparum-Infektiorund der Parasitendichte

Die P.-falciparuminfektion wurde primar mikroskopisch nachgewiesBrer Goldstandard
der Malariadiagnostik ist der gefarbte Blutausktiocler der Dicke Tropfen. Er zeichnet sich
durch unkomplizierte Durchfihrung an Ort und Stesltevie geringe Materialkosten aus (3).
Bei der Beurteilung des Dicken Tropfen werden pliokBeld mehrere tUbereinander gelagerte
Erythrozytenschichten auf Malariaerreger hin koligd, wobei die Erythrozyten bereits
lysiert sind. Die Anzahl der Parasiten wird auf ZID Leukozyten ermittelt (9).
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Die Nachweisgrenze liegt bei einer Parasitendiolaa ca. 0,0003% mit dem Giemsa
gefarbten Dicken Tropfen aus dem peripheren Bl}. (Bur Sicherung der Diagnose erfolgte
zusatzlich ein Nachweis mittels PCR. Die gesch&amasitendichte bei Infektionen die nur
mittels PCR nachgewiesen werden kénnen liegte00005% (55).

Aufgrund der regelhaften Sequestierung Jen falciparum im plazentaren, intervilldsen

Raum ist bei Schwangeren die Mikroskopie Dickerpfea aus peripher-vendsen Blut wenig
aussagekréftig; falsch negative Ergebnisse sindhslfig (56). Aus diesem Grund wurde die
mikroskopische Diagnostik bei Schwangeren anhanazepitarer Blutproben gestellt.

Aufgrund der haufig, Malaria assoziierten chronestlntervillositis mit stark schwankender,
lokaler Leukozytenzahlen ist eine Parasitenausnghbezogen auf die Leukozytenzahl nicht
valide (16). Daher erfolgte hier die Auszéhlung dearasiten bezogen auf 100
mikroskopische Felder (1000 x VergroRerung). Alsbgs Korrelat fur die Chronizitat der
Infektion wurde Leukozyten assoziiertes Pigmentsasf, in Fibrin eingelagertes Pigment
wurde dabei nicht bertcksichtigt (53). Um interinduelle Variationen bei der Beurteilung
der Artefakt-reichen Préaparate zu minimieren, gt®ldie Mikroskopie der plazentaren
Dicken Tropen durch einen Untersucher (F. Mockeptjassubmikroskopische Infektionen

wurden wiederum durch spezifische PCR-Verfahreasstf(57).

4.1.4 Diagnosestellung schwerer Malaria

Die Diagnosestellung einer schweren Malaria erfolgus der mikroskopischen
Parasitenbestimmung und anhand von klinischen teitestreng nach WHO-Einteilung ohne
sekundare Zusatzkriterien. Aufgrund der priméarikbh gestellten Diagnosestellung gab es
die Mdglichkeit der Fehldiagnose, z.B. einer Sep&me zusatzliche Schwierigkeit der
Definition liegt in der mikroskopischen Bestimmudgs Parasiten, denn die Parasitendichte
weist wahrend der Infektion eine hohe Varianz &df.kann sich die Anzahl der im Dicken
Tropfen zu findenden Parasiten innerhalb von s&thsden um das 100 fache und mehr,
unterscheiden. Als Griinde fur die Schwankungen ererie Sequesterbildung der infizierten
Erythrozyten in den Venolen sowie das massive Fnglen der Parasiten aus den Sequestern
diskutiert (58). In der Fall-Kontroll-Studie wurdetie Kinder mit klinischer Diagnose ohne
mikroskopischen Befund aus der Fallgruppe ausgesséah (28).

4.2 Vor- und Nachteile der angewendeten Labormethah

Im Vergleich zum bislang einzigen Verfahren zur Ggpisierung von TLR-

Polymorphismen, dem Sequenzieren wie von Lazeatusd (27) beschrieben, weist die neu
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entwickelte Real-time-PCRuvielfaltige Vorteile auf. Das Sequenzieren umfassthrere
Arbeitsschritte: die PCR, die Uberpriifung der PQBdBkte am Gel, die Reinigung der
PCR-Produkte, das Cycle Sequencing, die Fallunggele-Sequencing-Produkte sowie den
eigentlichen Sequenzierlauf. Diese Methode ist dakewohl personal- als auch
zeitaufwendig. Vom ersten Arbeitsschritt bis zungdbnis vergehen bei der Sequenzierung
ca. 12 Stunden, wohingegen bei der real-time-PGRR#sultate bereits nach 90 Minuten
vorliegen. Die real-time-PCR erfordert nur einenbdéitsschritt und weist weniger
Fehlerméglichkeiten und damit weniger ,Verschleugh wertvollem Patientenmaterial auf.
Die Materialkosten der Genotypisierung mittels 4tgale-PCR mit dem von uns entwickelten
Mix liegen bei ca. 1,50 Euro, die Sequenzierungdtostwa das Funffache (50). Der héhere
Arbeitsaufwand beim Sequenzieren und die damituredbnen Personalkosten durften die

Ersparnis bei Anwendung des real-time-PCR-Verfahrech deutlich steigern.

