4 Diskussion

4.1 Kiritische Diskussion des Studiendesigns und der angewandten Methoden

4.1.1 Studiengebiet, -aufbau und -design

Die vorliegenden Ergebnisse wurden im Rahmen einer Querschnittsstudie bzw. einer
unverbundenen Fall-Kontrollstudie erhoben. Um den Einfluss von HbS und HbC auf
unterschiedliche Manifestationen einer P. falciparum-Infektion untersuchen zu koénnen, wurde
die Kontrollgruppe in einem zweiten Schritt in drei repridsentative Untergruppen unterteilt.
Zusammen mit der Patientengruppe wurden insgesamt vier Kategorien gebildet (keine Infektion/
submikroskopische Infektion/ asymptomatische Infektion/ komplizierte Malaria). In einigen
Untergruppen war der Stichprobenumfang zu gering, um fiir jedes Merkmal Assoziationen
berechnen zu konnen.

Querschnittsstudien  bieten die Moglichkeit bei reprédsentativer Zufallsauswahl der
Studienpopulation von dieser auf eine Zielpopulation zu schlieBen und die Bedeutung von
Risikofaktoren zu ermitteln. Das Studiendesign zeichnet sich durch geringe Kosten und eine
kurze Studiendauer aus. So konnte trotz limitierter finanzieller Ressourcen und einer schlecht
entwickelten Infrastruktur im Studiengebiet eine grole Anzahl von Probanden (Kontrollgruppe:
n =1.100) innerhalb eines kurzen Zeitraumes untersucht werden. Andererseits sind
Querschnittsstudien zum Kausalitdtsnachweis von Risikofaktoren nur bedingt geeignet und
deshalb eher ein Instrument der deskriptiven Epidemiologie. Fiir die simultane Untersuchung
mehrerer Risikofaktoren einer Erkrankung ist das Design einer Fall-Kontrollstudie besser
geeignet, da die Exposition im Nachhinein festgestellt wird und mehrere Risikofaktoren
gleichzeitig bestimmt werden konnen (Kreienbrock & Schach 2000).

Querschnittsstudien sind fiir Erkrankungen mit kurzer Dauer nicht der geeignete Studientyp.
Dies konnte in der vorliegenden Arbeit z.B. zum Unterschitzen der tatsdchlichen Préavalenz einer
unkomplizierten (siehe Kapitel 4.2.1) und komplizierten Malaria gefiihrt haben. Auch der
Verlauf einer P. falciparum-Infektion konnte mit Hilfe dieses Studientyps nicht beurteilt werden.
Dazu wire eine Kohortenstudie geeignet gewesen. Diese war jedoch aus ethischen Griinden
nicht Mittel der Wahl.

Die Anfilligkeit gegeniiber systematischen Fehlern (bias) ist bei Querschnittstudien grof. So

konnten ein Selektions-Bias (Verzerrung durch [nicht zuféllige] Auswahl), ein Informations-Bias
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(Verzerrung durch fehlerhafte Information) oder eine Confounding-Bias (Verzerrung durch die
mangelhafte Beriicksichtigung von Storgroflen) aufgetreten sein. Bei der Rekrutierung der
Kontrollgruppe konnte es z. B. durch den nicht beabsichtigten Einschluss von Kindern der
Stammesiltesten oder Kindern naher Verwandter, der versehentlichen Rekrutierung &lterer
Kinder (> 9 Jahre) durch fehlende Geburtsurkunden, aber auch durch die Abwesenheit einzelner
Kinder zum Zeitpunkt der Rekrutierung (Krankenhausaufenthalt, Schulbesuch, Feldarbeit,
Marktbesuch etc.) zu einer Auswahlverzerrung gekommen sein. Das Risiko einer
Informationsverzerrung ist in der vorliegenden Studie eher gering einzuschitzen, da der
Nachweis der wichtigsten Variablen (Bestimmung der einzelnen Plasmodienspezies, Analyse der
B-Globingenotypen etc.) mittels standardisierter Verfahren erfolgte. Lediglich die Erfassung des
Alters konnte hier von Bedeutung sein, da fiir einen Grofteil der Kinder keine schriftliche
Dokumentation des Geburtsdatums vorlag. Als Confounder konnten soziodemographische und
soziookonomische Einfliisse, wie z.B. die Verwendung von Moskitonetzen (Muller et al., 2006),
Zugang zur medizinischen Versorgung, Selbsmedikation mit Chlorochin, Erndhrungszustand,
Wohnverhiltnisse etc. (el Samani et al., 1987; Kofoed et al., 2004; Mensah & Kumaranayake
2004), die in der vorliegenden Arbeit nicht erfasst wurden, von Bedeutung sein.

Einen Nachteil der Fall-Kontrollstudien stellt hdufig die schlechte Vergleichbarkeit beider
Studiengruppen dar (Altman 1999). In der vorliegenden Arbeit stammen beide Studiengruppen
aus der gleichen Grundgesamtheit. Das Krankenhaus in Tamale, wo die Patientengruppe
rekrutiert wurde, ist als medizinisches Versorgungszentrum fiir die Bevolkerung der gesamten
nordlichen Region zustindig. Trotzdem waren die beiden Studiengruppen nicht homogen. So lag
zwar fiir beide Studiengruppen eine Gleichverteilung der Geschlechter vor, Alters- und
Wohnstruktur, d. h. die Verteilung zwischen urbanen und lidndlichen Gebieten, unterschieden
sich jedoch signifikant, wofiir multivariat adjustiert wurde.

Kinder der Patientengruppe waren signifikant jiinger als Kinder der Kontrollgruppe. Dieser
Altersunterschied ist darauf zuriickzufiihren, dass sich eine komplizierte Malaria vorwiegend bei
jungeren Kindern (£ 5 Jahre) manifestiert (WHO 2000). In der Kontrollgruppe stammten die
meisten Kinder aus ldandlichen Regionen (89,1%). Dagegen kam in der Patientengruppe die
Mehrzahl der Kinder aus urbanen Gebieten (67,5%). Es ist bekannt, dass sozio6konomische
Faktoren zu den Hauptdeterminanten einer komplizierten Malaria zdhlen (Carme et al., 2000).
Obwohl in der vorliegenden Studie der Einfluss soziookonomischer Faktoren nicht
beriicksichtigt wurde, ist anzunehmen, dass diese Faktoren einen wesentlichen Einfluss darauf
ausiibten, welche Kinder mit einer komplizierten Malaria iiberhaupt im Krankenhaus in Tamale

vorstellig wurden. Héufig sind Familien in urbanen Gebieten finanziell besser gestellt als
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Familien in ldndlichen Regionen. Der Bildungsstand der Eltern liegt meist hoher, die Entfernung
zum Krankenhaus ist kiirzer und eine bessere Infrastruktur ermdglicht einen schnelleren Zugang
zu medizinischen Versorgungszentren.

Obwohl mit einer Studienpopulation von 1100 Kindern in der Kontrollgruppe und 290 Kindern
in der Patientengruppe eine relativ groBes Studienkollektiv vorlag, konnten in dieser Arbeit nur
fiir die heterozygoten Formen von Himoglobin S und C statistisch relevante Aussagen getroffen
werden. Aufgrund des geringen Bevolkerungsanteils homozygoter Gentriager von Hamoglobin S
und C sowie Gentrager der Mischform SC im Studiengebiet war in dieser Studie der
Stichprobenumfang zu gering, um Assoziationen fiir diese Genotypen berechnen zu konnen.
Somit konnte fiir die Genotypen HbCC, HbSS und HbSC die Auswertung groBtenteils nur

deskriptiv erfolgen.

4.1.2 Definition einer Andmie und Bestimmung der Milzgrofle

Um auch geringfiigig ausgepridgte Unterschiede einer moderaten Andmie zu erfassen, wurden
altersspezifische Grenzwerte (Tab. 3) verwendet (Oski et al, 1998). Diese Referenzwerte
entstammen der europdischen Population und beriicksichtigen eventuelle Abweichungen bei
Menschen aus afrikanischen Populationen nicht. Standardisierte, altersabhéngige Grenzwerte der
Hamoglobinkonzentration zur Definition einer Andmie afrikanischer Kinder gibt es bis heute
nicht. Héufig weichen jedoch die Durchschnittswerte hdmatologischer Parameter innerhalb
ethnischer Gruppen, auch nach Ausschluss von Eisenmangel und Himoglobinopathien, erheblich
voneinander ab (Dallman et al., 1978; Williams et al., 1996). Derartige ethnische Unterschiede
wurden bisher bei der Definition einer Andmie nicht beriicksichtigt. Um die Prdvalenz einer
Animie adidquat bestimmen zu konnen, wire es somit erforderlich, fiir afrikanische Populationen
und fiir die einzelnen ethnischen Gruppen spezifische Normwerte zu definieren. In Ermangelung
dieser wurden altersspezifische Referenzwerte der europédischen Bevolkerung verwendet.

Die GroBle der Milz wurde manuell durch Palpation und Perkussion anhand einer Einteilung nach
Hackett (Gilles & Warrell 1993) bestimmt. Diese Methode wird in den meisten
epidemiologischen Studien in endemischen Malariagebieten angewendet. Jedoch ist die
subjektive Bestimmung der Milzgrofle durch Palpation und Perkussion ungenau (Sullivan &
Williams 1976). Eine vergroferte Milz kann bei der Palpation durch eine atypische Lage oder
durch einen tiefen unteren Rippenbogen iibersehen werden (Burchard et al., 2001). Die prizisere
GroBenbestimmung durch eine Sonographie konnte in dieser Studie aus logistischen Griinden

nicht genutzt werden.
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4.1.3 Mikroskopische Untersuchungen und Nachweis der Plasmodienspezies mit der PCR

Der sensitivste und spezifischste Nachweis von Plasmodien im peripheren Blut erfolgt heute
durch die PCR. Die Sensitivitit der speziesspezifischen PCR hingt entscheidend vom Design der
Primer ab und unterscheidet sich innerhalb der einzelnen Genloci (Contamin et al., 1995). Durch
die Verwendung geschachtelter Primer konnte in dieser Arbeit die Sensitivitit maBgeblich erhoht
werden. Bei der Amplifikation von spezifischen DNA-Sequenzen mit Hilfe synthetischer
Oligonukleotide wird eine hohe Sensitivitit erreicht, die Mengen bis zu 0,01 pg DNA im
peripheren Blut nachweisen kann (Tirasophon et al., 1991). Verschiedene Arbeitsgruppen
beschrieben den Nachweis von parasitirer DNA bei einer Parasitendichte von ca. 2,5-20 P/ul
(Snounou et al., 1993; May et al, 1999). Bei der mikroskopischen Beurteilung des Dicken
Tropfen liegt die untere Nachweisgrenze bei ca. 10-20 Parasiten/ul Blut (Clendennen et al.,
1995).

