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1. Einleitung

1.1 Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PD)

Die Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (MIM 305900, EC 1.1.1.49) katalysiert den
ersten Schritt des Pentosephophatweges. Dieser alternative Abbauweg der Glucose
stellt die Reduktion von Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADP) zu
reduziertem Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) und somit die
Reduktion von Gluthaiondisulfid (GSSG) zu Glutathion (GSH) sicher (s. Abb. 1 und
3). Das sogenannte ,Schrittmacherenzym® des alternativen Abbauweges schiitzt

besonders die mitochondrienfreien Erythrozyten vor oxidativen Prozessen.

1.1.1 Funktion

Im ersten Schritt des Pentosephosphatweges wird Glucose-6-Phosphatase zu 6-
Phospogluconat umgewandelt. Bei dieser Reaktion wird NADP zu NADPH
reduziert. Das anfallende NADPH wird unter anderem als Co-Faktor fiir die
Reduktion und somit Regeneration des Glutathions (GSH) mittels der
Glutathionreduktase benotigt. Bei diesem Schritt wird Glutathiondisulfid (GSSG)
zu GSH reduziert. Das reduzierte GSH schiitzt die Erythrozytenmembran vor
oxidativem Stress und Radikalen indem es das durch Oxidantien entstehende

Wasserstoffperoxid (H,0,), in unschiadliches Wasser (H;0) reduziert [1, 2].

[vor]

GSSG-
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase Reduktase

6-Phosphogluconat ’ NADPH ‘ GSSG -

Glucose-6-Phosphat

Abb. 1: Der Pentosephosphatweg aus Swiss Medical Forum- Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase-Mangel, 2016 [1]



1.1.2 Aufbau

Die G6PD besteht aus 515 Aminosduren und weist ein molekulares Gewicht von ca
59 kDa auf. Das Enzym existiert in zwei Isoformen, einer kurzen Isoform, die 515
Aminosauren und einer langen Isoform, die 249 Aminosduren umfasst [3]. Ein
dreidimensionales Modell wurde bereits 1996 von Naylor et al. beschrieben [4]. Das
Enzym befindet sich in einem Gleichgewicht zwischen Tetramer und Dimer, wobei
bei physiologischen pH, die dimere Form iiberwiegt [3, 5]. Jedes Monomer besteht
aus zwei Domaéanen die iliber eine a-Helix miteinander verbunden sind. In jeder
Untereinheit des Tetramers findet sich ein NADP Molekil nahe der Dimer-
Oberfliache. Die Stabilitdt der aktiven quartaren Struktur, ist fiir eine ausreichende
G6PD-Aktivitat wesentlich [3]. Wie Battistuzzi et al. beschrieben haben, variiert die
Konzentration der G6PD in verschiedenen Geweben. Es lassen sich niedrige
Konzentrationen in der Skelettmuskulatur und sehr hohe Konzentrationen im

Gehirn und den Nebennieren finden [6].

Coenzyme domain

Substrate
binding site
Coenzyme
binding site

B+adomain

Abb. 2: Dreidimensionales Modell des G6PD- Enzyms aus Cappellini und Fiorelli (2008) [3]

1.1.3 Pentosephosphatweg

Der Pentosephosphatweg (s. Abb. 1 und 3), auch Hexomonophosphatweg genannt,
wird in einen oxidativen (irreversiblen) und einen nichtoxidativen (reversiblen)

Abschnitt unterteilt. Er wird fiir die Bildung von Pentosen und die Bildung von



NADPH benotigt. Die Pentose, Ribose-5-Phosphat wird fiir die Bildung von
Nukleotiden wie beispielsweise DNA, RNA, NADH, FAD oder Co-A bendotigt.
NADPH ist in den Hepatozyten fiir die Synthese von Fettsauren essentiell [7]. In
Erythrozyten ist der Pentosephosphatweg die einzige Quelle fiir NADPH, da diese

keine Mitochondrien und somit keine Atmungskette besitzen [3].

)

Hy0, Hy0

X

GSH GSSG

X

NADP NADPH

Glucose-6-phosphate 6-phosphogluconolactone

6-P-phosphogluconolactone

NADP >< GSH X Hy0,
NADPH GSSG Hy0
/ Ribulose-5-phosphate

Glycolysis

44— Ribose-5-phosphate

Abb. 3: Der Pentosephosphatweg aus Cappellini und Fiorelli (2008) [3]

1.1.4 Glutathion (GSH)

Das in allen Zellen vorkommende Tripeptid dient in den Erythrozyten im
Allgemeinen als Reduktionsmittel und als Schutz vor freien Radikalen. Das
anfallende NADPH wird unter anderem als Co-Faktor fiir die Reduktion und somit
Regeneration des GSHs mittels der Glutathionreduktase benotigt. Bei diesem
Schritt wird GSSG zu GSH reduziert. Hierdurch schiitzt das reduzierte GSH die
Erythrozytenmembran vor oxidativem Stress und Radikalen, indem es das durch
Oxidantien entstehende Wasserstoffperoxid (H,O2) in unschidliches Wasser (H,0)

reduziert [1, 8].



1.2 Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Mangel

Der hochstwahrscheinlich vor Malaria schiitzende Mangel betrifft iiber 400
Millionen Menschen weltweit und zdhlt somit zu den haufigsten bekannten
Enzymopathien. Obwohl der Mangel in den meisten betroffenen Menschen keine
Symptome auslost, kann er zu akuten Himolysen, neonataler Hyperbilirubindmie
sowie zu chronischen Andmien fiihren. Im Falle einer reduzierten Enzymaktivitét
kann bei Aussetzung gegeniiber oxidativem Stress, das GSH nicht ausreichend
reduziert werden und der antioxidative Zyklus nicht addaquat aufrecht erhalten
werden [3, 9, 10].

Dies fiihrt zur Zerstorung der Erythrozyten. Es geniigen bereits kleine Mengen an
Oxidantien wie Primaquin oder Fava-Bohnen sowie vielen anderen oxidativen

Stressoren, um diesen Effekt auszuldsen (s. Tab. 1) [11].

Tab. 1: Bekannte oxidative Stressoren, die eine Himolyse in G6PD-defizienten Patienten
auslosen konnen [3, 11]

Medikamentenkategorie Vorhersehbare Himolyse Mogliche Hamolyse
Antimalariamedikamente Dapsone Chloroquine
Primaquin Quinine
Methylenblau
Analgetika/ Antipyretika Phenazopyridine Aspirin (In hoher Dosis)
Paracetamol
Antibakterielle Substanzen Cotrimoxazol Sulfasalazine
Sulfadiazine
Quinolone

Nitrofurantoin

Andere Rasburicase Chloamphenicol

Isoniazid
Ascorbinsdure
Glibenclamid
Vitamin K
Isosorbide
Dinitrate

Anillinfarbstoff

Naphtalen (Mottenkugeln)

Henna

Favabohnen (Vicia Fava)



1.2.1 Geschichte

Der sogenannte Favismus, der nach Verzehr von Fava-Bohnen auftritt, war bereits
in der Antike bekannt. Bereits der griechische Philosoph und Mathematiker
Pythagoras untersagte seinen Schiilern den Verzehr der Bohnen. Fiir Jahrhunderte
wurde der Favismus filschlicher Weise als allergische Reaktion fehlgedeutet [11].
Im Jahre 1926 berichtete Cordes iiber das Auftreten von akuten Hamolysen in
Patienten, deren Malaria-Infektion mit 6-Methoxy-8-Aminoquinolen behandelt
wurde. Es dauerte jedoch weitere 30 Jahre, um den Mechanismus und
Zusammenhang zwischen der Einnahme des Anti-Malariamittels und der
Hamolyse zu verstehen. In dieser Zeit wurde unter der flachendeckenden
Anwendung von Primaquin (PQ) beim Militdr von einem sogenannten ,,Primaquin-
sensitiven-Syndrom” berichtet [12, 13]. Carson und Kollegen stellten letztlich 1956
eine erniedrigte G6PD-Aktivitat in den Patienten fest, die eine Himolyse nach
Einnahme von PQ zur Malariatherapie entwickelt hatten. Der Enzymdefekt war
damit als Pathomechanismus entdeckt [14]. Nachdem sich der G6PD-Mangel als
klinische Erkrankung etablierte, wurde seine phanotypische Auspriagung als
heterogen beschrieben [15].

Im Jahre 1967 veroffentlichte die Weltgesundheitsorganisation (WHO) die ersten
Empfehlungen fiir eine Charakterisierung des G6PD-Mangels, welche seither
immer weiter verbessert und aktualisiert werden [16].

Durch Ernest Beutler wurde 1984 der G6PD-Mangel biochemisch beschrieben und
unter Einschluss von physikalischen und chemischen sowie kinetischen Variablen
seither definiert. Im Jahre 1986 erfolgte durch Takizawa et al. die Klonierung und
Sequenzierung des g6pd Genes [17]. Naylor et al. entwickelte 1996 ein
dreidimensionales Modell der menschlichen G6PD [4].

Basierend auf der Enzymaktivitat und der klinischen Manifestation, wurden die

Varianten des G6PD-Mangels, in 5 Klassen eingeteilt [16].