Der Vorteil des Sequenzierens liegt allerdingsemer hoheren Auflosung. Die Abfolge der
einzelnen Basen kann bestimmt werden und dies dichtcgauch den Nachweis noch
unbekannter Polymorphismen, die mit deal-Time-PCRund Hybridisierungssonden nicht
erfasst werden. Allerdings erfordert die Auswertudgr Sequenzierergebnisse einen
erheblichen Zeitaufwand und ist mit mehr Fehlernobdfeiten behaftet, weshalb sie in dieser
Arbeit nur fur die Untersuchung der TIR-Domane aunbekannte Punktmutation genutzt

wurde.

Fur TLR4Q510H musste ein anders Verfahren, das des RFtéhglefihrt werden, da sich
eine Lightcycler-PCR aufgrund einer Schleife (Loopyler Genstruktur nicht etablieren lief3.
Der Nachteil liegt zum einen in den verschiedenathefsschritten, die wie oben die
Fehlermdglichkeiten erhéhen, zum anderen im hohaitadfwand. Der Vorteil liegt in der
Genauigkeit des Schneideenzyms, sodass der Amteifalsch positiven Ergebnissen gering
ist.

Zusammenfassend wurden im Rahmen dieser Arbeit Methoden verwendet. Die erste
(Real-Time-PCIRRerlaubt eine einfache und schnelle Genotypisigrder TLR4 und TLRS
Polymorphismen, die zweite (RFLP) wurde aufgrund deops, der keine Etablierung einer
Real-Time-PCRnoglich machte, fUTLR4Q510H eingesetzt und die dritte (Sequenzierung)

diente der Entdeckung noch unbekannter Polymorgnsm
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4.3 Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde die Typisierungnvanéaufigen TLR4 und TLRS
Polymorphismen TLR4D299G, TLR4T399l, TLR9T1236C, TLR9T1486Q bei
Erstgebarenden in Ghana durchgefihrt und auf eélasammenhang mit dem Risiko und der
Manifestation der Malaria in der Schwangerschafirgi, die bisher in der Literatur nicht
beschrieben ist. Es konnte kein Zusammenhang milndiektion per se gezeigt werden, bei
infizierten Frauen aber ein erhohtes Risiko fur terlithe Anamie, intrauterine
Wachstumsretardierung und ein niedrigeres Gebwisbe bei vorliegen der
PolymorphismenTLR4D299G undTLR9T-1486C. FurTLR4T3991 und TLRST-1237C
bestanden keinerlei Zusammenhange. Zudem wurde \ilmkommen seltenerTLR4
Polymorphismen TLR4E474K und TLR4Q510H) bei Kindern in Ghana untersucht. Es
konnte eine Pravalenz von jewed® % gezeigt werden, jedoch kein Zusammenhang enit d
schweren Malaria.

AulRerdem wurden 2 bisher nicht beschriebene Polyniemen in defTIR-Domane des
TLR4 gefunden,TLR4-M659T und TLR4-R804P Da beide Polymorphismen nur einmal
nachgewiesen wurden, konnte keine Aussage Ubemaiggiche Auswirkung der schweren
Malaria getroffen werden. Festzuhalten ist abessdaeide Polymorphismen in der Gruppe
der an schwerer Malaria erkrankten Kinder vorlagen.

4.3.1 Die Bedeutung vonTLR4- und TLR9-Polymorphismen fur die Malaria in der
Schwangerschaft und die schwere Malaria in der Kinteit