Die hohe Sensitivitdt und Spezifitit sowie die Schnelligkeit und einfache Durchfithrung machen
die Anwendung der PCR fiir gro3e epidemiologische Studien besonders attraktiv (Tirasophon
et al., 1994). So konnen auch submikroskopische Infektionen, d.h. Infektionen mit sehr niedrigen
Parasitendichten unterhalb der mikroskopischen Nachweisgrenze, gut erfasst werden.

Ein weiterer Vorteil der PCR gegeniiber der konventionellen Mikroskopie liegt in der prézisen
Aufdeckung von Mischinfektionen. Simultane Infektionen von zwei oder mehr
Plasmodienspezies treten hidufig auf (Richie 1988). Obwohl simultane Infektionen mit mehreren
Plasmodienspezies seit langem in der Literatur erwidhnt werden, lagen bis zur Anwendung von
speziesspezifischen PCR-Methoden nur wenige detaillierte epidemiologische Berichte zur

Pravalenz von Mischinfektionen vor (Snounou et al., 1993; May et al., 1999).

4.1.4 Typisierung der B-Globingenotypen durch PCR und RFLP

Die Kopplung von PCR und RFLP kam erstmals in der pridnatalen Diagnostik der
Sichelzellandmie zu Anwendung. Im Gegensatz zu Southern blotting und Hybridisierung
zeichnen sich diese Methoden durch eine schnellere und einfachere Durchfiihrung sowie eine
hohere Sensitivitdt aus (Saiki ef al., 1985). Die Standardisierung dieser Methoden ermoglichte
eine Ausweitung der Diagnostik auf weitere genetische Erkrankungen.

Die Auftrennung der spezifischen DNA-Fragmente zur Differenzierung der einzelnen
Globingenotypen erfolgte mittels Agarose-Gel-Elektrophorese in Anwesenheit niedriger

Ethiumbromidkonzentration [modifiziertes Protokoll nach Sharp er al. (1973)]. Gegeniiber
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Methoden, wie der Zentrifugation und der Polyacrylamid-Elektrophorese, bietet dieses
Verfahren mehrere Vorteile. Mit der Ethiumbromid-Agrarose-Gel-Elektrophorese werden
aufwendige Firbemethoden vermieden. Es konnen DNA-Fragmente von weniger als
7 x 10° Dalton prizise ohne zeitaufwendige autoradiographische Techniken aufgetrennt werden.
Somit lassen sich schon minimale DNA-Mengen bis zu 0,05 pg DNA direkt im Gel als
fluoreszierende Banden mittels UV-Licht darstellen (Sharp et al.,, 1973). Durch eine veridnderte
Zusammensetzung des Gels oder eine verdnderte Laufzeit kann der zu untersuchende
MolekiilgroBBenbereich der DNA erweitert oder reduziert werden. Die Auftrennung der
DNA-Fragmente der einzelnen Globingenotypen erfolgte in der vorliegenden Arbeit in einem
4,5%- igen GTG-Agarose-Gel mit einer Laufzeit von 70 min. Dies gewihrleistete eine gute
Auftrennung auch kleinster Basenpaarunterschiede zwischen 60 bp und 76 bp, wie sie beim

Restriktionsverdau entstehen.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Infektionen durch P. falciparum und Merkmalstriger mit HbS und HbC sind in der Savanne
Nordghanas hiufig (Edington & Lehmann 1954; Binka et al., 1994; Koram et al., 2000; Koram
et al., 2003). Dabei wird HbC héufiger als HbS vorgefunden (Thompson 1963; Ringelhann et al.,
1976; Agarwal et al., 2000). Bisher wurde fiir HbC ein Schutz vor der schweren Verlaufsform in
Regionen beschrieben, in denen sich als Komplikation hiufig eine zerebrale Malaria manifestiert
(Agarwal et al., 2000; Modiano et al., 2001). In hyperendemischen Malariagebieten, wie in
Nordghana, steht dagegen als Komplikation eine schwere Andmie im Vordergrund (Koram
et al., 2000; Kurtzhals et al., 2003).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von HbS und HbC auf die Infektionsprivalenz
von P. falciparum, P. malariae und P. ovale, auf die Parasitendichte und auf klinische
Symptome, wie Andmie und Splenomegalie, in der Population Nordghanas untersucht. Dariiber
hinaus wurde analysiert, ob HbS und HbC auch den Verlauf einer P. falciparum-Infektion
beeinflussen, d.h. das Infektions-, Morbiditéits- und Mortalititsrisiko vermindern konnen.

Als Schwerpunkt dieser Arbeit wurde geklart, ob neben Merkmalstrigern mit HbAS auch homo-
und heterozygote Merkmalstriger mit HbC vor einer komplizierten Malaria geschiitzt sind.
Weiterhin interessierte, ob klinische Symptome der schweren Verlaufsform durch diese

Héamoglobinopathien beeinflusst werden.
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Die wichtigsten Ergebnisse sind im Folgenden kurz dargestellt:

In der Studienpopulation ,Northern Region“ wurde die Privalenz einer
P. falciparum-Infektion und die Parasitendichte durch HbC nicht beeinflusst. Fiir Kinder mit
HbSS reduzierte sich das Risiko einer P. falciparum-Infektion um 80%. Fiir Kinder mit
HbAS und HbSS wurden signifikant niedrigere Parasitendichten beobachtet.

Fiir Kinder mit HbC konnte ein hoheres Risiko fiir P. ovale-Infektionen nachgewiesen
werden. Dieses war fir HbCC gegeniiber HbAC fiinfmal so hoch. Fiir Kinder mit HbCC
wurde eine hohere Pridvalenz fiir P. malariae-Infektionen ohne signifikante Unterschiede
beobachtet. Das Risiko einer P. malariae- und P. ovale-Infektion wurde durch HbS nicht

beeinflusst.

Die Privalenz einer submikroskopischen Infektion wurde weder durch HbS noch durch HbC
vermindert. Das Risiko einer asymptomatischen Infektion gegeniiber nicht infizierten

Kindern reduzierte sich nur fiir Kinder mit HbSS.

HbAS und HbAC beeinflussten die Hadmoglobinkonzentration nicht. Kinder mit HbAC
wiesen eine hohere Splenomegalie auf. Die Unterschiede waren im Vergleich zu Kindern mit
HbAA jedoch nicht signifikant. Eine Splenomegalie trat bei Kindern mit HbAS nicht
hiufiger als bei Kindern mit HbAA auf.

Fiir Kinder mit HbAS und HbAC wurde ein Schutz vor einer komplizierten Malaria ermittelt.

Das Risiko fiir Kinder mit HbAS reduzierte sich um 98%, fiir Kinder mit HbAC um 35%.

Ein Einfluss von HbAC und HbSS auf klinische Symptome einer komplizierten Malaria
wurde nicht beobachtet. Die Letalitit einer komplizierten Malaria wurde weder durch HbAC

noch durch HbSS beeinflusst.

4.2.1 Epidemiologie der Malaria in der Savanne Nordghanas

In hyperendemischen Malariagebieten, zu denen auch die Savanne im Norden Ghanas zihlt,

liegen fiir P. falciparum ganzjdhrig hohe Transmissionsraten vor (Binka et al., 1994; Koram

et al., 2000; Baird et al, 2002). Auch in der vorliegenden Studie, die in der Trockenzeit

durchgefiihrt wurde, wiesen dreiviertel der Kinder eine Infektion mit P. falciparum auf. In

Nordghana wurde in der Trockenzeit fiir P. falciparum eine Inzidenz von 4-5 Malariaattacken

und in der Regenzeit von 7 Malariaattacken pro Person im Jahr beschrieben (Baird ef al., 2002).
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Die in unserer Studienpopulation ermittelte Prdvalenz der Infektion durch P. falciparum,
P. malariae und P. ovale stimmt mit anderen epidemiologischen Studien in der Savanne
Nordghanas weitgehend iiberein (Binka et al., 1994; Koram et al., 2000; Mockenhaupt et al.,
2001; Koram et al., 2003). In der Studie von Binka et al. (1994) wurde fiir P. falciparum eine
Infektionspriavalenz von 70,6%, fir P. malariae von 16,9% und fiir P. ovale von 7,9%
angegeben. Dort beziehen sich die Privalenzen auf ein ganzes Jahr, d. h. Unterschiede zwischen
Perioden niedriger und hoher Transmission wurden nicht beriicksichtigt. Infektionen durch
P. malariae und P. ovale sind vorwiegend in der Trockenzeit zu finden (Molineaux et al., 1980).
Bei 57% der Kinder wurde mikroskopisch eine asexuelle Parasitimie nachgewiesen. Dies ist
vergleichbar mit anderen epidemiologischen Studien der Region (Binka et al., 1994; Koram
et al., 2000), in denen fiir die Trockenzeit eine Infektionspriavalenz von 53 — 54% beobachtet
wurde. In der Regenzeit erhohte sich diese auf 70%-84%. Diese Ergebnisse unterstreichen
nochmals die Bedeutung saisonaler Schwankungen. Generell wire es sinnvoll, zukiinftige
Studien, die den Einfluss bestimmter Faktoren auf eine klinische P. falciparum-Malaria
untersuchen, in der Regenzeit durchzufiihren. In dieser Zeit ist von hoheren Pridvalenzen einer

Parasitimie und einer Zunahme symptomatischer P. falciparum-Infektionen auszugehen.