WHO Klassifikation [16] :

. Klasse I: Schwerer Mangel (<10% Aktivitat) mit chronischer hamolytischer Andmie

. Klasse II: Schwerer Mangel (<10% Aktivitat), mit intermittierenden Hamolysen
. Klasse III: Milder Mangel (10-60% Aktivitdt), Himolyse durch Stressauslosende Faktoren
. Klasse IV: Nicht-defiziente Variante, ohne klinische Folgeerkrankung

. Klasse V: Ansteigende Enzymaktivitat

Klasse I reprasentiert die schwerste Form des G6PD-Mangels, in welcher eine
Enzymaktivitdit von unter 10% vorliegt und die Betroffenen an chronischen
hamolytischen Andmien leiden. In Klasse II liegt ein schwerer Mangel mit
Enzymaktivitdten von unter 10% mit klinisch intermittierenden Hamolysen vor.
Die Klasse III umfasst den milden Mangel mit Enzymaktivititen von 10-60%, in
welcher Patienten durch bekannte oxidative Stressoren unter Hamolyse leiden. In
Klasse IV und V, die klinisch nicht relevant sind, ist keine mangelnde
Enzymaktivitdit nachzuweisen, beziehungsweise eine ansteigende Aktivitit zu
beobachten [16]. Es besteht niemals ein vollstandiger G6PD-Mangel, da dieser letal
ware [18].

Der Enzym-Mangel kann verursacht werden durch die Reduzierung der Enzym-
Molekiile und/oder einer Strukturinderung des Enzyms. Eine genauere
Untersuchung der Varianten des gépd Gens zeigt, dass Aminosauresubstitutionen
in verschiedene Lokalisationen zu einer Destabilisierung des Enzym-Molekiils
fiihren [3]. Inzwischen sind mehr als 217 Mutationen des g6pd Gens und iiber 400

verschiedene Enzymvarianten bekannt [19].

1.2.2 Genetik und molekulare Grundlagen

Beim G6PD-Mangel handelt es sich um einen X-chromosomal rezessiven Erbgang.
Da Maiannern nur ein X-Chromosom besitzen, liegt bei ihnen entweder die
defiziente oder die normale Enzymfunktion vor. Frauen konnen jedoch drei

Genotypen aufweisen: den homozygoten normalen, den homozygoten defizienten



und den heterozygoten Typ [20]. In Populationen, in denen die Haufigkeit des
go6pd-defizienten Allels sehr grofS ist, sind weibliche heterozygote Frauen nicht
selten. Heterozygote Frauen weisen ein genetisches Mosaik auf, welches auf der
Inaktivierung des X-Chromosoms basiert. Sie konnen somit Aktivitatsspektren
aufweisen, die von einem Mangel bis zu einer normalen Enzymaktivitat reichen.
Obwohl heterozygote Frauen im Vergleich zu hemizygoten Mannern eine deutlich
weniger schwere Symptomatik aufweisen, konnen auch sie hamolytische Krisen

entwickeln [3, 12, 21-23].
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Abb. 4: Lokalisation des gépd Gens aus Cappellini und Fiorelli (2008) [3]

Das g6pd Gen besitzt eine GrofSe von 18,5 kb und besteht aus 13 Exons und 12
Introns. Es ist auf dem langen Arm des X-Chromosoms (Genlocus Xq28) lokalisiert
(S. Abb. 4 und 5). Alle bekannten G6PD-Varianten, aufSer G6PD A sind mit einer
mehr oder weniger schweren Defizienz assoziiert, jedoch nie mit einem
kompletten Verlust der Aktivitdt [20]. Die haufigsten Enzymvarianten sind
Mediterranean, A- (202A), A- (968C), Seattle und Union [3]. Minuzzi et al
berichteten 2012 von insgesamt 186 Mutationen (s. Liste im Anhang). Darunter
sind 159 (85,4%) Einzelnukleotidsubstitutionen (Misssense-Mutationen), 15 (8,0%)
zeigen mehrfache Mutationen (mit zwei oder mehreren Substitutionen), 10 (5,3%)
sind Deletionen und 2 (1,0 %) Mutationen betreffen die Introns [24].

Gomez et al. berichteten 2016, iiber 31 weitere Mutationen (s. Liste im Anhang).

Basierend auf den  Mutationstypen weisen 23  eine  Variation



Einzelnukleotidsubstitutionen, (Misssense-Mutationen), eine Deletion und vier
multiple Mutationen auf. Drei sind neue Mutationen, welche die Introns betreffen.
Unter Beriicksichtigung dieser weiteren Mutationen betrdgt die Anzahl der
bekannten Mutationen 217, die folgende Verteilung aufweisen: 182 (83,9%)
Einzelnukleotidsubstitutionen (Misssense-Mutation), 19 (8,7%) mehrfache
Mutationen (mehr als 2), 11 (5,1%) Deletionen und 5 (2,3%) Mutationen, welche
Introns betreffen.

Um ein genaueres Bild dieser beschriebenen Mutationen zu erhalten, wurden die
Punktmutationen im dreidimensionalen Modell lokalisiert. So genannte Klasse I
Mutationen haben die schwerwiegendsten Auswirkungen auf die Struktur und
Stabilitat. Tabelle 2 zeigt die relativen Haufigkeiten der Klasse I Mutationen im
Vergleich zur absoluten Anzahl der gé6pd-Mutationen. Klasse I Mutationen
betreffen haufiger das Exon 6, 10 und 13 welche die Enzymbinderegion, die Dimer
Oberflache und die NADP Strukturseite kodieren. Diese Klasse I Mutationen
resultieren in einem schwerwiegenden Phdnotypen des G6PD-Mangels, einer
sogenannten chronischen nicht-spharozytischen-hdamolytischen Andmie (CNSHA)

[19, 24].

Tab. 2: Verteilung der Einzelnukleotidsubstitutionen und ihre Assoziation mit der WHO-
Klassifikation nach [24].

Phinotyp
Exon Anzahl der I II III v Nicht
Mutationen erfasst
2 5 3 2
3 4 4
4 14 2 5 7
5 15 6 5 1 2
6 19 7 8 3 1
7 7 4 1 2
8 17 8 5 3 1
9 15 5 5 2 2
10 37 32 4
11 10 4 6
12 12 2 4 4 2
13 4 4
Total 159 68 44 33 3 8




1.2.3 Haufige genetische Varianten und Phidnotypen

Mit mindestens 217 verschiedenen genetischen Varianten zeigt der G6PD-Mangel
eine ausgesprochen grofSe Diversitat [25]. Abbildung 5, entnommen aus Gémez-
Manzo et al., zeigt die nummerierten Exone mit Mutationen. Die roten Kreise sind
mit einer CNSHA assoziiert (Klasse I); die lila-farbigen Kreise zeigen Mutationen,
die mit einem Klasse II Phianotypen assoziiert sind; die gelben Kreise zeigen
Mutationen, die mit einem milderen Phanotypen (Klasse III) assoziiert sind; die
braunen Kreise zeigen Klasse IV Mutationen und die griinen Kreise markieren

bisher nicht benannte Mutation [19].

Telomere

X-Chromosome

g6pd gene

Mature |
mRNA

s 4

Abb. 5: Schematische Ubersicht des X-Chromosoms und der Verteilung der Mutationen im
g6pd Gen. Gezeigt sind Einzelnukleotidsubstitutionen (Misssense-Varianten) aus Gémez-

Manzo et al., 2016 [19]



Wie bereits erwdahnt und aus der Abbildung 5 ersichtlich, betreffen Klasse I
Mutationen haufiger die Exone 6, 10 und 13 [19, 24]. Gerade das Vorhandensein
von Mutationen im Exon 10 beeinflusst deutlich die Stabilitat des Dimers und fiihrt
zu Klasse I Varianten, die eine CNSHA mit akuten Exazerbationen verursachen. Die
grofse Mehrheit der Mutationen sind Misssense-Mutationen die zu quantitativen
und qualitativen Enzymverdnderungen fiihren. Dies fiihrt zu einer Klassifikation,
die auf dem AusmafS des Mangels und der klinischen Manifestation basiert. Die bei
der CNSHA vorliegende Retikulozytose fiihrt zu einer erhohten G6PD-Aktivitit,
weshalb Klasse I (CNSHA) und Klasse II (intermittierende Hamolysen) dhnliche
Aktivitatsspektren (<10%) aufweisen (s. Tabelle 3) [16, 20, 24, 26].

In den meisten Gebieten mit hohen G6PD-Pravalenzen zeigen sich polymorphe
Allele. Die von 2016 von Luzzatto et al. beschriebene weltweite Verteilung des
G6PD-Mangels durch Kombination bereits publizierter Daten [16, 27, 28] (s. Abb. 6)
zeigt durch verschiedene Farbtone die Verteilung der Allelfrequenz in
endemischen Malariagebieten und in malariafreien Gebieten, nach dem
geostatistischen Modell von Howes et al. [27]. In tropischen Regionen werden iiber
90% des Enzymmangels durch die G6PD A- Variante verursacht. Sie ist auch in
Nord-und Siidamerika, den karibischen Inseln, Italien, den Kanaren, Spanien,
Portugal, Agypten, Iran und im Libanon weit verbreitet [3, 28].