Diese Ergebnisse unterstiitzen die bisherigen Etkesse zur Auswirkung vonTLRA4-
Polymorphismen auf die Manifestation von Malaria @mdere Erkrankungen. TLR4 reagiert
spezifisch auf bakterielle LPS, die Bestandteil gexm-negativen Zellwand sind (37). Auf
die Erkennung des LPS folgt eine SignalinduktioncduTLR4, aus welcher eine Expression
von Genen (z.B. IL-6, TN, die zu Inflammation und zur Induktion der antnobiellen
Antwort fuhrt, folgt. Weiter konnte gezeigt werdatgss TLR4 auch an der Erkennung von
Aspergillus fumigatusind viralen Proteinen beteiligt ist (39). Oliveea al konnten 2004
zeigen, dass TLR4 eine entscheidende Rolle in derkenBung des
Glycoinositolphospholipiden (GIPIs) vafrypanosoma cruzapielt, welches eng verwandt ist
mit dem P. falciparum GPI (38). 2005 beschrieben Krishnegowataal. in einerin vitro
Studie zum ersten Mal, dass neben TLR2 auch TLRdiganErkennung vorP. falciparum
Uber GPI beteiligt ist (10).
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Die haufigen PolymorphismefLR4D299G undTLR4-T399lerhdhen das Risiko fiir eine
gramnegative Infektion und fur einen septischeno8kl{40). Seltend@ LR4Polymorphismen
(TLR4E474K, TLR4Q510H) erhthen das Risiko an einer Meningokokkesise zu
versterben und liegen vor allem bei Afrikanern {8). Ein defekter TLR4 bei Mausen fuhrt
zu einem erhohten Risiko an eiffgypanosoma cruznfektion zu sterben (38).
Mockenhauptet al. zeigten 2006, dasBLR4-D299G undTLR4-T399Idas Risiko, an einer
schweren Malaria zu erkranken, um das 1,5- und&gee erhohen und dd$R4D299G in
ca. 21% in Ghana vorliegt (20). In der vorliegendebeit konnte die hohe Pravalenz von
21% bestatigt werden und fOiLR4D299G eine Assoziation mit mutterlicher Anamie und
intrauteriner Wachstumsretardierung bei Erstgelsimenmit plazentarer Malaria gezeigt
werden. Die Vermutung ist, dass ein veradnderter AI(RLR4D299G) nicht nur zu einer
eingeschréankten Erkennung von bakteriellem LPStfi@mndern auch zu einer modifizierten
Aktivierung des TLR4 durcP. falciparumoder GPI. Die modifizierte Aktivierung kénnte zu
einer reduzierten Aktivierung der proinflammatichen Signalkaskade am Anfang der
falciparuminfektion fihren und zu einer insuffizienten Immuohaort wahrend des
Fortschreitens und der Etablierung der ErkrankiWiige bei der vorangegangen Studie von
Mockenhauptet al beeinflussteTLR4D299G weder die Empfanglichkeit fur eirfe.-
falciparuminfektion noch die ParasitendichteTLR4D299G verstarkte aber die
Manifestation der Malaria in der Schwangerschat).(2n hochendemischen Gebieten sind
P.-falciparuminfektionen haufig chronisch und in der Schwandeaftcmitverantwortlich far
die Pathogenese von miutterlicher Anamie und indrengr Wachstumsretardierung (59).
Moormannat al. beschrieben 1999, das eine plazentare Malariaireer Imbalance in der
plazentaren Zytokinauschuttung fihrt und so zurairteriner Wachstumsretardierung und
vermutlich mutterlicher Anédmie beitragt (18). Imnflick auf die von Moormanmet al
beschriebene Zytokinimbalance konnte eine eingéas&he Signalinduktion durciLR4-
D299G zusatzliche Auswirkungen auf die proinflamomsthe Antwort haben und durch
weitere Verschiebungen in der Zytokinausschuttung strauterine Wachstumsretardierung
und mutterliche Anamie begtinstigen.

In Ghana konnten Polymorphismen im TLR2 nicht naetigsen werden. TLR2 gilt als
Hauptmediator fur die Erkennung des falciparumGPI (20). Polymorphismen im TLR2
scheinen in hochendemischen Malaria-Gebieten niéightand aufgrund des starken
Evolutiondrucks de-selektiert worden zu sein. Edltssich die Frage, warum die TLR4
PolymorphismenTLR4D299G, TLR4E474K undTLR4Q510H mit ca. 21% und > 10% in
Ghana vorliegen. FUFLR4E474K undTLR4Q510H konnte kein Zusammenhang mit der
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schweren Malaria gezeigt werden. Eine Bedeuturgezug auf andere Infektionskrankheiten
ist allerdings nicht auszuschlielRen, da die Polgmniemen, wie bei Smirnovat al.
beschrieben zu einer verstarkten Manifestation Meningokokkensepis bei Kaukasiern
fuhren (37). Patienten mit der VarianTd.R4D299G zeigen tendenziell eine reduzierte
Letalitat bei schwerer Malaria, was moglicherweisan einer verringerten
Zytokinausschuattung liegt und folglich zu einer ueiggrten proinflammatorischen Antwort
fuhrt, die ihrerseits bei todlichen Verlaufen beditat wird (20). Die dahinterstehende
Theorie ist, das§LR4D299G zwar das Risiko schwerer Malaria erhéht, abeichzeitig
einen fatalen Ausgang verhindert und sich deshathugonsbiologisch gehalten hat (20). Im
Gegensatz dazu steht eine Studie von Greeaé die 2008 in Kenia und Papua Neu Guinea
durchgefuhrt wurde (60). Diese Studie hat gezedpss TLR2; TLR-4 und TLR-9
Polymorphismen zu gleichen Teilen in Populationénumterschiedlicher Malaria-Exposition
vorkommen (60). Greenet al schlieen daraus, dass diese Signalwege im aregeo
Immunsystem nicht unter starkem evolutionaren Drdakch die Malaria stehen kbnnen,
sondern eher durch Gendrifts zustande gekommen(63)d Ob ein selektiver Vorteil durch
TLR4Polymorphismen fir die Malaria vorliegt, bleibt @leffen. Ein Bezug zu anderen
Infektionskrankheiten wére aber denkbar. Rocha-Ramdt al. haben gezeigt, dass das
Mycobakterium tuberculosis Lipid die Zytokinausstthilg und die Expression von TLR2,
TLR4 sowie die MHC Klasse Il Expression reguli€l). Dhimanet al konnten zeigen, dass
TLR4D299G undTLR4T3991 mit einer erhdhten Interleukin 4 Ausschittungch einer
Masernimpfung, einhergehen (62). Inwiefern diELR4Polymorphismen zu einer
Verstarkung der Manifestation von Tuberkulose oMisern fihren, oder das Gegenteil,
einen Schutz vor den Erkrankungen, bewirken, ishda noch nicht geklart, sollte aber
Gegenstand weiterer Forschung sein.