Altersabhdngige Privalenz einer P. falciparum-Infektion und der Parasitendichte

Die Privalenz einer Plasmodieninfektion und die Hohe der Parasitendichte sind altersabhiingig.
In der hier dargestellten Arbeit nahm die Pridvalenz aller drei Plasmodienspezies bis zum
9. Lebensjahr signifikant zu. Dies stimmt mit anderen epidemiologischen Angaben in Afrika
iiberein (Marsh et al., 1989; Hogh et al., 1991; Binka et al., 1994; Hogh 1996; May et al., 1999).
Ein Zusammenhang zwischen Alter und Hohe der Parasitendichte konnte weder in unserer
Studie noch bei Binka et al. (1994) beobachtet werden. In den Untersuchungen von Hogh et al.
(1991) und Marsh et al. (1989) nahm dagegen die Parasitendichte ab dem 3. bis 4. Lebensjahr
ab. Abhingig von der Transmission wird mit zunehmendem Alter eine Immunitit erworben, die
auch als Semiimmunitit bezeichnet wird. In Gambia wurde fiir Kinder von 1-11 Jahren mit
zunechmendem Alter ein Anstieg der AntikOrpertiter gegen parasitire Neoantigene infizierter
Erythrozyten ermittelt, der mit einer abnehmenden Parasitendichte korrelierte (Marsh et al.,
1989). Es entwickelt sich zuerst eine Immunitét, die die parasitdre Proliferation kontrolliert und
Schutz vor einer klinischen Malaria bietet. Die Fihigkeit, eine Infektion zu verhindern,
entwickelt sich erst spiter, d. h. ab dem 10. bis 12. Lebensjahr (Hogh et al., 1991). Somit nimmt
die Priavalenz einer P. falciparum-Infektion, wie es z. B. fiir ein hochendemisches Gebiet in

Gambia beschrieben wurde, erst in dieser Altersklasse wieder ab (Marsh et al., 1989).
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Submikroskopische und asymptomatische Infektionen

Submikroskopische- und asymptomatische Infektionen treten in hyperendemischen Gebieten
hiufig auf (Bottius et al., 1996; May et al.,, 1999). In Senegal wurden bei zwei Dritteln der
Probanden ohne Parasitdimie submikroskopische Infektionen diagnostiziert (Bottius et al., 1996).
Die Arbeitsgruppe schlussfolgerte daraus, dass mehr als 90% der Bevolkerung in diesen
holoendemischen Gebiet chronisch mit niedriggradigen Parasitendichten infiziert sind. Auch in
der vorliegenden Studie wiesen mehr als die Hilfte der Kinder (53,8%) asymptomatische
Infektionen und 18,6% submikroskopische Infektionen auf. Diese Beobachtung deckt sich mit
anderen epidemiologischen Ergebnissen (Bottius et al., 1996; Hogh 1996; May et al., 1999). In
einem holoendemischen Malariagebiet in Nigeria konnte bei 19,6% der Kinder eine
submikroskopische P. falciparum-Infektionen nachgewiesen werden. Bei 23,9% der Kinder
wurden niedrige Parasitendichten, mit einem oder weniger als einem Parasiten pro Blickfeld,
bestimmt (May et al., 1999).

Auch in Gebieten mit instabiler Transmission sind zu Zeiten hoher Ubertragung
submikroskopische und asymptomatische Infektionen héufig (Elhassan et al., 1995; Roper et al.,
1996). In einer Region im Sudan wurde unabhingig von der Jahreszeit fiir submikroskopische
Infektionen eine Privalenz von 20% beschrieben (Roper et al, 1996). Diese Ergebnisse
widersprechen der These, dass submikroskopische Infektionen einer gerade abgelaufenen
Infektion entsprechen konnten. Dieser Annahme zufolge wiren keine kompletten Parasiten mehr
vorhanden, sondern nur noch Teile parasitirer DNA oder Antigene. In einer tierexperimentellen
Studie konnte 48 Stunden nach Inokulation abgetoteter Parasiten in Méuse kein Nachweis von

Parasiten erbracht werden (Jarra & Snounou 1998).

Unkomplizierte Malaria

Im Gegensatz zu submikroskopischen- und asymptomatischen Infektionen trat in unserer
Studienpopulation eine unkomplizierte Malaria mit 2,8% nur selten auf. In holoendemischen
Gebieten kommt es durch die kontinuierliche Infektion mit polyklonalen Stammen von
P. falciparum bei einer erneuten Infektion zu einer abgemilderten klinischen Symptomatik. Es
entwickeln sich eher mild verlaufende chronische Infektionen (Bottius et al., 1996; Farnert et al.,
1999). In der vorliegenden Studie wurde kein Zusammenhang zwischen Fieber und einer
Infektion mit P. falciparum oder Fieber und Parasitendichte beobachtet. Eine fehlende
Assoziation zwischen einer P. falciparum-Infektion und Fieber wurde auch in anderen

hyperendemischen Malariagebieten beobachtet (Sowunmi 1995; Rogier et al, 1996; Bouvier
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et al., 1997; Gbadegesin et al., 1997). Sowohl die Parasitendichte als auch Fieber konnen in
Abhingigkeit von der Tageszeit Schwankungen unterliegen (Farnert et al., 1997; Delley et al.,
2000). Eventuell trat Fieber nicht wihrend unserer Untersuchung auf, moglicherweise jedoch zu
einem spiteren Zeitpunkt. Die Kinder wurden zumeist morgens untersucht. Fieber, aber auch
hohere Parasitendichten werden dagegen hiufiger um die Mittagszeit beobachtet (Delley et al.,
2000).

Fiir das Auftreten von Fieber konnte auch ein altersabhingiger Schwellenwert der
Parasitendichte verantwortlich sein (Rogier et al., 1996). In einer Kohortenstudie in Siidghana
wurden fiir die Entwicklung von Fieber bei Sduglingen ein Schwellenwert von 100 Parasiten/pl
und bei Kindern ab einem Jahr von 3.500 Parasiten/pul angegeben (McGuinness et al., 1998). In
der vorliegenden Studie lag der Median der Parasitendichte mit 589,2 Parasiten/ul unter dem
beschriebenen Schwellenwert fiir Kinder ab einem Jahr. Weiter kénnte die Einnahme von
Chloroquin, die unter der Bevolkerung der Nordghanas sehr verbreitet ist, eine klinische
Symptomatik verhindern bzw. mildern. Eine vollstindige parasitire Elimination findet jedoch,
bedingt durch eine nicht standardisierte Einnahme und die verbreitete Chloroquinresistenz in

dieser Region, selten statt (Mockenhaupt et al., 2001; Ehrhardt et al., 2002).

Mischinfektionen

Mischinfektionen sind in Gebieten mit stabiler Malariatransmission hédufig zu beobachten. Dabei
sind Infektionen mit P. malariae oder P. ovale fast ausschlieBlich in Kombination mit einer
P. falciparum-Infektion vorzufinden. Auch in der vorliegenden Studie wies ein Grofiteil der
Kinder Mischinfektionen auf. Infektionen mit P. falciparum und P. malariae waren mit 8,4%
hiufiger anzutreffen als Infektionen mit P. falciparum und P. ovale (2,9%) oder
Dreifachinfektionen (2,4%). In einem hyperendemischen Gebiet der Elfenbeinkiiste wurden bei
21% der Probanden Mischinfektionen (Black et al., 1994) beobachtet. In einem
holoendemischen Malariagebiet in Nigeria wurden Dreifachinfektionen mit 11,7% hiufiger

diagnostiziert als in der vorliegenden Studie (May et al., 1999).

4.2.2 Klinische Symptome

Die Privalenz einer Anidmie bei Kindern schwankt in endemischen Malariagebieten Afrikas
zwischen 31-90% (Bradley-Moore et al., 1985; Premji et al., 1995). In unserer
Studienpopulation waren 72% der Kinder animisch. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen

anderer Studien (Slutsker er al., 1994; Schellenberg et al, 1999; Menendez et al, 2000;
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Kahigwa et al., 2002) nahm auch in der vorliegenden Studie das Risiko fiir eine Animie mit
zunehmendem Alter ab. Eine schwere Andmie wurde nur bei einem Kind mit einer homozygoten
Sichelzellerkrankung und einer zusitzlichen submikroskopischen P. falciparum-Infektion
diagnostiziert. In der Trockenzeit sind schwere malariaassoziierte Andmien eher selten. In einer
anderen Untersuchung in Nordghana nahm die Privalenz einer schweren Andmie (Hb < 5 g/dl)
in der Regenzeit (22%) gegeniiber der Trockenzeit (1,4%) zu (Koram et al., 2000).

In endemischen Malariagebieten wird eine Andmie hauptsidchlich durch Infektionen mit
P. falciparum verursacht (Menendez et al., 2000; Murphy & Breman 2001). Auch in der
vorliegenden Studie gingen isolierte P. falciparum-Infektionen mit einem zweifach erhohten
Andmierisiko einher. Submikroskopische Infektionen und niedrige Parasitendichten
(< 1000 Parasiten/ul) erhohten das Andmierisiko nicht. Bei Parasitendichten > 1000 Parasiten/ul
nahm das Risiko einer Anidmie um das 1,6-fache zu.

Als Hauptursachen einer Andmie durch P. falciparum-Infektionen werden eine gesteigerte
Hémolyse und eine unzureichende Erythropoese angenommen (Menendez et al., 2000;
Weatherall ef al., 2002). Ein Abfall der Erythrozytenzahl kommt unter anderem durch die Ruptur
infizierter Erythrozyten (Phillips et al., 1986; Phillips & Pasvol 1992), die verstirkte
Phagozytose infizierter- und nicht infizierter Erythrozyten (Phillips & Pasvol 1992; Slutsker
etal., 1994; Bojang et al., 1997) und komplementvermittelte autoimmunologische Prozesse
(Facer et al., 1979; Facer 1980; Facer 1980; Abdalla & Weatherall 1982) zustande. Die
inaddquate Erythropoese ist auf eine unterdriickte Erythropoetinsynthese, wahrscheinlich durch
TNF-a (Clark & Chaudhri 1988), und eine erythrozytire Hyperplasie mit Dyserythropoese
(Abdalla 1990) zuriickzufithren. Eine Uberproduktion an Zytokinen wie TNF-a, INF-y und
Stickstoffoxid (NO) fordert die Knochenmarksdepression, die Dyserythropoese und die
Erythrozytenphagozytose (Clark & Chaudhri 1988; Anstey et al., 1999).

In unserer Untersuchung erhohten auch Mischinfektionen das Risiko einer Andmie. So wiesen
Kinder mit Infektionen durch P. falciparum und P. malariae ein zweifaches Risiko fiir eine
Anidmie auf. Dreifachinfektionen gingen mit einem zehnfachen Anémierisiko einher. Dies liegt
im Trend mit Beobachtungen in Nigeria. Dort nahm das Risiko einer Andmie mit der Anzahl der
Plasmodienspezies signifikant zu (May et al., 2000).

Weiterhin ist die Milz durch die Entfernung infizierter Erythrozyten aus der Blutzirkulation
entscheidend an der Manifestation einer Andmie beteiligt (Angus et al, 1997). In der
vorliegenden Studie ging eine Splenomegalie mit einem 1,6-fachen Risiko fiir eine Anédmie
einher. Zudem wiesen Kinder in ldndlichen Gebieten ein 1,8-fach hoheres Risiko auf. Dafiir sind

neben der hoheren Transmissionsraten in ldndlichen Regionen (Coene 1993; Koram et al., 1995)
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vermutlich soziookonomische Faktoren, wie das Einkommen, der Bildungsstand der Eltern und
dariiber vermittelt das Gesundheitsverhalten, der Erndhrungsstatus, die Verwendung von
Moskitonetzen etc. verantwortlich (Koram et al., 1995; Kahigwa et al., 2002).