Die Varianten A- (202A/376G) und A+ (202/376G oder 202A/376A) sind
charakterisiert durch die reduzierte Enzymaktivitit und spezifisch fiir das sub-
saharische Afrika [12, 15, 29]. Die G6PD A- Variante ist mit einer verbleibenden
Enzym-Aktivitdt von 5-13% und somit einer milderen Form des Mangels assoziiert
[30]. Es wurde jedoch auch von schweren hamolytischen Ereignissen berichtet,
sofern der oxidative Stressor stark genug war [12, 30, 31]. Die vorherrschende Allel-
Variante in Ost-Afrika, ist das G6PD A- 202A/376G Allel (202G>A und 376A>G)
[28]. Die G6PD A- Variante ist ein besonderer Genotyp mit der gleichzeitigen
Vorhandensein von A376G und G202A Mutationen.

Die Variante Mediterranean lasst sich in allen an das Mittelmeer angrenzenden

Staaten, vor allem Italien mit Sardinien finden, zuséatzlich in Israel, dem Mittleren
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Osten, auf der arabischen Halbinsel, in Indien und in Indonesien. Sie zeigt eine
Enzymaktivitdat von bis zu <1% und fiihrt zu schweren hamolytischen Krisen bei
Kontakt mit bekannten Stressoren wie beispielsweise Primaquin oder Fava-
Bohnen. In Regionen um den persischen Golf sind beide Varianten Mediterranean
und A- zu finden. Andere polymorphe Varianten sind Seattle und Union, die
hauptsachlich in Siiditalien, besonders Sardinien, Griechenland, den Kanaren,
Algerien, Deutschland und Irland vorkommen [3, 32-34].

Die B Variante (202G/376A) ist mit einer normalen Enzymaktivitdt assoziiert und
lasst sich weltweit in der Bevolkerung finden [21, 27].

Die G6PD Mahidol Variante ist, so wird angenommen, die haufigste Variante in

Asien, und besonders prasent in Myanmar und Thailand [28, 35-37]
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Abb. 6: Aus Luzzatto et al., 2016, die weltweite Verteilung des G6PD-Mangels durch Kombination
bereits publizierter Daten [16, 27, 28]. Angegeben durch verschiedene Farbtone die Verteilung der
Allelfrequenz in endemischen Malariagebieten und in malariafreien Gebieten, nach dem
geostatistischen Modell von Howes et al. [27]. Jeder farbige Kreis verdeutlicht die geographische
Verteilung eines polymorphen G6PD-Allels in mehr als einer Population. Jeder graue Kreis zeigt die

lokal polymorphen Varianten, die jeweils nur in einer Population gefunden wurden [20]
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Tab. 3: WHO- Klassifikation mit Assoziation zu klinischer Manifestation, geographischer
Verteilung und genetischer Varianten nach Minucci et al. 2012 und Luzzatto et al. 2016

[20, 24]
Klasse Enzymaktivitat Klinische Haufigkeit und Beispiele
Manifestation geographische genetischer
Verteilung Varianten
<10% CNSHA mit akuten Selten, keine Guadalajara,
Exazerbationen genaue Nara,
geographische Sunderland
Verteilung
< 10% Akute hamolytische  Haufig, weltweite Mediterranean,
Andmie ausgelost Verteilung Canton,
durch Fava-Bohnen Union
oder Medikamente
III 10-60% Gelegentliche akute  Haufig in A-,
héamolytische Malariagebieten Mahidol,
Andmie Seattle
v 60-100% Asymptomatisch Unbekannte A,
Haufigkeit B,
>100% Asymptomatisch Unbekannte —
Haufigkeit

1.2.4 Pravalenz

Da der G6PD-Mangel hochstwahrscheinlich partiell vor einer Malaria-Infektion

schiitzt, korreliert er mit der geographischen Verteilung der Malaria weltweit. Der

G6PD-Mange, ist lber alle Kontinente verteilt [16]. Die hochsten Pravalenzen

lassen sich in Afrika, den arabischen Halbinseln, dem Mittleren Osten, im

tropischen und subtropischen Asien, in Papua Neu Guinea, dem Vanuatu Archipel

im Pazifik und verschiedenen Regionen rund um das Mittelmeer finden [3].

Die Haufigkeit des Mangels ist sehr variabel, da sie durch natiirliche Selektion und

Migration mafSgeblich beeinflusst wird. Die Korrelation zwischen G6PD-Mangel

und der Epidemiologie der Malaria ist offensichtlich, da sich der Mangel vermehrt
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in Regionen finden ldsst, in denen Malaria endemisch ist oder war [27]. Er ist
aufSerdem in Nordamerika weit verbreitet, jedoch nicht auf Grund von ehemaligen
endemischen Malariagebieten, sondern vielmehr durch Migration aus Afrika, Asien
und Europa [20]. In den Vereinigten Staaten von Amerika sind hauptsichlich
Manner afrikanischen oder mediterranen Ursprungs betroffen. Letztere mit einer
Priavalenz von ca. 10%. In Griechenland, der Tiirkei und in Italien reicht die
Pravalenz von 2-20% und unter kurdischen Juden sogar bis zu 70% [19, 38].

Die Verteilung des G6PD-Mangels in Afrika betragt zwischen 0,5-30% [16, 27]. Die
hochste G6PD-Mangel-Priavalenz weltweit findet sich in Lindern der Sub-Sahara
und auf der arabischen Halbinseln, [16, 27]. Die Pravalenz des G6PD-Mangels in
der mannlichen hemizygoten Bevolkerung in den folgenden afrikanischen Landern
variiert betrdchtlich: Athiopien und Somalia: 0,5-2,9 %; Sudan: 7- 9,9%; Uganda,
Kenia: 10-14,9 %; Tansania, Kongo, Gabun und Kamerun: 15-26% [16].

Im WHO Report von 1989 wurde in Athiopien von einer Prédvalenz von 0,5 bis zu
2,9 % in der mannlichen hemizygoten Bevolkerung ausgegangen (Abb. 7). Nach
Howes et al., war jedoch von einer Allelfrequenz in der mannlichen Bevolkerung
Athiopiens von weniger als 1% zu rechnen [27]. Eine 2014 erschienene Studie aus
Gambella, im Siidwesten Athiopiens, berichtete von deutlich hoheren Priavalenzen,
von bis zu 14,3% innerhalb bestimmter Ethnien [39]. Die Pravalenz in der Oromiya

Region, Athiopien, war bisher nicht bekannt.
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Expressed as % of the male population that is hemizygous

1< 0%
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Abb. 7: Privalenz des G6PD-Mangels weltweit aus WHO (1989) [16]

1.2.5 Diagnostik

Die Beurteilung der Enzymaktivitdat kann mit quantitativen, semiquantitativen

oder qualitativen Untersuchungen durchgefiihrt werden.

Quantitative Untersuchung

Flir eine definitive biochemische Diagnose ist eine quantitative Untersuchung
obligat. Als Goldstandard gilt die quantitative spektrophotometrische Analyse [21].
Sie basiert auf der Untersuchung der Absorption der Losung bei 340 nm. Die
quantitative Analyse wird durch die Zugabe einer prizisen Menge von Hamolysat
zu einer Assay-Mischung erzielt, welche das Substrat Glusose-6-Phosphat und
seinen Co-Faktor NADP beinhaltet. Die Erzeugung von NADPH wird nun
spektrophotometrisch bei 340 nm oder 366 nm gemessen. Die G6PD Aktivitat wird
in International Units/Red Blood Cells (IU/RBCs) und G6PD International Units/
Hamoglobin-Ratios (IU/gHb) angegeben. In gesunden Erythrozyten betriagt die
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G6PD-Aktivitat zwischen 7-10 IU/g Hb, bei einer Messung bei 30°C und 340 nm
nach Minucci et al. [21] bzw. 12+2,09 1U/g Hb bei 37°C und 366 nm nach Beutler et
al., [40] oder 4,6-13,5 U/g Hb bei 37°C und 366 nm nach TrinityBiotech [41].

Zu den semiquantitativen Tests zdhlt beispielsweise der 1961 entwickelte Farbtest
von Motulsky. Dieser entwickelte eine Methode, mit deren Hilfe die Reduktion von
NADPH mittels Briliantcresylblau-Losung sichtbar gemacht werden konnte [12]. Im
Laufe der Zeit wurden weitere Tests, welche zur Reduktion von Substanzen wie
Methylen-Blau oder MTT fiihren entwickelt. Diese wurden letztlich durch den
semiquantitativen Fluoreszenz-Spot-Test (FST) abgelost. Er ist der am haufigsten
genutzte semiquantitative Test und ermoglicht die direkte Intensitatsmessung der
Fluoreszenz mit Hilfe von UV-Licht [42]. Er wird haufig fiir die Testung von
schweren Defizienzen genutzt, kann jedoch die Aktivititen die zwischen einem
erheblichen Mangel und einer normalen Enzymaktivitit liegen, nur unzureichend
erfassen [42]. Andere semiquantitative Screening Tests bestimmen die NADPH-
Konzentration indirekt durch die Hohe des reduzierten Methamoglobins oder
durch die Untersuchung von Heinzkorperchen und/oder der Stabilitdt von GSH. Die
Durchfiihrung dieser Tests ist jedoch aufwendig da sie geschultes Personal und

streng kontrollierte Laborbedingungen benoétigen [12, 16, 21].