Fur TLR9Polymorphisem konnte bisher kein Zusammenhang dweit Malaria gezeigt
werden. TLR9 erkennt nicht-methylierte CpG DNA, whed Bestandteil von Viren und
Bakterien ist (32). Die Erkennung véh falciparumdurch TLR9 ist hier eine Ausnahme, da
die Parasiten-DNA nicht CG- sondern AT-reich ist minzelnen kleinen CG-Abschnitten
(32). Parrocheet al konnte zeigen, dass diese AT-reiche DNA mittelsnbzoin (HZ), das
durch den Verdau von Hamoglobin in den befallen th#ozten zu hydrophopen
Hampolymeren entsteht, dem TLR9 prasentiert wi@.(81 der Schwangerschaft kommt es
zu einer Akkumulation von Hamozoin in der Plazenta.

Lazaruset al konnten vier Punktmutation identifizieren, die figuworkommen, TLR9-T-
1486C TLR9T-1237C TLR9G-1174A und TLR9G-2848A (34) und zeigen dad.R9T-
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1237C zu einem erhéhten Risiko fir Asthma fuhrt, 8. Zudem werden Zusammenhange
zwischen den vier Punktmutationen und systemis¢hgius erythematodes sowie Morbus
Crohn vermutet (35).

Fur TLR9T-1486C konnte in dieser Arbeit kein Zusammenhamigdem Risiko, wohl aber
mit der Manifestation der Malaria gezeigt werden.dihd vor allem die Erstgebarenden, die
durch eine Malaria in der Schwangerschaft maladedgge intrauterine
Wachstumsretardierung, ein niedriges Geburtsgewiehihgeburtlichkeit und mdutterliche
Anamie aufweisen. In der ersten Schwangerschaftnédnsich zum ersten Mal
plazentaadharentd®. falciparumStamme im Wirt etablieren, die dann zu relevanten
Parasitendichten anwachsen und zu einer Immunainfidlmen (18). Die plazentaadharenten
P. falciparumStammen sind relativ immununfremd, so dass dieody@ne Semiimmunitat
nicht greifen kann (16). Durch die Plazentaadhademmmt es vor allem zu einer lokalen
Infektion an der Plazenta und dadurch zur Akkunmomatvon Hamozoin beladenen
Makrophagen. DurchfTLRST-1486C scheint die lokale Signalinduktion beeinlttigt zu
sein, sodass es zu einer Verstarkung der plazentsi@aria kommt, jedoch nicht zu
systemischen Effekten wie der Anamie.

Fur TLR9T-1486C, TLR9T-1237Czeigen sich nochbhere Pravalenzen 65,4% (T-1237C)
und 50,2% (T-1486C) in Ghana als fur dieR4Polymorphismen. FUFLR9T-1486C und
denTLR9T-1237C finden sich in der Literatur auch andeesidele fur hohe Pravalenzen.
Lazaruset al und Carvalhcet al. konnten in den USA und Portugal ebenfalls Prazaa
von Uber 20% und z.T. auch 50% feststellen, sodesist in erster Linie von einem
Zusammenhang mit der Malaria ausgegangen werdem (i8dn 63). Vielmehr ist es denkbar,
dass es sich im Falle volLRST-1237C um eine balancierte Mutation handelt, uieer
bestimmten Voraussetzungen zu einer verstarktenfésation von Asthma fuhrt (35). Bei
TLR9T1486C scheint es ahnlich zu sein (35).