Weitere Ursachen einer Andmie wie Eisen- (Stoltzfus 2001), Vitamin B 12- (Said et al., 1975)
und Proteinmangel durch Unter- und Fehlerndhrung (Biemba et al., 2000) sollten beriicksichtigt
werden. Auch die in diesen Gebieten hdufig vorkommenden hereditiren Andmien (Fleming &
Werblinska 1982; Mockenhaupt et al., 2000), HIV-Infektionen sowie parasitdren Erkrankungen,
wie z.B. Hakenwurmerkrankungen (Stoltzfus et al., 2000) sollten als weitere Ursachen nicht
unterschitzt werden.

41% der Kinder wiesen in der vorliegenden Arbeit eine vergroferte Milz auf. Bei 48% der
Kinder mit asexueller Parasitimie konnte eine Splenomegalie beobachtet werden. Dieser
Prozentsatz liegt deutlich unter dem Erwarteten in hyperendemischen Gebieten, stimmt jedoch
mit den Ergebnissen aus anderen Studiengebieten mit stabiler Transmission iiberein. Auch in
einem holoendemischen Studiengebiet in Nigeria lag die Splenomegalierate mit 20% niedriger
als erwartet (May et al., 1999).

Das Ausmall einer Splenomegalie war von der Hohe der Parasitendichte abhéngig. Dies ist
vergleichbar mit Beobachtungen in Nigeria (May et al, 1999). Neben isolierten
P. falciparum-Infektionen erhohten Mischinfektionen das Splenomegalierisiko betrichtlich.
Dabei wurde fiir Infektionen mit P. falciparum und P. malariae (4,4-fach) ein mehr als doppelt
so hohes Risiko als fiir Dreifachinfektionen (2,1-fach) und isolierte P. falciparum-Infektionen
beobachtet. Dies deckt sich mit den Ergebnissen einer Studie in Nigeria. Dort gingen Infektionen
mit P. falciparum und P. malariae mit einem 5,9-fachen und Dreifachinfektionen mit einem ein

2,5-fachen Splenomegalierisiko einher (May et al., 1999).

4.2.3 Patienten mit komplizierter Malaria

Zerebrale Malaria und schwere Andmie sind die hidufigsten Komplikationen der schweren
Verlaufsform (WHO 2000). In hyperendemischen Malariagebieten mit stabiler Transmission
steht als klinische Manifestation einer komplizierten Malaria hiufig eine schwere Andmie im
Vordergrund (Greenwood 1997; Marsh & Snow 1999; WHO 2000). Eine zerebrale Malaria tritt
dagegen haufiger in Gebieten mit moderaten bzw. niedrigen Transmissionsraten und instabiler
Transmission auf (Marsh & Snow 1999). Auch in unserem Studiengebiet wurde eine schwere
Animie mit 54% hiufiger als eine zerebrale Malaria (19%) diagnostiziert. Von einer schweren

Anidmie waren mit 76,2% am hiufigsten Kinder unter zwei Jahren betroffen. Das Anédmierisiko
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nahm mit zunehmendem Alter signifikant ab (Tab. 30). In einem hyperendemischen Gebiet in
Sambia lag die Mortalitiat der zerebralen Malaria deutlich iliber der einer schweren Anémie.
Jedoch waren 9,5% der stationdren Aufnahmen auf eine schwere malariaassoziierte Anidmie
zuriickzufithren und nur 4,6% auf eine zerebrale Malaria (Biemba et al., 2000). Dies
unterstreicht, dass die zerebrale Malaria wegen der hohen Mortalitit eine gefiirchtete
Komplikation darstellt. In unserer Patientengruppe verstarben 11 % der Kinder an den Folgen
einer komplizierten Malaria (Tab. 30). In einer klinischen Studie derselben Patientengruppe
erhohte eine schwere Andmie als alleiniges Symptom einer komplizierten Malaria die Letalitét
nicht, eine zerebrale Malaria ging dagegen mit einem achtfach hoheren Risiko, an einer
schweren Malaria zu versterben, einher (Mockenhaupt et al., 2004). Dennoch nehmen schwere
Anidmien aufgrund ihrer hohen Pridvalenz in hyperendemischen Malariagebieten einen hohen
Stellenwert ein.

Als weitere typische Symptome und Kriterien einer komplizierten Malaria im Kindesalter
wurden bei unseren Patienten eine Hyperlaktatimie, eine Verschlechterung des
Allgemeinzustandes (Prostration), eine Hyperparasitimie, Ateminsuffizienz und generalisierte

Konvulsionen beobachtet.

4.2.4 Hiamoglobin S (HbS) und Hiamoglobin C (HbC)

4.2.4.1 Priavalenz von HbS und HbC in der Savanne Nordghanas

In der ghanaischen Bevolkerung wurden schon 1954 fiir HbAS (10,5%) und HbAC (17%)
dhnlich hohe Privalenzen, wie in der vorliegenden Arbeit (Tab. 17), beschrieben (Edington &
Lehmann 1954). Auch die Privalenzen in zwei weiteren Studien in der Savanne Nordghanas
[HbA (66,2-69,6%), HbC und/oder HbS (26,9-29,7%)] (Koram et al., 2000) sowie in Burkina
Faso [HbAA (66,4%); HbAC (21,7%); HbCC (1,6%); HbAS (9,5%); HbSS (0,03%); HbSC
(0,6%)] (Modiano et al., 2001) stimmen mit denen unserer Untersuchung weitgehend iiberein.
Die Priavalenz von HbC (HbAC + HbCC = 21,5%) lag auch in der hier dargestellten Arbeit iiber
der von HbS (HbAS + HbSS = 8,7%). Es ist seit langem bekannt, dass in bestimmten Regionen
Westafrikas (Ghana, Elfenbeinkiiste, Burkina Faso, Mali) HbC héufiger als HbS auftritt
(Thompson 1963; Ringelhann et al., 1976; Agarwal et al., 2000).
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4.2.4.2 Einfluss von HbS und HbC auf milde Manifestationen einer P. falciparum-Infektion und

auf klinische Symptome

Der Einfluss von HbS und HbC auf submikroskopische oder asymptomatische Infektionen
wurde bisher noch nicht untersucht. In dieser Arbeit konnten nur eingeschrinkt Aussagen
getroffen werden, da der Stichprobenumfang in den einzelnen Untergruppen gering war. Ein
schiitzender Effekt der B-Globingenotypen auf submikroskopische oder asymptomatische

Infektionen lieB sich nicht nachweisen (Tab. 20-22).

Einfluss von HbS und HbC auf eine Andmie und Splenomegalie

Die Hb-Konzentration wurde in unseren Untersuchungen weder durch HbAS noch durch HbAC
beeinflusst (Tab. 24). Dies deckt sich fiir HbAC mit den Ergebnissen einer Studie in Mali (Diallo
et al., 2004). Das iiberrascht nicht, denn heterozygote HbS- und HbC-Merkmalstriger sind
normalerweise nicht andmisch (Kleihauer et al., 1996; Lukens 1999). Fir HbSS und HbSC
wurden dagegen signifikant niedrigere Hb-Konzentrationen beobachtet. Analog dazu waren alle
Kinder mit HbSS und HbCC andmisch. Nur 71% der Kinder mit HbAA wiesen eine Animie auf
(Tab. 24). Die Unterschiede zu HbAA waren, wahrscheinlich aufgrund der geringen Fallzahl,
nicht signifikant. Bei homozygoten HbS- und HbC-Merkmalstrigern sind hidmolytische
Anidmien bekannt. Diese sind bei HbS stidrker ausgeprigt als bei HbC, wo eher eine leichte
himolytische Animie im Vordergrund steht (Kleihauer ef al., 1996; Lukens 1999).

Wenn Individuen mit HbAS oder HbAC vor einer P. falciparum-Malaria geschiitzt sind, wire es
moglich, dass diese Merkmalstriager auch seltener eine malariaassoziierte Andamie entwickeln. In
einer Studie in Nigeria wurde bei Kindern mit a-Thalassamie ein Schutz vor dem Absinken der
Hb-Konzentration durch P. falciparum beobachtet (Mockenhaupt et al., 1999). In einer weiteren
Studie in Ghana iiber Malaria in der Schwangerschaft wurde fiir die o-Thalassdmie ein
protektiver Effekt auf eine malariaassoziierte Andmie nachgewiesen. Ein Einfluss von HbAS
oder HbAC auf eine solche Andmie wurde, wie in dieser und einer Studie in Mali (Diallo et al.,
2004), auch dort nicht beobachtet (Mockenhaupt et al., 2000).

Die Splenomegalierate wurde durch HbAS in der vorliegenden Arbeit nicht beeinflusst
(Tab. 27). In einer anderen Studie in Siidghana wurden @hnliche Untersuchungen durchgefiihrt
(Burchard et al., 2001). Die Arbeitsgruppe vermutete, dass die Priavalenz einer Splenomegalie
bei heterozygoten HbS-Merkmalstrigern niedriger liegen miisste. Sie begriindeten ihre
Hypothese damit, dass heterozygote HbS-Merkmalstriger seltener klinische Malariaattacken
erleiden und besser vor einer komplizierten Malaria geschiitzt sind (Hill et al., 1991; Lell et al.,

1999). Zusitzlich konnte die Grofe der Milz durch Milzinfarkte, die auch sehr selten bei
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heterozygoten HbS-Merkmalstriagern auftreten, reduziert werden (O'Brien et al., 1972; Castro &
Winter 1978; Buch et al., 1982). Diese Hypothese hat sich weder in der Arbeit von Burchard
et al. (2001) noch in der vorliegenden Arbeit bestitigt.

In unseren Untersuchungen wurde bei Kindern mit HbAC eine Splenomegalie hidufiger jedoch
ohne signifikante Unterschiede beobachtet (Tab.27). Eine hohere Splenomegalierate wurde auch
fiir Kinder mit o-Thalassdmie beschrieben. Diese wiesen auch hédufiger Malariaattacken durch
Infektionen mit P. vivax auf (Williams et al., 1996). Die Arbeitsgruppe schlussfolgerte daraus,
dass die frithzeitige Infektion mit P. vivax iiber kreuzspezifische Immunmechanismen im Sinne
einer natiirlichen Impfung gegen P. falciparum wirken konnte. In der vorliegenden Studie waren
Kinder mit HbC héufiger mit P. ovale infiziert. Auch P. malaria-Infektionen traten bei Kindern
mit HbC héaufiger auf. Die Unterschiede waren hier jedoch nicht signifikant. Die friihzeitige
Infektion mit benignen Malariaerregern konnte zu einer beschleunigten Immunititsentwicklung
bzw. einer effizienteren Immunantwort fithren (Kap. 4.2.4.4). Dies konnte in der hoheren
Splenomegalierate bei Kindern mit HbDAC zum Ausdruck kommen. In einer weiteren Studie
gingen hohere malariaspezifische Antikorpertiter mit einer hoheren Splenomegalierate einher
(Brabin et al., 1990). Es wire sinnvoll, in nachfolgenden Studien zu untersuchen, ob bei Kindern
mit HbC hohere Antikorpertiter gegen malariaspezifische Antigene mit einer hoheren

Splenomegalierate korrelieren.