Qualitative Untersuchung

Zu den qualitativen Tests gehoren die sogenannten Point-of-care-Tests (PoC-
Tests), zu deutsch eine ,Patientennahe Labordiagnostik, wie der in der
vorliegenden Arbeit verwendete chromatographische, kommerzielle Schnelltest
BinaxNOW® G6PD (Alere Inc., Main, USA). In den letzten Jahren wurden
verschiedene qualitative Tests mit verbesserten Eigenschaften entwickelt und
getestet. Die zwei chromatographischen kommerziellen Schnelltests BinaxNOW
BinaxNOW® G6PD (Alere Inc., Main, USA) und CareStart® G6PD (CareStart Inc.,
Cincinnati, USA) zeigten eine Sensitivitdt von bis zu 98% und Spezifitit von 98%
[43, 44] und konnen Enzymaktivititen unterhalb 30% erfassen [45]. Dieser

Grenzwert ist ausreichend, um homozygote Frauen und hemizygote Madnner von
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gesunden Probanden zu unterscheiden, ldsst jedoch die Testung von
heterozygoten Frauen nicht ausreichend zu (Ley 2017, LaRue 2014). Der
gegenwartige Grenzwert wird als ausreichend empfunden, um eine sichere Gabe
von Primaquin zu gewihrleisten [46]. Heterozygote Frauen sind jedoch einem
erheblichen Risiko der Medikamenten-induzierten-Hamolyse ausgesetzt [45] und
es bestehen Bedenken beziiglich der Sicherheit bei Gabe des lang wirkenden
Tafenoquins, ein weiteres 8-Aminoquinolon, bei Enzymaktivitaten von unter 70%
[47]. Fir die sichere Diagnosestellung werden zusatzlich quantitative Tests
benotigt.

Diagnostische Schwierigkeiten konnen entstehen, wenn die G6PD-Enzym-
Aktivitait wiahrend oder kurz nach einer hamolytischen Episode oder in
Anwesenheit von extrem hohen Retikulozytenzahlen gemessen wird. Das ergibt
sich aus der Tatsache, dass die G6PD-Enzymaktivitat in jungen Erythrozyten hoher
ist als in reiferen Zellen, was wiederum zu falsch negativen Ergebnissen bei der
Testung fiihren kann. Auflerdem verringert sich durch die fehlende Protein-
Synthese, die Aktivitdat von G6PD mit steigendem Alter der Erythrozyten [3, 21].
Der G6PD-Mangel zeigt ein typisches X-chromosomales Muster (vgl. Kapitel 1.2.2).
Genetische Mosaike haben fiir Frauen in der Tat, die bedeutendsten medizinischen
Auswirkungen. Der G6PD-Mangel bei heterozygoten Triagerinnen, kann sich
biochemisch und klinisch in der Schwere stark unterscheiden [21]. Keiner der
Screening-Tests kann heterozygote Frauen zuverldssig testen, da das X-

chromosomale Mosaik zu einem partiellen G6PD-Mangel fiihrt [3].

Molekulare Untersuchung

Die molekulare Analyse kann fiir Bevolkerungsscreenings, pranatale Diagnostik
und besonders bei G6PD-heterozygoten Frauen sinnvoll sein, da sie die einzige
definitive Methode zur Kldrung des Status der Frau darstellt. Wie Minucci et al.
beschreiben, sollte eine korrekte Laborpraxis zur molekularen Diagnose des G6PD

Mangels zwei analytische Schritte beinhalten [21]. Diese sind:
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1. Die Priifung mittels PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) und RFLP (Restriktions-
Fragment-Liangen-Polymorphismus) der haufigsten Mutationen der jeweiligen
geographischen Gebiete

2. Die zweite Priifung auf weniger haufige und neue Mutationen, basierend auf der

gesamten Gen-Sequenzierung [21]

Eine G6PD-Mangel-Testung sollte bei akuten hamolytischen Reaktionen nach
bekannter Trigger-Exposition in Betracht gezogen werden. Hier sind beispielsweise
Medikamente (S. Tab. 1), Infektionen oder der Verzehr von Fava-Bohnen, bei
Kindern oder Erwachsenen, zu nennen (s. Kapitell.2.5, Klinische Manifestation).
Im Speziellen, wenn diese Patienten afrikanischen, mediterranen oder asiatischen
Ursprung haben. Besonders Neugeborene, die einen G6PD-Mangel aufweisen,

neigen zu einem schweren neonatalen Ikterus [3].

1.2.6 Klinische Manifestation

Basierend auf der Enzymaktivitit und der klinischen Manifestation, wurden wie
bereits erwahnt, die Varianten des G6PD-Mangels durch die WHO in 5 Klassen
eingeteilt (s. Kapitel 1.2.1)[16].

Der G6PD-Mangel manifestiert sich klinisch durch eine Medikamenten-oder
Infektions-assoziierte akute hadmolytische Anamie, den Favismus, einen
neonatalen Ikterus oder durch chronische hdmolytische Andmien. Diese werden
haufig von Miidigkeit, Riickenschmerzen und Ikterus begleitet [3].

Auch klinische Erkrankungen wie Diabetes mellitus, ein Myokardinfarkt oder
schwere korperliche Belastung konnen Trigger darstellen, die eine hamolytische
Krise auslosen konnen [48-50]. Fiir die Schwere der Himolyse sind das Alter der
Erythrozyten, die Dosis des Medikamentes sowie die G6PD-Enzymaktivitdt

ausschlaggebend [11].
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1.2.6.1 Die Medikamenten-assoziierte hdmolytische Andmie

Die Medikamenten-assoziierte Andmie bei G6PD-defizienten Patienten wurde
bereits 1926 entdeckt [12]. Nachfolgend wurde die Liste der potentiell gefahrlichen
Medikamente vervollstandigt, die in Tab. 1 (s. Seite 4) aufgefiihrt sind. Aufgrund
der vielen verschieden Variationen des G6PD-Mangels ist es hdaufig sehr schwierig,
sicher zu beweisen, welche Medikamente zu hamolytischen Krisen fiihren. Die
individuelle Pharmakokinetik, das Vorliegen anderer Erkrankungen, wie
beispielsweise Infektionen, das gleichzeitige Verabreichen von mehreren
Medikamenten und die nicht immer klinisch eindeutige Hamolyse, fiihren unter
anderem zu diesen Schwierigkeiten [3]. Durch die Einnahmen potentiell
gefahrlicher Medikamente kommt es durch vermehrten oxidativen Stress zu einer
Erhohung des Methdmoglobins und zum Angriff auf die Sulphydryl-Gruppen des
Hamoglobins. Durch Beschddigung der Membran bilden sich Heinz-Korperchen,
die Erythrozyten werden durch intra-und extravaskuldre Mechanismen zerstort.
Warum  einzelne =~ Medikamente  zu  schwereren  oder  leichteren
Methamoglobindmien fiihren, ist bisher unbekannt [11].

Der klinische Nachweis der Himolyse und des Ikterus ist typischerweise 24-72 h
nach Medikamentenexpostion festzustellen. Nach dem sofortigen Absetzen des
Medikaments kann mit einer Erholung der Himoglobinkonzentration innerhalb
von 8-10 Tagen gerechnet werden. Typischerweise auftretende Heinz-Korperchen

konnen mit Hilfe der Methylen-Blau-Farbung erfasst werden [3].

1.2.6.2 Die Infektions-assoziierte hdmolytische Andimie

Infektionen sind vermutlich der haufigste Grund fiir eine hamolytische Andmie bei
G6PD-defizienten Personen. Die Schwere der Himolyse kann durch verschiedene
Faktoren beeinflusst werden: Die gleichzeitige Einnahme unterschiedlicher
Medikamente, eine gestorte Leberfunktion und das Alter des Patienten. Die
Erhohung der totalen Billirubin-Konzentration kann aufgrund einer Hamolyse aber

auch aufgrund einer Hepatitis erhoht sein. Dies stellt eine potentielle Fehlerquelle
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in der Diagnostik dar und muss beriicksichtigt werden. Bei schwerer Hiamolyse
kann eine ziigige Transfusion schnelle Besserung verschaffen. Das akute
Nierenversagen stellt eine weitere potentielle Komplikation dar. Hervorgerufen
durch renale Ischdmie und tubuldrer Obstruktion kommt es zu tubuldrer Nekrose,

die eine Hamodialyse erforderlich machen kann [3].