4.3.2 Mogliche Auswirkungen von TLR-4 und TLR9-Polymorphismen auf die
Entwicklung neuer Behandlungsstrategien gegen Malgat

Malaria wahrend der Schwangerschaft ist nach wie @0 bedeutendes Problem mit
erheblichem Risiko fir die Mutter, ihren Fetus was Neugeborene. Jedes Jahr werden ca.
50 Millionen Frauen, die in Endemiegebieten lelmhwanger und sind dem Risiko einer
Infektion ausgesetzt. Etwa die Halfte dieser Fralgdm in Afrika sudlich der Sahara, die
meisten von ihnen in Gebieten mit hoher falciparumTransmission. In Gebieten mit

niedriger Transmissionsrate vén falciparum in denen die erworbene Immunitéat nur gering
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ausgepragt ist, sind Schwangere wahrend Malariaggns besonders gefahrdet. Malaria in
der Schwangerschaft kann zu mutterlicher Anamigaireriner Wachstumsretardierung,
Frihgeburtlichkeit und einem niedrigen Geburtsgawicihren (59). Malaria in der
Schwangerschatt fuhrt so Jahr fur Jahr zum TodAED0-200000 Sauglingen (1, 59).
Neben den schwangeren Frauen sind vor allem Kinderder Malaria betroffen. Ungefahr
60% der klinischen Malariafalle und 80% der Malassoziierten Todesfélle ereignen sich in
Afrika stdlich der Sahara. Die Leidtragenden siod &lem Kinder unter 5 Jahren, die an
schwere Malaria erkranken und sterben (3, 9, 648rWi einige Kinder schwer an Malaria
erkranken, andere asymptomatisch bleiben oder gdnt mrkranken ist bisher nur sehr
unzureichend gekléart.

Die WHO hat, gemeinsam mit der Organisatioll Back Malaria verschiedene Strategien
zur effektiven Kontrolle der Malaria wahrend deh@angerschaft und in der friihen Kindheit
entwickelt (2, 3). Hierzu gehéren die Ausgabe vont rmsektiziden behandelten
Moskitonetzen an die Schwangeren und die Aufklardag Matter ihre Kinder moglichst
unter den Moskitonetzen schlafen zu lassen, derrmittierend préaventive Behandlung von
Schwangeren und Kleinkindern mit Malariamedikamented das effektive Management
von Malariaerkrankungen und mdutterlicher Anédmie der Schwangerschaft durch
regelmalige Schwangerschaftsvorsorge (1). Hiernoibnte in manchen Landern ein
Ruckgang der Malaria um 50% erreicht werden (1)ctDdie Mehrzahl der Lander k&ampft
nach wie vor mit den Auswirkungen der Malaria nioht in der Schwangerschaft und frihen
Kindheit sondern auf die gesamt Gesundheit der Bewing und die Auswirkung auf deren
Arbeitskraft (59).

Auf der einen Seite steht eine Vielzahl logistisdAebleme, wie eine schlechte Infrastruktur,
ein haufig marodes Gesundheitswesen und Korrup#ari.der anderen Seite herrscht in
Malariaregionen vielerorts eine grof3e Armut und senheit der Menschen (59). Dies ist
eine Situation, die umfassende medizinische Betrgdast unmaoglich macht. Deshalb gehen
die Bemiuhung der Forschung in Richtung neuer dir&fia®herapiemdglichkeiten die auch in
diesen Landern leicht zur Anwendung kommen koneéi (

Das Problem der heute verwandten Malariamedikambegg zum einen in der hohen
Resistenzrate (59), zum anderen daran, das dienBkimy an ein Gesundheitssystem
gekoppelt ist, das die Menschen erst erreicht, waenschon Symptome aufweisen. Ein
Versuch, das System zu durchbrechen ist die inteen@ind, praventiv Behandlung von
Kleinkindern (0,5-6 Lebensjahre) und von Schwangéte 6, 47).
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Neben der Entwicklung von neuen Medikamenten awufBBesis von Artemisia gehen die
Bemuhungen in Richtung einer Impfung, da Impfungemessourcenarmen Gebieten eine
gute Alternative zur Infektionskontrolle darstellewie es sich bereits fur Hepatitis und
Masern gezeigt hat (65, 66). Auf dem Gebiet derfémjvicklung, hat sich bisher eine im
Walter Reed Army Institute of Reseamatitwickelte Impfung wirksam gezeigt und befindet
sich in weiterer klinischer Erprobung (66). Es halbhdich hierbei um ein hybridkombinantes
Protein ded?. falciparumZirkumsporozoiten zusammengesetzt mit dem HepditVirus S-
Antigen, zusammen mit dem Adjuvans ASO2D, das milinantwort steigert (66). ASO2D
gehort zu den TLR4-Agonisten (67). Es handelt sioch Monophosphoryl Lipid A, das aus
Salmonella minnesotagewonnen wird und als sicheres Impfungsadjuvans (@7).
Chloroquin, ein zunehmend seltener verwendetes Rdetnt, supprimiert die Hamozoin
vermittelte TLR9 Antwort im angebornen Immunsyst@9).