4.2.4.3 Einfluss von HbS und HbC auf die Privalenz der Infektion mit P. malariae und P. ovale

In der vorliegenden Arbeit wurde die Privalenz einer Infektion mit P. malariae und P. ovale
durch HbS nicht beeinflusst (Tab. 18). Diese Beobachtung deckt sich mit zwei dlteren Studien
(Colbourne & Edington 1956; Power 1975). Gegensitzlich dazu erhohte sich fiir heterozygote
HbS-Merkmalstriger in Senegal das Risiko klinischer Malariaattacken durch P. ovale um das
zweifache (Faye et al., 2002). Davon waren fast ausschlieBlich jiingere Kinder betroffen. Die
Arbeitsgruppe schlussfolgerte daraus, dass HbAS-Merkmalstriger ein hoheres Risiko fiir
P. ovale-Infektionen besitzen. Dies konnte in unserer Untersuchung nicht bestitigt werden.

Vergleichbar mit dem hoheren Risiko fiir P. ovale-Infektionen bei Kindern mit HbAS in Senegal
konnte in der vorliegenden Arbeit fiir Kinder mit HbC ein hoheres Risiko fiir
P. ovale-Infektionen ermittelt werden. Dieses lag fiir Kinder mit HbCC (11-fach) noch hoher als
fir Kinder mit HbAC (2-fach). Zusitzlich wurde fiir Kinder mit HbCC eine hohere
Infektionspriavalenz fiir P. malariae-Infektionen, jedoch ohne signifikante Unterschiede

beobachtet (Tab. 18). Die fehlende Signifikanz konnte auf die niedrige Fallzahl von HbCC (n=3)
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in der Kontrollgruppe zuriickzufiihren sein. In einer dlteren Studie in Nigeria wiesen Individuen
mit HbAC ein hoheres Infektionsrisiko fiir P. malariae auf (Storey et al., 1979). Fiir Kinder mit
a-Thalassimie wurde in einer Studie im Siidwestpazifik ein hoheres Risiko fiir
P. vivax-Infektionen bestimmt (Williams et al., 1996). In einer Untersuchung bei Schwangeren
mit einer a-Thalassamie wurde der mildere klinische Verlauf einer P. falciparum-Infektion unter
anderem mit einer erhohten Anfélligkeit fiir P. malariae-Infektionen erkldrt (Mockenhaupt et al.,
2001).

Auch in der vorliegenden Arbeit wurden Infektionen mit P. malariae und P. ovale fast
ausschlieBlich in Kombination mit einer P. falciparum-Infektion beobachtet. Der Verlauf einer
Plasmodieninfektion scheint durch das gleichzeitige Vorliegen weiterer Plasmodienspezies
beeinflusst zu werden (Yoeli & Sklarsh 1970; Richie 1988; Snounou et al., 1992). Interaktionen
zwischen den einzelnen Plasmodienspezies, wie kreuzspezifische Immunmechanismen
(Maitland et al.,, 1996) oder natiirliche Resistenzen (Butcher & Clark 1990) konnten dafiir
verantwortlich sein. Richie (1988) folgerte aus den Ergebnissen mehrerer Studien, dass eine
Plasmodienspezies die Proliferation einer anderen bis unter die Nachweisgrenze hemmen kann.
Wenn, wie vermutet, zum Beispiel P. malariae durch kreuzspezifische Immunmechanismen eine
effiziente Immunantwort gegen P. falciparum oder gegen seine pyrogenen Substanzen im
Wirtsorganismus aufbauen kann (Black et al., 1994), konnte dieser Mechanismus bei Kindern,
die vor einer Infektion mit P. falciparum mit P. malariae infiziert waren, zu einer reduzierten
P. falciparum-Parasitimie und zu einem milderen Verlauf fithren. In einem mathematischen
Modell nahm die Hohe der P. falciparum-Parasitimie bei einer vorangegangen
P. malariae-Infektion um ca. 50% ab (Mason et al., 1999).

In einer Studie in der Elfenbeinkiiste wiesen Kinder mit symptomatischen
P. falciparum-Infektionen im Vergleich zu asymptomatisch infizierten Kindern seltener
Mischinfektionen auf (Black et al, 1994). Die Arbeitsgruppe fiihrte die geringere klinische
Symptomatik bei Mischinfektionen auf eine Drosselung der Zytokinkaskade durch
Antikorperinteraktionen mit Malariatoxinen und auf eine Toleranzinduktion bei verldngerter
Zytokinexposition zuriick. Es konnte auch sein, dass die geringere klinische Symptomatik bei
Mischinfektionen durch eine konstante parasitire Exposition bei stindiger Reinfektion oder
durch Pramunition zustande kommt. Moglicherweise konnte zum Beispiel P. malariae, ein
Erreger, der zu lang andauernden subklinischen Infektionen fiihren kann, fiir die
Aufrechterhaltung einer gedrosselten Zytokinkaskade verantwortlich sein (Black et al., 1994).
Die frithzeitige Infektion mit P. ovale oder P. malariae konnte im Sinne einer Impfung iiber

kreuzspezifische Immunmechanismen zu einer Abregulierung der inflammatorischen
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Zytokinkaskade fithren. Dadurch konnte der Verlauf einer P. falciparum-Infektion bei

Individuen mit HbC mildernd beeinflusst werden.

4.2.4.4 Pravalenz von HbS und HbC bei Kindern mit komplizierter Malaria

In unserer Patientengruppe wurde fiir HbAC eine Pridvalenz von 15,9% und fiir HbSS eine
Privalenz von 1,0% ermittelt. Die iiberwiegende Mehrheit wies mit 83% den Genotyp HbAA
auf. HbAS, HbCC und HbSC kamen in unserer Patientengruppe nicht vor. Ahnliche Privalenzen
bei Kindern mit komplizierter Malaria wurden von Modiano et al. (2001) fiir Burkina Faso
beschrieben: HbAA 80,7%, HbAC 17,6%, HbAS 1,1%, HbCC 0,3% und HbSC 0,3%. HbSS
kam in der dortigen Patientengruppe nicht vor (Modiano et al., 2001). Im Vergleich zu unseren
Ergebnissen wurde in Mali, wo Agarwal et al. (2000) die ethnische Gruppe der Dogon
untersuchten, fiir HbAA mit 91,0% eine hohere- und fir HbAC mit 4,5% eine niedrigere
Privalenz beobachtet. Dort wurde zusitzlich der Genotyp HbAS mit einer Priavalenz von 4,5%

nachgewiesen. HbCC und HbSC lagen auch nicht vor.

4.2.4.5 Einfluss von HbS auf eine komplizierte Malaria

Es ist bekannt, dass heterozygote HbS-Merkmalstriger vor einer komplizierten Malaria
geschiitzt sind (Hill ez al., 1991; Marsh 1992; Lell et al., 1999; Modiano et al., 2001; Aidoo
et al., 2002). In dieser Untersuchung konnte der schiitzende Effekt erneut bestitigt werden. So
reduzierte sich das Risiko, an einer komplizierten Malaria zu erkranken, fiir Kinder mit HbAS
um 98% (Tab. 34). In einer Studie in Burkina Faso reduzierte sich das Risiko, an einer klinischen
Malaria (unkomplizierte Malaria und komplizierte Malaria) zu erkranken, fiir Kinder mit HbAS
um 73% (Modiano et al., 2001). Es wurde allerdings nicht zwischen einer unkomplizierten und
komplizierten Malaria unterschieden, sondern der Einfluss von HbS auf eine klinische Malaria
per se untersucht.

Zusitzlich wurde in der vorliegenden Arbeit HbAS bei nicht infizierten Kindern (Tab. 35) sowie
submikroskopisch- (Tab. 36) und asymptomatisch (Tab. 37) infizierten Kindern signifikant
hiufiger als bei Kindern mit komplizierter Malaria beobachtet.

Verschiedene komplexe Mechanismen, die auf unterschiedlichen Ebenen wirken, scheinen beim
Schutz vor einer komplizierten Malaria von Bedeutung zu sein. In der vorliegenden Arbeit
wurde die Privalenz einer P. falciparum-Infektion durch HbAS nicht beeinflusst. Jedoch wiesen
Kinder mit HbAS eine signifikant niedrigere Parasitendichte auf (Tab. 18 & 19). Diese

Ergebnisse decken sich mit Beobachtungen in Nigeria (Fleming et al, 1979) und in Gambia
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(Allen et al., 1992). In Untersuchungen in Kenia wurde fiir Kinder mit HbAS dagegen ein
vermindertes Risiko nur bei hohen Parasitendichten (> 1000) ermittelt. Niedrige Parasitendichten
(< 1000) wurden durch HbAS nicht beeinflusst (Aidoo et al., 2002).

Fiir Kinder mit HbSS wurden in dieser Arbeit noch niedrigere Parasitendichten als fiir Kinder
mit HbAS beobachtet. Es zeigten sich jedoch keine signifikanten Unterschiede (Tab. 19). Die
fehlende Signifikanz konnte auf die niedrige Pridvalenz von HbSS (0,5%) in der
Studienpopulation zuriickzufiihren sein. Zusétzlich reduzierte sich bei Kindern mit HbSS das
Infektionsrisiko fiir P. falciparum um 80% (Tab. 18). Diese Beobachtungen stimmen mit einer
Studie in Kenia iiberein (Aluoch 1997). HbSS scheint somit die parasitire Proliferation stérker
als HbAS zu hemmen und zusitzlich auch das Risiko einer P. falciparum-Infektion zu
reduzieren. Der Schutz von HbS scheint dabei vom HbS-Anteil abhédngig zu sein. Man konnte
vermuten, dass homozygote HbS-Merkmalstriger durch diesen Schutz einen Uberlebensvorteil
gegeniiber HbA-Merkmalstrigern besitzen. Patienten mit Sichelzellandmie weisen jedoch,
bedingt durch die Komplikationen der Sichelzellandmie, ein hohes Mortalititsrisiko auf.
Zusitzlich konnen Sichelzellkrisen durch eine Malaria ausgelost werden (Aluoch 1997).