1.2.6.3 Favismus

Der Favismus wurde bereits im 5. Jahrhundert vor Christus von Pythagoras
beschrieben, der seinen Schiilern den Verzehr der Fava-Bohnen (Vicia Fava)
strengstens untersagte [12]. Alle Patienten mit Favismus weisen eine G6PD-
Defizienz auf. Jedoch zeigen nicht alle G6PD-defizienten Personen klinische
Symptome oder Reaktionen nach dem Verzehr der Bohnen. Dies weist darauf hin,
dass verschiedene Faktoren das Auftreten der Erkrankung beeinflussen. Hier sind
der allgemeine Gesundheitszustand des Patienten und die Menge der verzehrten
Bohnen zu nennen [21]. Die Erkrankung tritt am haufigsten nach dem Verzehr von
frischen Bohnen auf. Auch Kleinkinder, die noch gestillt werden, unterliegen
einem Hamolyserisiko, wenn ihre Miitter Fava-Bohnen zu sich nehmen oder Pollen
inhaliert haben [3, 51, 52].

Zu den Hamolyse-auslosenden Bestandteilen der Fava-Bohne gehoren Vicine und
Convicine die Vorstufen von Divicine und Isomuramil [53]. Sie fungieren, wie
bestimmte Medikamente oder Infektionen, als oxidative Stressoren [54].

Bereits 24 Stunden nach Bohnenverzehr kann eine akute hdmolytische Andmie
auftreten. Tritt eine Hamoglobinurie auf, spricht dies fiir einen schweren Verlauf
im Vergleich zu einer hamolytischen Krise, die durch Medikamente oder
Infektionen getriggert wurde. Die auftretende Anamie ist akut und schwerwiegend
und kann zu akutem Nierenversagen fiihren [3].

Durch die oxidative Schiadigung der Erythrozyten, kommt es zu morphologischen
Veranderungen und im Blutausstrich zeigen sich Heinz-Korperchen und Bite-

Zellen. Dies fiihrt zu einer fritheren Elimination der Erythrozyten aus dem
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Blutkreislauf. Bei schweren hdmolytischen Krisen konnen Blut-Transfusionen
notwendig werden [3].

Wie Meloni et al. beschreiben, konnte durch Praventions-Kampagnen, neonatale
Screenings und Aufklarungsinitiativen das Auftreten von Favismus in

Hochrisikogebieten deutlich gesenkt werden [32].

1.2.6.4 Neonataler Ikterus

Der neonatale Ikterus ist am 1.-4. Tag postpartum ersichtlich und tritt im
Vergleich zur Alloimmunisation bei Rhesusinkompatibilitit zu einem spiteren
Zeitpunkt und mit deutlicherer Schwere auf [55]. Wird der selten auftretende
Kernikterus nicht unverziiglich behandelt, kann er zu schweren irreversiblen
zerebralen Schidden fiihren [56]. Der neonatale Ikterus und der G6PD-Mangel
variieren stark in ihrer Haufigkeit und Schwere durch genetische, kulturelle und
umweltbedingte Faktoren. Zu diesen Einflussfaktoren zdhlen die miitterliche
Exposition gegeniiber oxidativen Medikamenten (s. Tab. 1), pflanzliche Heilmittel
und der Effekt von Naphtalen-haltigen Mottenkugeln sowie das Geburtsalter [57,
58]. In der Tat konnte gezeigt werden, dass 30% der Sauglinge in den USA, die
einen Kernikterus aufwiesen, G6PD-defizient waren [59].

Der Pathomechanismus des neonatalen Ikterus bei G6PD defizienten Sauglingen
ist noch nicht vollstiandig gekldart. Die Himolyse, so scheint es, tragt weniger dazu
bei als die beeintrachtigte Billirubinkonjugation der Leber [60]. Sduglinge, die
zusdtzlich noch eine Mutation des Uridin-Diphosphat-Glucuronosyl-Transferase 1
(UGT1A1) Gens aufweisen, welches fiir die Gilbert-Erkrankung verantwortlich ist,
sind fiir einen neonatalen Ikterus besonders gefihrdet [61]. Wird der G6PD-Status
nicht routinemafSig untersucht, sollten Neugeborene, die eine Hyperbillirubindmie
(>150 umol/L) in den ersten 24 h entwickeln, oder Geschwister haben, welche einen

neonatalen Ikterus in der Vorgeschichte zeigten, genauer untersucht werden [62] .
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1.2.6.5 Angeborene nicht-sphdrozytisch hdmolytische Andmie (CNSHA)

In manchen Patienten fiihren Varianten des G6PD-Mangels zu chronischer
Hamolyse, der sogenannten nicht-sphirozytischen-hamolytischen Anédmie
(Congenital non-spherocytic haemolytic anaemia- CNSHA), die der Gruppe I der
WHO-Klassifikation zugeordnet wird [16]. Diese Varianten gelten als selten und
konnen leichte bis schwere Auswirkungen haben [63].

Die Diagnose dieser Komplikation basiert auf klinischen Befunden, welche
normalerweise im Sauglingsalter oder in der Kindheit auftreten. Viele Patienten
haben einen schweren neonatalen Ikterus, chronische Anamie mit Exazerbationen,
eine Retikulozytose, Gallensteine und Splenomegalie in der Krankengeschichte.
Laborchemisch lassen sich erhohte Billirubin-und Lactose-Dehydrogenase-
Konzentrationen bestimmen. Die Hamolyse ist im Vergleich zur akuten

hamolytischen Andmie vorwiegend extravaskular [3].

1.2.6.6 Genetische Modulatoren

Akute und chronische Himolysen, die durch den G6PD-Mangel entstehen, konnen
durch mitvererbte, genetisch unabhidngige erythrozytare Verdnderungen,
verschlimmert werden. Dazu gehoren Dbeispielsweise = Membrandefekte,
Thalassamien, der Glucose-6-Phosphat-Isomerase-Mangel, der Pyruvat-Kinase-

Mangel und andere Dyserythropoetische Anamien [26].

1.2.7 Therapie und Management

Die effektivste Therapie und Pravention einer akuten Hdmolyse in G6PD-
defizienten Patienten stellt die Expositionsvermeidung von bekannten oxidativen
Stressfaktoren dar. Dazu gehoren beispielsweise die bereits genannten
Medikamente (s. Tab. 1) oder der Verzicht auf den Verzehr von Fava-Bohnen. Die
akut einsetzenden Hamolysen sind normalerweise kurzlebig und bediirfen keiner

speziellen Behandlung. In seltenen Fillen, vor allem bei Kindern, kann es zu
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transfusionspflichtigen Andmien kommen. Wenn eine akute intravaskulare
hamolytische G6PD assoziierte Andmie vermutete wird sollten alle als gefdahrlich
eingestuften Medikamente abgesetzt werden und der Test nach 10-15 Tagen, oder
spater bei Transfusion, wiederholt werden. In solchen Fillen ist die genetische
Analyse, sofern verfiigbar, ratsam [21].

Bei einem neonatalen Ikterus werden Patienten, wie bei einem Ikterus anderer
Genese, mit Phototherapie behandelt, wenn die Konzentration des unkonjugierten
Billirubin auf iiber 150 umol/L ansteigt, um neurologischen Schiaden vorzubeugen.
Bei Werten von >300 pumol/L kann der Einsatz von Bluttransfusionen notwendig
sein [3, 64].

Patienten, die unter einer CNSHA leiden, sollten engmaschig tiberwacht werden,
da jede Art der Verschlimmerung, wie beispielsweise durch Infektionen oder dem
Verzehr von Fava-Bohnen, die Andmie deutlich verstirken kann. Antioxidantien
wie Vitamin E und Selen scheinen einen positiven Effekt bei chronischen

Hamolysen zu haben [65].

22



1.3 Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Mangel und Malaria

1.3.1 Pravalenz beider Erkrankungen

Die Malaria ist mit tiber 216 Millionen Neuinfektionen und rund 445 000
Todesfillen im Jahre 2016 eines der grofsten Gesundheitsprobleme der heutigen
Zeit [66].

In Athiopien ist Malaria in {iber 75% des Landes endemisch. Vorherrschend ist
Plasmodium falciparum (P. falciparum), gefolgt von Plasmodium vivax (P. vivax). Dies
unterliegt jedoch Schwankungen und ist regional verschieden. In der Region
Jimma, im Siid-Westen Athiopiens, ist die Ubertragungswahrscheinlichkeit
moderat. Krankheitsgipfel zeigen sich nach der Regenzeit. Wie die Studie von
Eshetu et al. zeigte, waren 36-70% der Infektionen abhingig vom Studienort in der
Region Jimma, durch P. vivax verursacht [67].

Da der G6PD-Mangel hochstwahrscheinlich partiell vor einer Malariainfektion
schiitzt, korreliert er mit der geographischen Verteilung der Malaria weltweit [16].
Die Korrelation zwischen G6PD-Mangel und der Malaria ist offensichtlich, da sich
der Mangel vermehrt in Regionen finden lasst, in denen Malaria endemisch ist oder
war. Er ist aufSerdem in Nordamerika weitverbreitet auf Grund von Migration aus
Afrika, Asien und Europa [20, 27]. (s. Kapitel 1.2.3) Die Pravalenz der G6PD-

Mangels war in der Region Jimma, Athiopien, bisher nicht bekannt.