Diese Arbeit und einige andere konnten zeigen, dagsne erhdhte Pravalenz vilbR4-und
TLRSPolymorphismen in Malariagebieten gibt (20, 6B)L.R4- und TLR3-Polymorphismen
scheinen, wie genau bleibt unklar, zu Funktionss#irénkung der TLRs zu fuhren (20, 37).
Im Hinblick auf diese Ergebnisse sollte ein Augerimauf die Moglichkeit gelegt werden,
dass der Reaktionsweg Uber das Adjuvanz ASO2D aben andere Medikamente, z.B.
Choloquin beeinflusst sein kénnte. Inwiefern dieAfika haufige TLR4Defizienz fur die
Anwendung des Impfstoffes von Relevanz ist, mugzsdginftige Studien zeigen.

Es konnte allerdings auch gezeigt werden, dassnderdangen in der TLR Signalkaskade vor
der Entwicklung von Erkrankungen schiitzen. Kabal untersuchten 2007, da$RAP Gen,
welches das Mal-Protein kodiert, das eine essémi&ldeutung im Signalweg von TLR2 und
TLR4 hat. Sie konnten zeigen, dass ein Polymorpigsim TIRAP Gen vor der Infektion mit
Malaria, TBC und Pneumokokken schiitzt (69). Bezogeihdie Beobachtunglass TLR4-
Polymorphismen zwar das Risiko einer schweren Nelkarhohen, aber die Kinder weniger
daran versterben, sollte der TLR4 Signalweg inatiéBnsicht weiter untersucht werden (20).
Anhand dieser Beispiele zeigt sich bereits, wiehwres ist, mehr Uber die Mechanismen der
P. falciparuminfektion zu erfahren, um die Therapieoptionererweitern. Weitere Studien

sind notwendig um das Verstandnis zu vergrof3ern.
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) Zusammenfassung

Die Malaria ist nach wie vor eines der grof3ten gleb Probleme. Risikogruppen fur die
potentiell tddliche Infektion mit dem ErregBtasmodium falciparunsind Kleinkinder und
Erstgebarende, die sudlich der Sahara leben. Jades erkranken 350-500 Millionen
Menschen und ca. 1 Million versterben. Dennoch &tl die Erkrankung in
Endemiegebieten, nach Erlangen einer Semiimmunitétifig asymptomatisch. Welche
Faktoren dazu fuhren, dass einige Menschen an sehvwalaria erkranken, wird nur
unzureichend verstanden.

Bei Erstgebarenden fuhrt die Malaria zu mautterlichédndmie, intrauteriner
Wachstumsretardierung, Frihgeburtlichkeit, niedriggéeburtsgewicht und zu einer erhdhten
Sauglingssterblichkeit. Das erhdhte Risiko Erstgefder fur eind.-falciparuminfektion ist
primar auf relativ immunfremde, plazentaadharentém$e zurickzufihren. Wie bei
Kleinkindern steht in diesem Falle das angeboremaunsystem im Vordergrund.

Wichtige Vermittler einer proinflammatorischen Amts/im angeborenen Immunsystem sind
die Pathogen-erkennenden Toll-Like-Rezeptoren (TIER) die Malaria sind TLR 2, 4 und 9
von Bedeutung. TLR2 und TLR4 erkennen ®adalciparumGlykosylphosphatidylinositols
(GPI), TLR9 die parasitare DNA. Haufige Polymorphen {[TLR2Arg677Trp, TLR2
Arg753GIn, TLR4D299G, TLR4T399I, TLR9T-1486C TLR9T-1237C) erhdhen dabei das
Risiko fur inflammatorische und Infektionskranklegit Eine vorangegangene Studie aus
Ghana zeigte, dasd.R4D299G und TLR4T399I das Risiko fir eine padiatrische, schwere
Malaria erhéhen und da3d.R9PolymorphismenTLR9-T-1237C, TLR9-T-148énit hohen
Pravalenzen vorliegen. Fur TLR2, den HauptrezefiiorP. falciparum waren aber keine
bekannten Polymorphismen nachweisbar. Die Bedeutwog TLR4 und TLRO-
Polymorphismen fir Risiko und Manifestation der & bei der weiteren Risikogruppe der
Erstgebarenden ist bislang unbekannt. Gleiches fgilt bei Afrikanern beschriebenen,
seltenen TLR4Polymorphismen (E474K, Q510H) hinsichtlich der wehen Malaria im
Kindesalter.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die Auswngen der haufigemLR4 undTLRS
Polymorphismen auf Risiko und Manifestation der 8l in der ersten Schwangerschaft zu
untersuchen. Zudem sollte geklart werden, ob aeltere TLR4Polymorphismen in Ghana
die schwere Malaria im Kindesalter beeinflusserfubDsollte zusatzlich di#@IR-Doméane des
TLR4 auf noch unbekannte Polymorphismen unterswenden.
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Proben von 304 Erstgebarenden (46% mit plazentdpParasitamie) aus einem
Hochendemiegebiet in Ghana wurden dafir mittels nfettkurvenanalyse auf die
Polymorphismen TLR4D299G, TLR4T399l, TLR9T-1486C und TLRST-1236C hin