Altere Studien, zumeist auf der Grundlage von in vitro Untersuchungen, weisen auf eine
Hemmung der intrazelluldren Proliferation hin. So konnten die Parasiten z.B. durch den
Sichelungsprozess zerstort werden (Luzzatto 1979). In vitro wurde beobachtet, dass infizierte
HbS-Zellen mit einer zwei bis achtfachen Wahrscheinlichkeit den Sichelungsprozess
durchlaufen als nicht infizierte HbS-Zellen (Luzzatto et al, 1970). Dieser findet nur in
desoxygenierten HbS-Zellen statt (Friedman 1978). Die Desoxygenierung konnte durch
P. falciparum selbst, iiber einen erhohten Sauerstoffverbrauch und einer Senkung des
intrazelluldiren pH zustande kommen. (Friedman er al, 1979). Auch konnten reifere
Trophozoiten und Schizonten durch Sichelung zerstort werden (Friedman 1978). Um diese
Hypothesen zu bestitigen, miisste allerdings nachgewiesen werden, dass infizierte HbAS-Zellen
auch in vivo den Sichelungsprozess durchlaufen.

Eine weitere Hypothese fiihrt das reduzierte parasitire Wachstum auf einen intrazelluldren
Kaliumverlust mit Dehydratation als Folge eines Membrandefekts der HbS-Zellen wéhrend der
Sichelung zuriick (Friedman et al, 1979). Durch die erhohte intrazelluldre
Héamoglobinkonzentration wird die HbS-Polymerisation verstirkt (Carlson  1999).
Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass in desoxygenierten infizierten
HbAS-Zellen die Trophozoiten durch Auslaugen ihres Zytoplasmas zerstort werden (Roth et al.,
1978; Friedman 1979).
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Eine andere Hypothese basiert auf der erhohten Bildung schidlicher Sauerstoffradikale in
HbAS-Zellen. Der Sauerstoffverbrauch durch den Parasiten erhoht diese zusétzlich und fordert
somit durch einen vorzeitigen Zelluntergang auch die Zerstérung des Parasiten (Hebbel 1990).
Auch die toxische Wirkung von Ferriprotoporhyrin IX, das unter oxidativem Stress in
HbAS-Zellen wihrend der Sichelung freigesetzt wird, ist mit einer parasitiren Destruktion in
Zusammenhang gebracht worden (Greenwood et al., 1991).

Neuere Untersuchungen weisen auf eine effizientere humorale und zelluldre Immunantwort bei
heterozygoten HbS-Merkmalstragern hin. In vitro Untersuchungen konnten fiir Individuen mit
HbAS eine gesteigerte lymphozytire Proliferation auf losliche P. falciparum-Antigene
nachweisen. (Bayoumi et al., 1990). Diese wurde bei HbAS in Zeiten hoher Malariatransmission
verstirkt beobachtet und war bei Kindern, im Vergleich zu Erwachsenen, stirker ausgepriagt. Im
Gegensatz dazu wurde bei Individuen mit HbA, bei hoher Transmissionsrate, eine supprimierte
T-Zellaktivitit nachgewiesen (Abu-Zeid et al., 1992).

In Malawi wurde bei Sduglingen mit HbAS eine hohere Infektionspréavalenz fiir P. falciparum
festgestellt (Brabin et al., 2004). Sduglinge sind in den ersten Lebensmonaten durch passive
Immunmechanismen, wie z.B. diaplazentar- und iiber die Muttermilch iibertragener
IgG-Malariaantikorper (Hogh et al., 1995) und den hohen Anteil fetalen Himoglobins (HbF)
geschiitzt (Pasvol et al, 1976). Die friihzeitige Infektion mit P. falciparum konnte bei
Sauglingen mit HbAS, ohne dass sie an einer klinischen Malaria erkranken, zu einer
beschleunigten Immunititsentwicklung fithren. Dabei konnte durch die parasitidre Proliferation,
die durch die Antikorper der Mutter in den ersten 4-6 Monaten kontrolliert wird, ein Prozess in
Gang gesetzt werden, der zu einer effizienteren und/oder spezifischeren Immunantwort fiihrt.
Vergleichbar wire dies mit der Inmunantwort nach einer Impfung.

Bei infizierten Erythrozyten kommt es wihrend der intraerythrozytidren Proliferation zudem zur
Expression parasitirer Neoantigene auf der Erythrozytenmembran. Diese Oberfldachenproteine
fungieren als Liganden an mikrovaskulidren Endothelien, wodurch es zu einer Sequestration der
infizierten HbAS-Zellen in mikrovaskuldren Gefdlen kommt. Parasitir induzierte
Oberflachenneoantigene auf infizierten HbAS-Zellen wihrend der Sichelung modifiziert
vorzuliegen (Abdulhadi 2003). Diese Modifikationen konnten iiber eine Anderung der antigenen
Eigenschaften zu einer hoheren Antigenitit fithren. Eine spezifischere und effizientere
Immunantwort, die zu einer verstirkten Eliminierung der infizierten Erythrozyten fiihrt, konnte
die Folge sein. In Gambia wurden fiir heterozygote HbS-Merkmalstriger signifikant hohere
Antikorpertiter gegen parasitire Neoantigene nachgewiesen (Marsh et al., 1989). Eine hohere

Antigenitdt wird z. B. auch fiir die a- und B-Thalassimie vermutet, wo auf infizierten a- und
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B-Thalassdmie-Zellen in vitro groBlere Mengen spezifischer Antikorper gebunden wurden als auf
normalen HbA-Zellen (Luzzi et al., 1991).

Kiirzlich wurde in vitro beobachtet, dass nicht nur mit Ringformen infizierte G6PD-Erythrozyten
und P-Thalassdmiezellen (Cappadoro et al, 1998), sondern auch infizierte HbAS-Zellen
verstirkt durch Monozyten phagozytiert werden (Ayi et al., 2004). Auf den Membranen dieser
Erythrozyten wurden Opsonine, wie autologes I1gG, C3c-Komplementfragmente und aggregierte
Bande 3-Proteine, in hoherer Konzentration als auf normalen Erythrozyten vorgefunden. Ein
Schutz konnte somit durch eine verstiarkte komplementvermittelte Phagozytose von infizierten
HbAS-Zellen zustande zu kommen. Dabei scheinen dhnliche Prozesse wie bei alternden oder
oxidativ geschidigten normalen Erythrozyten abzulaufen (Beppu et al., 1990; Low 1991; Lutz
et al.,, 1993).

Parasitire Neoantigene sind entscheidend an pathogenen Prozessen der komplizierten Malaria,
wie Zytoadhirenz, Rosetting und der Freisetzung von Zytokinen, beteiligt (Chen et al., 2000).
Modifizierte Oberflichenproteine konnten jedoch nicht nur zu einer gesteigerten parasitdren
Eliminierung, sondern auch zu einer Minderung der Zytoadhirenz und des Rosettings fiihren. In
vitro konnte fiir infizierte HbSS-Zellen eine reduzierte Zytoadhdrenz an Endothelzellen,
wahrscheinlich iiber Modifikation des ICAM-Rezeptors, nachgewiesen werden. Dies wurde auch
an infizierten HbAS-Zellen, jedoch in geringerer Ausprigung, beobachtet (Rowland et al,
1993). Zusitzlich konnte auch die Uberproduktion von Zytokinen, wie TNF-o; INF-y und
Interleukinen, verhindert werden (Abdulhadi 2003). Obwohl Zytokine in moderater
Konzentration an der immunologischen Abwehr von Mikroorganismen beteiligt sind, fiihrt eine
Uberproduktion jedoch zu einer Schidigung des menschlichen Organismus (Chen et al., 2000).
Einen weiteren Schutzfaktor konnte die verminderte Fahigkeit von HbS-Erythrozyten zum
Rosetting darstellen. Bisher wurden dazu in vitro gegensitzliche Beobachtungen gemacht. Eine
Arbeitsgruppe konnte keine Unterschiede in der Rosettingfdhigkeit zwischen HbAS- und
HbAA-Zellen feststellen (Udomsangpetch et al., 1993). In einer anderen Studie wurde dagegen
nachgewiesen, dass HbS-Erythrozyten wesentlich kleinere und schwichere Rosetten bilden als
normozytire HbAA-Zellen (Carlson et al., 1994). Die Arbeitsgruppe fiihrte das eingeschrinkte
Rosetting auf verdnderte mechanische Eigenschaften der HbS-Erythrozyten (Verformung und
starkere Rigiditdt) wihrend der Sichelung zuriick. Rosetting wird iiber spezifische Rezeptoren
(Rossetins) auf der Membran infizierter Erythrozyten, die an Rezeptoren auf nicht infizierten
Erythrozyten binden, vermittelt (Helmby er al., 1993; Chen et al., 2000). Wéihrend der
Sequestration infizierter HbAS-Erythrozyten in den postkapilliren GefiBlen konnte es durch

unzureichende Oxygenierung zur Sichelung der infizierten HbAS-Erythrozyten kommen. Die
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Verformung und stirkere Rigiditit dieser gesichelten Zellen konnte eine Rezeptorbindung
verhindern oder zumindest stark einschrinken (Carlson et al, 1994). Rosetting wird
insbesondere bei einer zerebralen Malaria (Chen et al, 2000), aber auch bei Kindern mit
schwerer Anidmie gesehen (Newbold et al., 1997). Somit konnte ein reduziertes Rosetting bei
HbS-Merkmalstrigern nicht nur vor einer zerebralen Malaria, sondern auch vor einer schweren

Andmie Schutz bieten.

4.2.4.6 Einfluss von HbC auf eine komplizierte Malaria

Ob neben HbS auch HbC vor einer komplizierten Malaria schiitzt, wurde lange gegensitzlich
diskutiert (Thompson 1962; Gilles et al., 1967; Ringelhann et al., 1976; Guinet et al., 1997).
Ausgehend von der begrenzten Verbreitung in Gebieten Westafrikas und des milden
Krankheitsbildes homozygoter Merkmalstriger gingen einige Arbeitsgruppen davon aus, dass
die hohe Zahl von Individuen mit HbC das Ergebnis eines Griindereffektes ohne nennenswerte
Selektion sein konnte [Murray 1982 zit. n. ((Guinet et al., 1997)]. Die Ergebnisse der hier
dargestellten Studie sprechen jedoch eindeutig fiir selektive Mechanismen. So wich die
Privalenz der B-Globingenotypen in der Studienpopulation der ,Northern Region® nicht
signifikant vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht ab. Die Verteilung der B-Globingenotypen in
der Patientengruppe mit komplizierter Malaria dagegen schon. Diese Selektion konnte durch
einen Uberlebens- und Reproduktionsvorteil, bedingt durch einen milderen Krankheitsverlauf
einer Malaria bei Merkmalstrigern von HbC im Vergleich zu HbA-Merkmalstrigern, zustande
kommen.