1.3.2 Malaria

Die Malaria zdhlt zu den &ltesten und bedeutendsten Infektionskrankheiten der
Menschheitsgeschichte. Mit iiber 216 Millionen Neuinfektionen und fast einer
halben Millionen Todesfallen jahrlich, stellt sie eine der grofsten gesundheitlichen
Herausforderungen der heutigen Zeit dar [66]. Die Bezeichnung ,,Malaria“ kommt
aus dem lateinischen ,mala aria“ und bedeutet so viel wie ,schlechte Luft“. Charles
Louis Alphonse Laveran identifizierte den Erreger 1888 und Ronald Ross

schliefSlich die Anopheles-Miicke als Vektor im Jahre 1897 [68].
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Die Malaria wird durch Protozoen der Gattung Plasmodien hervorgerufen. Im
Menschen relevant sind fiinf Spezies. Die Malaria quartana wird von P. malariae,
die Malaria tertiana von P. vivax und P. ovale und die Malaria tropica von P.
falciparum ausgelost. P. knowlesi, urspriinglich eine Malaria in Affen, wird in
Siidostasien gebietsweise vermehrt in Menschen beobachtet. Die Plasmodien

werden von weiblichen blutsaugenden Anopheles-Miicken tibertragen [69].

1.3.2.1 Entwicklungszyklus der Plasmodien

Der Mensch dient als Zwischenwirt. In ihm erfolgt die asexuelle Phase, die
sogenannte Schizogonie. Sie wird in zwei verschiedene Entwicklungsstadien
unterteilt: die pra-erythrozytare Phase in der Leber (sog. Gewebeschizogonie) und
die erythrozytdre Phase in den Erythrozyten (sog. erythrozytare Schizogonie). Die
Anopheles-Miicke wird als Haupt-oder Endwirt bezeichnet. In ihr erfolgt die

sexuelle Phase der Erreger, die sogenannte Sporogonie.

1.3.2.1.1 Sporogonie

Die Anopheles—Miicke saugt bevorzugt in der Abenddammerung Blut. Trifft sie
hierbei auf einen malariaerkrankten Menschen, nimmt sie beim Saugakt
gametozytenhaltiges Blut auf und die sexuelle Phase die sogenannte Sporogonie
beginnt. Die Gametozyten, weibliche und maéannliche Geschlechtsstadien der
Plasmodien, wandern in den Magen der Miicke und reifen dort unter Ausbildung
einer GeifSel zu mannlichen reifen Mikrogamtozyten heran. Mikro-und
Makrogamet verschmelzen zur Zygote. Die Zygote entwickelt sich weiter zur
Ookinete, welche den Magen der Miicke durchsetzt und an dessen AufSenwand die
Oozyste bildet, die massenhaft Sporozoiten enthalten. Die Oozyste rupturiert nach
erfolgter Heranreifung und setzt auf diesem Wege zahlreiche Sporozoiten frei,
welche in die Speicheldriise der Miicke einwandern. Sticht die Miicke nun erneut

einen Menschen um Blut zu saugen, gelangen Sporozoiten ins menschliche Blut.
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Der Entwicklungszyklus ist somit geschlossen und dauert temperaturabhingig bei

iiber 16°C 8-16 Tage [69].

1.3.2.1.2 Schizogonie

1.3.2.1.2.1 Prd-erythrozytdre Phase (Gewebeschizogonie)

Durch den Stich der Anopheles- Miicke gelangen Sporozoiten in die Blutbahn des
Menschen, in welchem sie direkt die Hepatozyten der Leber befallen. Hier findet
der so genannte extra-erythrozytare Zyklus statt und die Sporozoiten entwickeln
sich zu Schizonten. Innerhalb von 6 bis 15 Tagen reifen sie artspezifisch zu
Merozoiten. Die Merozoiten verlassen die Leber und gelangen in die Blutbahn. Bei
einer Infektion mit P. falciparum, P. knowlesi oder P. malariae reifen alle
Merozoiten in der Leber aus und verursachen bei der Freisetzung ins periphere Blut
eine Parasitamie. Bei einer Infektion mit P. ovale oder P. vivax verbleibt ein Teil der
Plasmodien, als ruhende Form, so genannte Hypnozoiten, in der Leber. Aus ihnen
konnen wiederum nach Monaten bis Jahren, Merozoiten heranwachsen und somit

zu einem Rezidiv der Malaria fiihren [69].

1.3.2.1.2.2 Erythrozytdre Phase

In der Erythrozytaren Phase dringen die Merozoiten in die Erythrozten ein und
werden ab diesem, dem sogenannten erythrozytiren Zyklus, als Trophozoiten
bezeichnet. Die Trophozoiten treten ringformig in den Erythrozyten auf und
entwickeln sich zu Schizonten. Diese teilen sich wiederum abhidngig von der Art
des Plasmodiums in Merozoiten. Durch die Ruptur der Erythrozyten gelangen die
Merozoiten in die Blutbahn und befallen erneut Erythrozyten. Somit wird der
erythrozytdre Vermehrungszyklus fortgesetzt. Die befallenen Erythrozten
unterscheiden sich morphologisch je nach Plasmodiumart voneinander. Wenige

Merozoiten entwicklen sich zu den bereits erwdhnten Geschlechtsformen, den
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mannlichen Mikrogametozyten und den weiblichen Makrogametozyten. Diese sind
je nach Plasmodiumspezies morphologisch verschieden. Meist eine Woche nach
dem Auftreten der Parasitdmie, sind sparlich mit periodischen Schwankungen,
Gametozyten im peripheren Blut zu finden. Beim Stich der Anopheles-Miicke wird
nun gametozytenhaltiges Blut aufgenommen (s.0.) und der Kreislauf schliefst sich

[69].

1.3.2.2 Klinik

Die allgemeinen Symptome einer Malaria-Infektion sind wenig spezifisch. Es
kommt zundchst zu grippe-dhnlichen Symptomen die mit Fieber, Kopf-und
Gelenkschmerzen, Miidigkeit und gegebenenfalls Husten einhergehen. Auch
Bauchschmerzen und Diarrhoen sind keine Seltenheit [70]. Im Verlauf entwickelt
sich eine Andmie, eine Thrombozytopenie ist typisch.

Aufgrund komplexer Pathomechanismen kann eine Malaria-Infektion,
insbesondere mit P. falciparum, zu vital bedrohlichen Organschiaden sowie zum
Tod fiihren. Eine schwere Malaria wird laut WHO durch klinische Merkmale,
laborchemische Merkmale oder schwere Organdysfunktion definiert. Nahezu alle
Todesfalle von schweren Malaria-Infektionen werden durch eine Infektion mit P.
falciparum ausgelost. Einen allgemeinen Uberblick {iber die Merkmale eines
schweren Verlaufs zeigt Abb. 10. Das hochste Risiko tragen Kinder aus Hoch-
Risikogebieten und Touristen aller Altersklassen aus Landern, in denen Malaria
nicht endemischen ist, d.h. Nicht-Immune. Das Risiko ist aufSerdem im zweiten
und dritten Trimester der Schwangerschaft, bei HIV positiven oder an AIDS
erkrankten Patienten sowie bei splenektomierten Patienten erhoht. Laut WHO
liegt eine schwere Malaria-Infektionen bei den in Abb. 10 genannten klinischen

Merkmalen vor. Diese konnen einzeln oder kombiniert auftreten [70].

26



Klinische Merkmale Laborchemische Merkmale

Blutungsneigung Schwere normozytire Andmie <5g/dl Himoglobin
Bewusstseinsbeeintrachtigung bis hin zu Koma Hyperparasitdmie

Erschopfung Hyperlactatdmie > 5mmol/1

Multiple Krampfanfille innerhalb von 24 h Metabolische Azidose

Kussmaulatmung Hémoglobinurie, Serum-Kreatinin > 265 pmol/1
Akutes Lungenddem und Akutes Atemnotsyndrom (ARDS) Hypoglycamie (< 2,2 mmol/l oder < 40 mg/dl)
Schock

Akutes Nierenversagen
Ikterus mit Hinweis auf weitere organische Dysfunktion

Abb. 8: Merkmale der schweren Malaria-Infektion aus [70]

Es lassen sich Unterschiede im Vergleich zu anderen Plasmodiumarten im
Fiebertyp finden. Hierbei zeigt sich bei der Infektion mit P. falciparum kein
periodisches Fieber. Im Vergleich dazu, zeigen sich bei P.vivax und P.ovale alle 48h
ein Fieberschub aufgrund des Freiwerdens der Merozoiten. Bei P. malariae erfolgt
der Fieberschub alle 72 h mit einem 2-Tagigen fieberfreien Intervall und bei P.

knowlesi alle 24 h [69].

1.3.2.3 Plasmodium vivax

Fiir eine lange Zeit galt die Malaria tertiana, verursacht durch P. vivax , mit tber
70-390 Millionen Neuinfektionen, als die harmlosere Form der Malaria [71]. Jedoch
mehrten sich in den letzten Jahren die Berichte iiber schwere, teils todliche
Verlaufe [72]. Besonders Patienten, welche weitere Grunderkrankungen aufweisen,
sind einem erhohten Risiko ausgesetzt. In einigen Regionen wird mit Abnahme der
Malaria tropica in Verbindung mit der Etablierung von Artemisinin-basierten-
Kombinationstherapien eine Zunahme von P. vivax Infektionen beobachtet [73]. Es
wirken Resistenzen gegeniiber Chloroquin (CQ) und die Nicht-Behandlung von
Hypnozoiten einer effektiven Bekdmpfung der Malaria tertiana entgegen [74].