untersucht. Eine zweite Studiengruppe bestand @@ Kindern aus Nordghana (100
Patienten mit schwerer Malaria, 100 asymptomatistihierte, 100 gesunde Kontrollen). Bei
diesen wurden mittels Schmelzkurvenanalyse undriRéshsverdau die Polymorphismen
TLR4E474K undTLR4Q510H. Zudem wurde die TLRAR-Doméane sequenziert, um noch
unbekannten Polymorphismen zu identifizieren. AheBend wurde gepruft, ob diese

Polymorphismen Auswirkungen auf das Risiko undManifestation der Malaria haben.

Bei den Erstgebarenden lagébhR4Polymorphismen in >20% unfLR3Polymophismen in
>50% vor. Die Polymorphismen beeinflussten daskRiginer plazentare Malaria oder die
Parasitendichte nicht. Bei bestehender InfektiastéektenTLR4-D299G undTLRST-1468C
allerdings die Manifestation. Infizierte Erstgebi@de mitTLR4D299G 0defTLR3T-1486C
wiesen ein 6-fach erhdhtes Risiko fiir niedriges Wsigewicht bei termingerechten Kindern
auf. TLR4-D299G war zudem mit einem 5-fach erhéhtem Risikcefiie mutterliche Anamie
assoziiert.

Bei den Kindernwiesen jeweils ca. 9 % di#LR4Varianten E474K bzw. Q510H auf.
Zusammenhange mit Risiko und Manifestation der sthw Malaria konnten nicht
beobachtet werden. Bei zwei Kindern mit schweredaka wurden bislang unbekannte
TLR4Polymorphismen identifiziert (M659T, R804P).

Die hier vorgelegten Ergebnisse zur starker ausgggn Manifestation eind?. falciparum
Infektion bei Gebarenden mit einem haufigeRLR4Polymorphismus unterstitzen
vorliegende Befunde bei Kleinkindern. Erstmals veurdie vergleichbare Bedeutung des
TLRSPromoterpolymorphismus T-1486C bei der Malariaeigiz Beide Befunde legen die
Vermutung nahe, das3LR-Polymorphismen zu einer modifizierten Aktivierunges
angeborenen Immunsystems duteh falciparum oder GPI fiihren. Dies kdénnte zu einer
reduzierten Aktivierung der proinflammatorischengr&lkaskade am Anfang deP.
falciparumInfektion und zu einer insuffizienten Immunantwaréhrend des Fortschreitens
und der Etablierung der Erkrankung fuhren.

Diese Arbeit bestatigte die erhthte Préavalenz deR4IDefizienzvariante D299G in
Malariagebieten. Dies kann von Bedeutung fir dieeie laufende klinische Erprobung der

RTS,S Malariavakkzine in Endemiegebieten sein, alaedein TLR4-Agonist als Adjuvans
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genutzt wird. Inwiefern die in Afrika haufigf LR4Defizienz fur die Anwendung des
Impfstoffes von Relevanz ist, missen zukinftiged®&u zeigen.

Letztendlich bleibt unklar, warum die untersuchterd hinsichtlich der Malaria nachteiligen
Polymorphismen in den Endemiegebieten mit hohewdRetizen vorliegen. Zuvor wurde
beobachtet, dass Patienten mit schwerer MalarialuR#-D299G tendenziell eine reduzierte
Letalitdt aufweisen. Die daraus abgeleitete Hypsehkeesagt, dasBLR4D299G zwar das
Risiko schwerer Malaria erhoht, aber gleichzeiiigea fatalen Ausgang verhindert und sich
deshalb evolutionsbiologisch gehalten hat. Der TH3R®ghalweg sollte in dieser Hinsicht
weiter untersucht werden. Es sollte auch Gegenstaeiderer Forschung sein, ob die
Polymorphismen Vor- oder Nachteile gegenuber amderiektionskrankheiten, wie z.B. der