Neuere Untersuchungen unterstiitzen diese These. Es gibt inzwischen eindeutige Hinweise, dass
die hohe Privalenz von HbC in Westafrika auf eine erhohte Resistenz gegeniiber einer
P. falciparum-Malaria zuriickzufiihren ist (Agarwal et al., 2000; Modiano et al., 2001; Rihet
et al., 2004). In der vorliegenden Arbeit konnte der Schutz von HbAC vor der komplizierten
Verlaufsform erstmalig fiir ein hyperendemisches Gebiet, die Savanne Nordghanas, bestitigt
werden. Das Risiko einer komplizierten Malaria reduzierte sich fiir Kinder mit HbAC um 35%.
Dies ist vergleichbar mit zwei vorangegangenen Fall-Kontrollstudien in Mali und in Burkina
Faso (Agarwal et al., 2000; Modiano et al., 2001). In Mali reduzierte sich das Risiko, aus einer
unkomplizierten Malaria eine schwere Verlaufsform zu entwickeln, fiir Kinder mit HbC (HbAC
und HbCC) um 78% (Agarwal et al, 2000). Der Schutz dort war hoher als in der hier
vorliegenden Studie. Die Arbeitsgruppe in Mali unterschied allerdings nicht zwischen der homo-

und heterozygoten Form von HbC, sondern untersuchte den Einfluss von HbC insgesamt.
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In Burkina Faso konnte fiir HbC ein Schutz vor einer klinischen P. falciparum-Malaria
nachgewiesen werden. Dort reduzierte sich das Risiko einer klinischen Malaria (unkomplizierte
und komplizierte Verlaufsform) fiir Kinder mit HbAC um 29% und fiir Kinder mit HbCC sogar
um 93% (Modiano et al., 2001). Der ermittelte Schutz fiir HbAC liegt in der Studie von Modiano
et. al (2000) @hnlich hoch wie in der hier dargestellten Arbeit. Zusitzlich liegen die
Konfidenzintervalle der ermittelten ,,0dds ratio® fiir HbC in der hier vorliegenden Arbeit
(OR=0,64; 95% KI =0,4-0,9) sowie in den Untersuchungen in Mali (OR =0,22;
95% KI = 0,04 — 0,74) und Burkina Faso (OR =0,71; 95% KI =0,58 —0,87) in iiberlappenden
Bereichen.

Fiir Kinder mit HbAS lag auch in unserer Studienpopulation ein héherer Schutz als fiir Kinder
mit HbAC vor (Risikoreduktion 98% vs. 35%). Dies erkldrt nicht, warum HbC in einigen
Gebieten Afrikas hiufiger vorkommt als HbS und warum die Verbreitung von HbC auf wenige
Regionen in Westafrika beschrinkt ist. Eine Erkldrung konnte sein, dass diese Mutation erst
kiirzlich entstanden ist. Eine andere Hypothese geht davon aus, dass bei Koexistenz von HbS
und HbC und protektivem Effekt beider Hamoglobingenotypen gegeniiber einer komplizierten
Malaria, HbC das HbS auf liangere Sicht verdringen konnte. Der mildere Krankheitsverlauf
homo- und heterozygoter HbC-Merkmalstriiger ginge mit einem hoheren Uberlebens- und
Reproduktionsvorteil gegeniiber homozygoten HbS- und HbSC-Merkmalstrigern einher, die
eine hohe Morbiditit und Mortalitit aufweisen (Modiano et al., 2001). Es ist jedoch fraglich, ob
der wesentlich schwécher ausgeprigte Schutz von HbAC ausreicht, um den Nachteil
homozygoter HbS-Merkmalstriger auszugleichen, da auch heterozygote HbS-Merkmalstriger
klinisch nicht beeintrichtigt sind.

Komplexe, teilweise paradoxe Mechanismen scheinen beim Schutz von HbAC vor einer
komplizierten Malaria eine Rolle zu spielen. In der hier dargestellten Arbeit wurden die
Infektionspridvalenz von P. falciparum und die Parasitendichte durch HbC (HbAC und HbCC)
nicht beeinflusst (Tab. 18 & 19). Diese Beobachtung deckt sich mit anderen epidemiologischer
Studien (Storey et al., 1979; Agarwal et al., 2000; Burchard et al., 2001; Modiano et al., 2001).
Auch in vitro Studien weisen auf eine ungestorte Proliferation in HbAC-Zellen hin (Friedman
etal., 1979; Olson & Nagel 1986). Dem widersprechend wurde in einer Studie in Burkina Faso
eine negative Korrelation zwischen HbC und der Parasitendichte bei Kindern mit
unkomplizierter Malaria beschrieben (Rihet ef al., 2004). Allerdings wurde dort nicht zwischen
der homo- und der heterozygoten Form von HbC unterschieden. In vitro Untersuchungen
weisen, im Gegensatz zu unseren in vivo Beobachtungen, auf eine gehemmte parasitire

Proliferation in homozygoten HbC-Zellen hin. In einem GrofBteil der untersuchten HbCC-Zellen
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wurden zerstorte Ringformen und Trophozoiten nachgewiesen (Friedman et al., 1979; Fairhurst
et al., 2003).

In der vorliegenden Arbeit waren die maximalen Parasitendichten bei Kindern mit HbCC
reduziert (Tab. 19). Aufgrund der niedrigen Probandenzahl mit HbCC ist es schwierig,
allgemeine Schlussfolgerungen aus dieser Beobachtung zu ziehen. Es wire jedoch moglich, dass
aus einigen HbCC-Zellen keine Freisetzung der Merozoiten erfolgt, diese absterben und dadurch
der intraerythrozytire Zyklus unterbrochen wird. Degenerierte Schizonten wurden in
HbCC-Zellen schon hidufiger beobachtet (Nagel 1990). Auch die hohe Rigiditdt von HbC-Zellen
und die verstirkte Kristallbildung von HbC im oxygenierten Zustand konnte das parasitire
Wachstum erschweren (Booth & Mead 1983). Weiter wird diskutiert, ob es, wie bei Kindern mit
einer B-Thalassamie (Weatherall er al., 2002), auch bei Individuen mit HbS und HbC in den
ersten Lebensjahren zu einer verzogerten Produktion von adultem Hdmoglobin kommt und HbF
langer vorhilt (Olson & Nagel 1986; Nagel 1990). Aus in vitro Untersuchungen ist bekannt, dass
HbF die parasitire Proliferation hemmt (Pasvol et al., 1977). Dies konnte ein weiterer
protektiver Effekt in den ersten Lebensjahren sein.

Ahnlich wie bei HbAS scheinen auch bei HbC verdnderte Inmunmechanismen, die z.B. zu einer
verstirkten parasitiren Eliminierung, zu einer reduzierten Zytoadhdrenz und zu einem
verminderten Rosetting fiithren, fiir den Schutz vor einer komplizierten Malaria verantwortlich zu
sein. In einer dlteren Studie wurden bei Individuen mit HbAC hohere, jedoch unspezifische
IgG-Konzentrationen beschrieben. Dies wurde mit einem Schutz vor Malaria in Zusammenhang
gesehen (Storey et al, 1979). Neuere in vitro Untersuchungen weisen auf modifizierte
Oberflichenneoantigene auf Erythrozyten mit reifen Trophozoiten hin. Parasitire Neoantigene
wie z. B. PfEMP-1 (P. falciparum-Erythrozytenmembranprotein-1) fungieren als Rezeptoren zur
Adhision mikrovaskulidren Endothelien oder beim Rosetting und sind fiir die Sequestration
infizierter Erythrozyten im Gehirn und in anderen Organen verantwortlich. Zusétzlich entgehen
die infizierten Erythrozyten durch die Sequestration der Eliminierung in der Milz (Aikawa et al.,
1990; Chen et al., 2000). Auf HbCC-Zellen wurden solche parasitiren Neoantigene in
verdnderter Form und in geringerer Anzahl als auf HbAA-Zellen nachgewiesen (Fairhurst et al.,
2003). In einer kiirzlich durchgefiihrten Studie konnten diese modifizierten parasitiren
Polypeptide nicht nur auf HbCC-, sondern auch auf HbAC-Zellen identifiziert werden. Diese
waren aggregierter und mit 120 nm Durchmesser grofer als eine andere Polypetidgruppe mit nur
70 nm Durchmesser. Diese vergroferten Aggregate wurden am haufigsten auf HbCC-Zellen,

seltener auf HbAC-Zellen und nur sehr selten auf HbAA-Zellen gefunden (Arie et al., 2005). Die
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Exprimierung dieser verdnderten Oberfldchenproteine scheint vom HbC-Anteil abhiingig zu sein
(Fairhurst et al., 2005).

Durch diese Modifikation konnten nicht nur die antigenen Eigenschaften veridndert, sondern
auch die Adhérenz infizierter Erythrozyten an mikrovaskuldre Endothelien reduziert und dariiber
eine Sequestration der infizierten Erythrozyten in den postkapillaren Gefden verhindert werden.
Dies konnte wiederum zu einer verstiarkten Eliminierung in der Milz fithren. So scheint z.B.
PfEMP-1, ein parasitdres Neoantigen, das als wichtiger Ligand bei der Zytoadhérenz identifiziert
wurde (Chen et al., 2000), auf HbC-Zellen modifiziert exprimiert zu werden (Arie et al., 2005).
In einer weiteren Untersuchung stellte sich PfEMP-I1 unter dem Fluoreszenzmikroskop auf
infizierten HbCC-Erythrozyten im Vergleich zu HbAA-Erythrozyten wesentlich schwécher
sowie unregelmifBiger und weit verteilt dar. Nur ein Teil der HbAC-Erythrozyten (ca. 25%) wies
dhnliche Strukturverdnderungen fiir PfEMP-1 wie auf HbCC-Zellen auf. Zusitzlich wurde
in vitro fiir HbAC-Zellen eine um 25% verminderte Zytoadhédrenz und fiir HbCC-Zellen eine
fehlende Zytoadhirenz an endotheliale Rezeptoren wie ICAM-1 und CD36 beobachtet (Fairhurst
et al., 2005).

Des Weiteren wurde Bande 3-Protein, ein weiteres parasitires Neoantigen, auf infizierten
HbCC-Zellen in veridnderter Form und Grofe vorgefunden. Bande 3-Protein lag im Vergleich zu
infizierten HbAA-Zellen (Durchmesser 500 nm) auf HbCC-Erythrozyten hédufiger und zusitzlich
vergroBert (1um Durchmesser) vor (Tokumasu et al., 2005). Dies konnte zu einer verstirkten
Opsonierung durch autologes IgG und Komplement mit einer Elimination der infizierten
HbC-Erythrozyten in der Milz fiihren. Kiirzlich wurden membrangebundene Autoantikorper auf
HbAC-Erythrozyten und in noch hoherer Konzentration auf HbCC-Erythrozyten nachgewiesen.
Auf HbAA-Erythrozyten wurden dagegen keine Autoantikorper gefunden (Fairhurst et al.,
2005). Die in der vorliegenden Arbeit hohere Splenomegalierate bei Kindern mit HbAC konnte
z.B. durch die gesteigerte Phagozytose von HbAC-Erythrozyten zustande kommen. Eine
gesteigerte Phagozytose wie fiir HbAS, die a-Thalassémie und G6PD-Mangel beobachtet,
konnte in vitro fir HbAC bisher nicht nachgewiesen werden (Cappadoro et al., 1998; Ayi et al.,
2004).