Hypnozoiten entstehen wahrend der ersten Infektion mit P. vivax und konnen ab
dem 16. Tag bis zu mehreren Jahre nach Infektion zu Rezidiven fiihren. Die Zeit,

bis ein Rezidiv auftritt, ist abhdangig vom Stamm. In tropischen Gebieten treten
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Rezidive meist innerhalb der ersten 6 Monate auf (beispielsweise der Chesson
Stamm aus PNG), in subtropischen-gemiafSigtem Klima meist erst spater
(beispielsweise der Nord-Korea Stamm) [75]. Eine sichere Unterscheidung
zwischen Rezidiv und Rekrudeszenz ist jedoch bei sehr frithen Rezidiven nicht
moglich [76]. In moderaten Klimata ist es fiir den Parasiten essentiell, in den
Trocken-und Kalteperioden im Wirtskorper zu iberleben. Die durchschnittliche
Zeit bis zum Rezidiv betrdgt 6-12 Monate. In Athiopien entwickelten 50% der P.

vivax Patienten, in den ersten 3 Monaten nach Erstinfektion, ein Rezidiv [77].

1.3.2.4 Plasmodium falciparum

Das P. falciparum, Ausloser der Malaria tropica, ist hauptsdchlich fiir todliche
Verlaufe, meist in Kindern, verantwortlich [78]. P. falciparum befallt alle
Erythrozytenstadien und kann daher zu einer unbegrenzten Parasitamie fiihren
[69]. Gametozyten sind fiir die Ubertragung von der Malaria zwischen Mensch und
Mosquito verantwortlich. Sie entwickeln sich wihrend der akuten Malaria-
Infektion und konnen mindestens vier Wochen nach Infektion fortbestehen. Die
Studie von Eshetu et al., 2012 mit an P. falciparum erkrankten Patienten aus der
Region Jimma und Umgebung zeigte eine Gamezytamie bei Aufnahme von ca.
10%., die mittels Mikroskopie festgestellt wurde. Submikroskopische

Entwicklungsstadien wurden nicht erfasst [67].

1.3.2.5 Therapie

Das einzige von der WHO empfohlene Medikament, fiir die Behandlung von
Hypnozoiten bei P. vivax-und Gametozyten bei P. falciparum-Infektionen, ist das 8-
Aminoquinolon Primaquin (PQ). Die WHO empfiehlt die tdgliche Gabe von 0,25-
0,5 mg/kg, angepasst an das Korpergewicht iiber 14 Tage. Die Gabe von PQ
besonders in Gebieten der Sub-Sahara, ist jedoch durch schwere Nebenwirkungen
bei einem gleichzeitig vorhandenen G6PD-Mangel eingeschrinkt. Eine G6PD-
Enzymaktivitdtsmessung vor der Gabe von PQ, ist laut WHO ab einer Priavalenz des
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Mangels von >3-5% unbedingt empfohlen und PQ sollte nicht gegeben werden,
wenn die Enzymaktivitat unter 30% liegt [79]. Fiir das langwirksame Tafenoquin
(TQ), ein weiteres 8-Aminoquinolon welches 2018 zugelassen werden soll, liegen
bisher wenige Daten vor. Der empfohlenen Grenzwert in der Zulassungsstudie lag
bei einer Enzymaktivitat von 70%, bei andmischen Frauen bei 90% (7-10 mg/dL)
[47]. Laut Ley et al. soll der Grenzwert bei der Zulassung fiir TQ bei 70-80% liegen
[45].

Artemisin-Kombinationspriaparate (ACT) als Standard-Therapie fiir P. falciparum
zeigen gute Wirksamkeit gegeniiber asexuellen Formen jedoch ist der Effekt
gegeniiber Gametozyten limitiert [73]. Aus diesem Grund sind Patienten haufig
stumme Gametozytentrager noch Wochen nach der Behandlung der akuten
Infektion. Dies fiihrt wiederum zu erneuten Infektionen. Die Haufigkeit einer
asymptomatischen Parasitamie ist in der Region Jimma unbekannt. Da PQ gegen
reife Gametozyten wirksam ist, wird es als Einmaldosis mit 0,25-0,5 mg/kg KG in
Kombination mit ACT bei Patienten mit P. falciparum Malaria empfohlen, um die
Ubertragungswahrscheinlichkeit zu reduzieren. Diese Kombination kann in
Gebieten mit niedriger Ubertragungsrate auch ohne die Testung eines G6PD-

Mangels gegeben werden [46, 80-82].
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2. Fragestellung und Zielsetzung

Fiir die Behandlung der Malaria, speziell der durch P. vivax verursachten Form, mit
PQ ist eine G6PD-Mangel-Testung unausweichlich. In der vorliegenden Studie
wurde die Pridvalenz des G6PD-Mangels in Freiwilligen aus der Region Oromiya,
einem malaria-endemischen Gebiet in Athiopien, erstmalig untersucht. Dabei kam
der kommerzielle G6PD-Schnelltest BinaxNOW® G6PD (Alere Inc., Main, USA) zur
Anwendung, der mit dem Goldstandard der Spektrophotometrie verglichen wurde.
Ergidnzend erfolgte eine Genotypisierung der Proben, die eine verminderte G6PD-
Aktivitat aufwiesen. Zusatzlich wurde ein Himoglobinopathie-und Parasitimie-

Screening in die Untersuchungen einbezogen.

3. Patienten, Material und Methoden

3.1 Studienort, Patienten, Proben

3.1.1 Studienort Jimma und Umgebung

Jimma ist die Hauptstadt der Jimma Region im Oromyiastaat, 355 km stidwestlich
von Addis Abeba, Athiopien und liegt 1780 m iiber dem Meeresspiegel. Die Jimma
Region ist ein endemisches Malariagebiet mit saisonalen Schwankungen und
Ubertragungsgipfeln zwischen Oktober und Dezember (major peak) sowie von April
bis Mai (minor peak) [67].

Plasmodium falciparum ist landesweit die dominante Spezies, dicht gefolgt von P.
vivax. Die Pravalenz von P. vivax in Jimma und der ndheren Umgebung schwankt
zwischen 5-70%. Die Rezidivrate ist unbekannt, ebenso die G6PD-Privalenz.

In die Studie wurden 206 gesunde Teilnehmer ohne chronische Erkrankungen und
unbekannten G6PD-Status aufgenommen. Sie wurden an der Jimma University in

Jimma zwischen Marz und Juni 2014 rekrutiert. Die Teilnahme an der Studie war
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freiwillig. Nach miindlicher und schriftlicher Aufklarung und einem schriftlichen
Einverstdndnis wurden Fragebogen ausgefiillt und Blutproben abgenommen. Die
Studie wurde von der Ethikkommissionen der Jimma University und der Ludwig-

Maximilians-Universitdt Miinchen gepriift und genehmigt.
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Abb. 9: Studienort Jimma und Umgebung

3.1.2 Patientenauswahl, Einschlusskriterien und Fragebogen

Die Einschlusskriterien der G6PD-Studie waren: Lebensalter {iiber 18, eine
unterschriebene  Einverstandniserklarung, permanenter ~ Wohnort  im
Forschungsgebiet und die Bereitschaft zu einem Gesprach iiber die Ergebnisse der
Analyse im Studienzentrum.

Die Ausschlusskriterien waren: eine akute oder lebensbedrohliche Erkrankung,
Schwangerschaft, Stillzeit und die Teilnahme an einer anderen Studie. Alle

klinischen Daten wurden in studienspezifischen medizinischen Berichtunterlagen
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(CRF) festgehalten und in eine elektronische Datenbank in Miinchen durch
doppelte Eingabe iibertragen. Personliche Daten wurden vertraulich behandelt und
verschliisselt gespeichert. Alle Mitarbeiter haben eine Verschwiegenheitserklarung
unterschrieben. Die Fragebogen wurden wiederholt kontrolliert und von der
Studienkoordinatorin unter strickten Zugriff verwaltet.

Der Datentransport nach Deutschland wurde gemafS nach etablierten Standards
und auf vertraglicher Basis zwischen den Partnern durchgefiihrt. Die

Datenverarbeitung erfolgte nach dem giiltigen deutschen Gesetz.

3.1.3 Procedere und Probenentnahme

Nach der Zustimmung zur Studienteilnahme wurden nach Venenpunktion 2,7 ml
Blut in EDTA (Ethylendinitrilotetraessigsaure-Dinatriumsalz-Dihydrat)-Vollblut-
Rohrchen abgenommen. Die Personalien, Adresse, Alter, Geschlecht,
Grunderkrankungen und Medikamente des Patienten wurden auf dem Fragebogen
notiert. Die Blutproben wurden verschliisselt markiert.

In jedem Fall wurde mit dem Patienten vereinbart, dass dieser das Studienzentrum
wieder aufsucht, um sich das Ergebnis seiner Probe und der Studie abzuholen und
erkldaren zu lassen. Es wurde von allen Studienteilnehmern die Telefonnummer zur

Kontaktaufnahme auf den Fragebogen vermerkt.