Tuberkulose, vermitteln, da Variationen im TLR-Sagwmeg auch hier von Bedeutung sind.
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Materialien und Bezugsquellen

Allgemein

* Eppendorfpipetten 1-10, 10-100, 100-1000 (Researsta®abel, Eppendorf Vertrieb
Deutschland GmbH)

o Safe-Lock Tubes 2ml (Eppendorf AG, Hamburg)

* PCR Soft Tubes® 0,2ml (Biozym Scientific GmbH, Hed&lenburg)

* T3 Thermocycler (Biometra GmbH, Gottingen)

* 10x TBE:
108,09 Tris Base (Appli Chem)
55,09 Borsaure (Merck)
40,0ml 0,5M Na2EDTAx 2H20 (Natrium-Ethylendiamintegssigsdure) pH 8,0
(Lancaster)

* Bromphenolblaupuffer:
0,05g Bromphenol Blue (Sigma-Aldrich Chemie GmbHjridhen)
10,09 Glycerol ((Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
20,0ml 0,5xTBE

* 100bp DNA-Ladder:
170ul 0,5XTBE
20,qul BPB-Puffer
10ul Stockldsung Marker (100bp Maker, Invitrogen)

e Ethidiumbromid 1mg/ml (Merck)

Material fur E474K:

* Primer:
hTLR4-se: CAQTATTCCTATCACTCAgAAACCTC
hTLR4-as: TATTTAQTACCTgAAgACTggAgAgTg
(20uM TIB MOLBIOL GmbH, Berlin)

» Sonden:
474SenA: 640-TgTCCAgTCTCAAAGTCTTgAAAAT p (Sensorsim)
474Anch: gAgTTgCTTTCAATggCATCTTCAATQgQC X (Ankersoril
(0,02uM TIB MOLBIOL GmbH, Berlin)

* dNTPs 2,5mM pro Base (Rapidozym, Biolaps new Erg)lan
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Gentherm Tag® DNA-Polymerase 3/ Buffer, MgCl2 (Rapidozym ,Biolaps new
England)

Eppendorf Zentrifuge 5403

Lightcycler (Roche)

Light cycler® Capillaris, 2Ql (Roche)

Light Cycler Zentrifuge Adapter (Roche)

Material fur Q510H:

Primer:

TLR4mm For 5’ CCTTCCTggACCTCTCTCAgTgTCAACTggAAC3’

TLR4_3R3 5'CCACACCgggAATAAAGTCTCTgTAGTg3

(20uM, MWG-Biotech AG, Ebersberg)

Biotherm Tag® DNA-Polymerase 5/ Buffer (GeneCraft GmbH, Ludinghausen)
RestriktionsenzynidY PCH4III 5U/ml, NEBuffer (Biolabs new England)

dNTPs 25mM pro Base (Invirtogen GmbH, Karlsruhe)

SeaKem® LE Agarose (Cambrex Bio Science Rocklamgerizym Scientific GmbH,
Hess. Oldendorf)

NuSieve® GTG® Agarose (Cambex Bio Science RockladBidenzym Scientific
GmbH, Hess. Oldendorf)

Material fur die Squenzierung der TIR-Domain:

Primer:

TIR-For: 5" TgTCggTCCTCAgTgTgCTTgTAgTATCTg3"
TIR-Rev: 5" TAgTgCACCATGgAATTACTCACCCTTAQC3’
(20uM, MWG-Biotech AG, Ebersberg)
Natriumjodid-Losung:

22,4g NaJ (Merck)

25ml destilliertes Wasser

Silica-Matrix (Sigma Bestell-Nr.: S5631)
Silica-Waschpuffer:

50mM NacCl

10mM Tris pH 7,5

2,5mM EDTA
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50% v/v Ethanol
* Q-Biogene-Spin-Modul (Eppendorf)
» Eppendorfzentrifuge (5403)
« CEQ™ 8000 (Beckman Coulter®,USA)
« CEQ™ DTCS Quick Start Kit (Beckman Coulter®,USA):
* Quick Start Mix 8@, Minerdl 5ml, Sampel Loading Solution (SLS) 6ml
* Genomelab Seperation Gel-LPA1(Beckman Coulter®,USA)
» Seperation Buffer (Beckman Coulter®,USA)
* CleanSEQ® (Agencourt Bioscience Corporation, Beyerl
o Zellkulturplatten 96U (TPP, Switzerland)
* GTQ-Agerose (Carl-Roth GmbH & CoAG, Karsruhe)

Software:
» LightCycler Data Analysis
* Programme CEQ 8000:
Laufparameter LFR1000
Batch Analyse, Auswerteprogramm ,,Cordula“
» Tabellenkalkulation Microsoft fir Windows 2000

* Statistiksoftware SPSS V11.0 fir Windows 2000
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