Einen weiteren Schutzfaktor konnte ein vermindertes Rosetting von HbC-Zellen darstellen.
In vitro konnte fiir HbAC und HbCC ein abgeschwichtes Rosetting durch Modifikationen des
PfEMP-1 Rezeptors nachgewiesen werden. Bei HbAC-Erythrozyten reduzierte sich die
Rosettinghdufigkeit gegeniiber HbAA-Erythrozyten um 33%. Bei HbCC-Erythrozyten wurde
Rosetting noch seltener beobachtet (Fairhurst et al, 2005). Ein vermindertes Rosetting bei

HbC-Erythrozyten konnte somit einerseits auf modifizierte Oberflichenproteine wie PfEMP-1,
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andererseits auf die Mikrozytose der HbC-Erythrozyten zuriickzufiihren sein. Bei der a- und
B-Thalassimie sowie bei HbAS wurde in vitro beobachtet, dass diese mikrozytiren Erythrozyten,
im Vergleich zu HbAA, wesentlich kleinere und schwichere Rosetten bilden (Carlson er al.,
1994). Diese Korrelation wurde unabhingig von der Ursache der Mikrozytose festgestellt.
HbC-Erythrozyten weisen auch eine hohere Zellrigiditit auf (Booth & Mead 1983), die bei
infizierten Erythrozyten durch das parasitire Wachstum weiter zunimmt (Dondorp ef al., 2000;
Glenister et al., 2002). Auch diese Prozesse konnten zu einer reduzierten Zytoadhédrenz bzw.
einem verminderten Rosetting und damit zu einer verstarkten Eliminierung in der Milz beitragen.
Ein zusitzlicher Schutz konnte durch das hohere Infektionsrisiko von HbC-Merkmalstragern mit
benignen Malariaerregern (P. ovale und P. malariae), wie in der vorliegenden Arbeit beobachtet,
entstechen. So konnte die frithzeitige Infektion mit benignen Malariaerregern zu einer
beschleunigten Immunitdtsentwicklung mit einer Abregulierung der Zytokinkaskade fiihren.
(Kapitel: 4.2.4.5).

Auch die Selektion von weniger virulenten P. falciparum-Stimmen konnte beim Schutz vor
einer komplizierten Malaria eine Rolle spielen. In einer Studie in Nordghana wurde die
Priavalenz der P. falciparum-Varianten mspl und msp 2 jedoch weder durch HbAS noch durch
HbAC beeinflusst (Mockenhaupt et al., 2004).

Weiter konnten unbekannte genetische Faktoren den Verlauf einer P. falciparum-Infektion in
den einzelnen Bevolkerungsgruppen zusitzlich beeinflussen. In Burkina Faso wurden z.B. bei
den Mossi, Fulani und Rimaibe deutliche Unterschiede in der Pridvalenz einer
P. falciparum-Infektion, der klinischen Ausprigung einer Malaria sowie der Priavalenz und Hohe
der Antikorper gegen verschiedene P. falciparum-Antigene beschrieben (Modiano et al., 1999).
In Mali wurden fiir die Gruppe der Fulani hohere Splenomegalieraten, hohere malariaspezifische
Antikorper, niedrigere Parasitendichten und weniger Malariaattacken als bei den Dogon
beobachtet. Paradoxerweise wurde jedoch HbC haufiger in der Gruppe der Dogon vorgefunden
(Dolo et al., 2005). Auch in unserer Studienpopulation gehorten die Probanden mehr als sieben
verschiedenen ethnischen Gruppen an (Dagomba, Gonja, Komkomba, Frafa, Basare, Fulani,
Chimbulisi), wobei die Gruppe der Dagomba mit rund 85% die Mehrheit bildeten. Auf
eventuelle Unterschiede innerhalb einzelner ethnischer Gruppen wurde in der vorliegenden

Arbeit nicht eingegangen. Dies sollte in zukiinftigen Studien beachtet werden.

Einfluss von HbS und HbC auf klinische Symptome einer komplizierten Malaria
Eine schwere Andmie trat in unserer Studienpopulation mit 54% hiufig auf. Dass HbAC wie

vermutet vor allem vor einer schweren Andmie schiitzt, hat sich in der vorliegenden Arbeit nicht
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bestitigt. Auch die iibrigen klinischen Symptome einer komplizierten Malaria wurden nicht
durch HbAC beeinflusst. Obwohl mit insgesamt 290 Kindern ein relativ groBes
Patientenkollektiv vorlag, entstanden nach Aufteilung beziiglich klinischer Symptome relativ
kleine Untergruppen. Somit konnte die fehlende Signifikanz eventuell auf den geringen
Stichprobenumfang der einzelnen Untergruppen zuriickzufithren sein. Vergleichbar mit diesen
Ergebnissen konnte auch in Mali kein Einfluss von HbC auf eine schwere Andmie beobachtet
werden. Dort erkrankten jedoch Kinder mit HbAC und HbCC signifikant seltener an einer
zerebralen Malaria (Agarwal et al, 2000). Hinweise, dass HbC vielleicht doch vor einer
schweren Andmie schiitzt, gibt eine weitere Studie aus Mali (Guinet et al., 1997). In dieser
wurde bei keinem der Kinder mit HbC eine schwere Andmie beobachtet. Die Unterschiede zu
Kindern mit HbAA waren jedoch nicht signifikant. Grund dafiir konnte auch dort die niedrige
Probandenzahl mit schwerer Andmie in der Untersuchungsgruppe sein.

Ob HbAS auch vor der Manifestation einzelner klinischer Symptome einer komplizierten
Malaria schiitzt, und somit insbesondere das Risiko einer schweren Aniamie und einer zerebralen
Malaria reduziert, konnte in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht werden, da HbAS in der
Patientengruppe mit komplizierter Malaria nicht vorkam. Zwei Fall-Kontrollstudien in Gambia
(Hill et al, 1991) und in Kenia (Marsh 1992) geben Hinweise, dass HbAS sowohl vor einer
zerebralen Malaria als auch vor einer schweren Andmie schiitzt. In beiden Studien reduzierte
sich das Risiko bei Kindern mit HbAS sowohl fiir eine zerebrale Malaria als auch fiir eine
schwere Andmie um mehr als 90%. In einer weiteren Untersuchung in Nigeria erkrankten zwar
Kinder mit HbAS und HbAA gleichhdufig an einer zerebralen Malaria, jedoch wurden
Unterschiede in der Mortalitédt beobachtet. Infolge der erhohten Sichelungsrate hatten Kinder mit
HbAS zwar einen hoheren Bedarf an Bluttransfusionen, jedoch starb keines dieser Kinder an den
Folgen einer zerebralen Malaria. Dagegen lag die Mortalitdt der zerebralen Malaria fiir Kinder
mit HbAA bei 18% (Olumese et al., 1997). Die Arbeitsgruppe schlussfolgerte daraus, dass
HbAS die Manifestation einer zerebralen Malaria nicht verhindert, jedoch die Mortalitét dieser

Komplikation senkt.

4.2.5 Ausblick

Fiir HbC-Merkmalstrager konnte in der Savanne Nordghanas erstmals ein Schutz vor der
komplizierten Verlaufsform einer Malaria nachgewiesen werden. Somit scheint HbC nicht nur in
Regionen mit vorwiegend zerebraler Malaria, sondern auch in Gebieten, in denen als

Komplikation eine schwere Andmie im Vordergrund steht, Schutz zu bieten. Ob neben der

77



Diskussion

heterozygoten Form (HbAC) auch die homozygote Form (HbCC) vor einer komplizierten
Malaria schiitzt, konnte aufgrund der niedrigen Privalenz von HbCC (0,8%) im Studiengebiet
nicht untersucht werden. Es wire sinnvoll, diese Untersuchungen in einem groeren
Stichprobenumfang zu wiederholen.

Milde Manifestationen einer P. falciparum-Infektion, wie submikroskopische- und
asymptomatische Infektionen, wurden durch HbAS und HbAC nicht beeinflusst. Ob diese
Hamoglobinopathien vor einer unkomplizierten Malaria schiitzen, wurde aufgrund der niedrigen
Priavalenz einer unkomplizierten Malaria im Studiengebiet (2,8%) nicht untersucht. Dies sollte
wihrend der Regenzeit bestimmt werden, da die Pridvalenz einer unkomplizierten Malaria in
dieser Zeit hoher liegt. Allgemein wird davon ausgegangen, dass der schiitzende Einfluss dieser
Hamoglobinopathien mit der Progression einer Malaria, d.h. mit der Schwere der Erkrankung,
zunimmt (Carlson 1999). Dies stimmt mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit iiberein, in
der milde Manifestationen einer P. falciparum, wie submikroskopische und asymptomatische
Infektionen, durch HbAS und HbAC nicht beeinflusst wurden. Fiir beide B-Globingenotypen
konnte jedoch ein Schutz vor der schweren Verlaufsform nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erlaubten Aussagen zum Infektionsrisiko einer
P. falciparum-, P. malariae- und P. ovale-Infektion sowie zur parasitiren Proliferation. Neuere
Untersuchungen weisen darauf hin, dass der Schutz vor einer komplizierten Malaria vorwiegend
auf einer effizienteren Immunantwort beruhen konnte. Dabei scheinen parasitir induzierte
Oberflachenneoantigene, die auf HbS- und HbC-Erythrozyten modifiziert vorliegen, eine Rolle
zu spielen. Hohere Antikorpertiter gegen solche Neoantigene wurden fiir HbAS (Marsh et al.,
1989) und vor kurzem auch fiir HbDAC und HbCC (Fairhurst et al, 2005) beschrieben.
Epidemiologische Untersuchungen zu einer verdnderten zelluliren und humoralen
Immunantwort bei Individuen mit HbS und HbC, wie z.B. die Bildung von Antikorpern gegen
parasitire Neoantigene, konnten hier neue FErkenntnisse bringen. Weiterfiihrende
Untersuchungen zu  modifizierten  Oberflichenneoantigenen, die bei HbS- und
HbC-Merkmalstriagern zu einer effizienteren Immunantwort fiithren, konnten in Zukunft dazu
beitragen, effiziente Malariaimpfstoffe und neue therapeutische Strategien zu entwickeln. Fiir die
Entwicklung eines Malariaimpfstoffes wurde z.B. Bande 3-Antigen, welches auf infizierten
HbC-Zellen modifiziert vorliegt und mit einer effizienteren Immunantwort in Verbindung

gebracht wird, vorgeschlagen (Kennedy 2001).
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