3.2 Material

3.2.1 Labormaterial

Bezeichnung Firma

Handschuhe Vasco® Basic B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Zellstofftupfer 500 Stiick 4x5cm B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Multifly-Kaniile 0.8x 19mm, griin Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt S-Monovetten EDTA Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

32



Filterpapier Whatman No 3 Sigma Aldrich jetzt Merck,
Darmstadt, Deutschland

Thermo Fischer scientific, Waltham,
MA, USA

Alere Inc., Scarborough, Main, USA

Alere Inc., Scarborough Main, USA

Menzel Objekttrager

Malaria- Schnelltest Binax NOW® Malaria
G6PD- Schnelltest BinaxNOW® G6PD

Pipettenspitzen 0,2ml
Druckverschlussbeutel

3.2.2 Chemikalien

Gilson, Middleton, WI, USA
ElkePlastic®, Rielasingen-
Worblingen Deutschland

Bezeichnung Firma

Giemsa Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Methanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Digitonin Carl Roth GmbH, Karlsruhe,

Trap (Puffer pH 7,5)
- 9,3 g Triethanolamine hydrochlorid

- 2,0 g Ethylenediamineetraacetic acid

- 1000 ml Aqua destilata
G6P
NADP
MgCl2
QIAamp® DNA Blood Mini
Primer (s. Tab. 3)

QIAquick® PCR Purification Kit
DTCS Quick start Mix
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Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma Aldrich jetzt Merck,
Darmstadt, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma Aldrich jetzt Merck,
Darmstadt, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Beckmann Coulter, Brea, CA, USA



3.2.3 Gerite und Software

Bezeichnung Firma

Pipette 1-100 pl Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Haemocue Haemocue AB, Angelholm,
Schweden

Spektrophotometer Amersham Bioscience Artisan Technology Group,

IL3100 pro IL, USA

Thermocycler T100™ Thermal BioRad, Hercules, CA, USA

Mutation surveyor Softgenetics, State College,
PA, USA

Stata 14 StataCorp LLC,College

Station, TX, USA

3.3 Methoden und Durchfiihrung

Die folgenden Tests wurden von mir innerhalb von 6 Stunden nach Blutentnahme

im parasitologischen Labor in Jimma durchgefiihrt.

3.3.1 Himoglobinmessung

In Jimma wurde die Hamoglobinkonzentration in 15 ul Blut, mittels eines
Haemocue AB (Angelholm, Schweden) gemessen.

Hierfiir wurde das Blut vor der Messung erneut geschiittelt und die Kiivette in
einem Zug befiillt. Es wurde streng darauf geachtet das keine Luftblasen vorhanden
waren und die Kiivette vollstindig befiillt war. Die Kiivette wurde in den
Kiivettenhalter des Haemocue AB Geridtes eingelegt und in die Messposition
geschoben. Nach 15-60 Sekunden wurde der gemessene Hidmoglobinwert
abgelesen und notiert. Anschliefend wurde die benutzte Kiivette ordnungsgemafs

entsorgt.
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3.3.2 Blutausstrich

Im Labor wurden ein dicker sowie ein diinner Tropfen klassischerweise mit Hilfe
von zwei Objekttragern mit jeweils 10 ul EDTA-Blut angefertigt. Die Objekttrager

wurden hierzu beschriftet.

3.3.2.1 Dicker Tropfen
Der dicke Tropfen wurde mit 7,5 ul Blut angelegt und fiir 20 min getrocknet. Es

erfolgte die Fixierung mit Methanol und anschliefend die Anfarbung mit Giemsa-
Losung fiir 20 min. Die Objekttrager wurden vorsichtig mit Wasser gespiilt und

erneut getrocknet.

3.3.2.2 Diinner Tropfen
Der diinne Tropfen wurde mit 7,5 ul Blut angefertigt und fiir 10 min getrocknet. Es

erfolgte die Fixierung mit Methanol und anschliefSend die Anfarbung mit Giemsa-
Losung fiir 20 min. Die Objekttrager wurden vorsichtig mit Wasser gespiilt und

erneut getrocknet.

3.3.3 Filterpapier

In Jimma wurden fiir mogliche weitere molekulare Untersuchungen des g6pd Gens,
6 x 15 pl Vollblut auf Filterpapier (Whatman No 3) getropft, bei Raumtemperatur
getrocknet und in luftdicht verschlossene Tiiten verpackt. Alle Filterpapiere
wurden beschriftet und bei -20°C im Gefrierschrank bis zum Transport nach Ulm
gelagert. Wahrend des Transports waren die Filterpapiere ca. 48 Stunden

Raumtemperatur ausgesetzt.

3.3.4 Malaria-Schnelltest

In Jimma wurde ein kommerzieller Malaria-Schnelltest (BinaxNOW® Malaria,
Alere Inc., Main, USA) nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Hierbei

handelt es sich um einen immunochromatographischen Antigen-Antikorper Test.
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Hierfiir wurde der Schnelltest erst kurz vor dem Gebrauch aus seiner Schutzfolie
entnommen und beschriftet. AnschliefSfend wurden 15 pl Blut auf das dafiir
vorgesehene Reaktionspad pipettiert. Zusatzlich wurden 4 Tropfen von Reagenz A
auf das Reaktionspad getropft und 4 weitere Tropfen auf das hierfiir vorgesehene
freie Feld auf der linken Seite des Tests. AnschliefSend wurde der Klebestreifen
entfernt und der Schnelltest wurde geschlossen und versiegelt. Nach 15 Minuten
konnte das Ergebnis durch das Betrachtungsfenster abgelesen und notiert werden.
Eindeutig negativ ist der Schnelltest, wenn nur ein Streifen sichtbar wird (vgl.

hierzu Abb. 10).

Positive Posmve Positive Negative
Pf. or mixed Pv, Pm., Po.

= B 9 C

Abb. 10: Mogliche Testergebnisse des BinaxNOW® Malaria Schnelltests (Alere Inc., Main,
USA) [83].

3.3.5 G6PD-Schnelltest (RDT-Rapid diagnostic test)

Der kommerzielle G6PD-Schnelltest BinaxXNOW® G6PD (Alere Inc., Main, USA)
wurde anhand der Bedienungsanleitung des Herstellers, wie folgt durchgefiihrt:
Mit Hilfe des BinaxNOW® G6PD (Alere Inc., Main, USA)-Schnelltestes erfolgte die
Beurteilung der Enzym-Aktivitdt der Proben.

Hierzu wurde der Schnelltest erst unmittelbar vor Gebrauch aus der Schutzfolie
entnommen, beschriftet und unter Raumtemperatur (18-25°C), vor direkter
Lichteinstrahlung geschiitzt, durchgefiihrt. Der Ampulle wurden vor Gebrauch 70
pl von Reagenz A zugefiihrt. Anschlieffend wurde diese mit 10 pl Vollblut
vermischt, in dem die Blutprobe mit Hilfe einer Pipette drei Mal mit dem Reagenz
A vermischt wurde. Anhand des Pfeiles auf dem Testsystem konnte die Position
des weifSen Pads entnommen werden, auf welches langsam 50 pl der Probe
pipettiert wurden. Nachdem die Oberseite des Reaktionspads vollstandig bedeckt
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war, wurde der Klebestreifen entfernt und der Schnelltest geschlossen und
versiegelt. Nach 7 Minuten konnte der Test durch das Betrachtungsfenster
abgelesen und bewertet werden. Die Ergebnisse basieren auf optischer
Direktablesung. Der Test ist positiv und die untersuchte Probe defizient, wenn sich
die Farbe der Probe nicht dndert und hellrot bleibt. Die Probe ist nicht defizient,
wenn der obere Rand des Pads einen dunkel-braunlichen Rand aufweist S. Abb. 12

und Abb. 13).

Deficient Result Normal Result

Abb. 11: Farbverdnderung eines BinaxNOW® G6PD (Alere Inc., Main, USA) Schnelltests
mit einer G6PD defizienten Probe und einer Probe mit einer normalen G6PD-Aktivitat aus
Tinley et al. [84]

BinaxNOWG 6P D

Test

"

Record temp: ,/

A\ Do not use if temp <18°C or >25°¢

Abb. 12: Bild des BinaxNOW® G6PD (Alere Inc., Main, USA) Schnelltests mit einer
eindeutig G6PD-defizienten Kontrollproben aus dem Himoglobinlabor in Ulm.
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3.3.6 Himoglobinelektrophorese

3.3.6.1 Grundprinzip

Mit Hilfe der Himoglobinelektrophorese werden Proteine, die auf eine Membran
aufgetragen werden, in einem elektrischen Feld getrennt und durch Farbung

sichtbar gemacht

3.3.6.2 Durchfiihrung

Die Untersuchung erfolgte im Hamoglobinlabor der Universitdit Ulm. Die
Untersuchung auf Thalassdmien erfolgte mit Hilfe einer Hydragel-Elektrophorese

mit einem pH von 8,6.

3.3.7 Spektrophotometrie

3.3.7.1 Grundprinzip

Mit Hilfe der Spektrophotometrie konnen Konzentrationsbestimmungen durch die
Messung der Lichtdurchldssigkeit, bei verschiedenen Wellenldngen, bestimmt
werden. Hierbei handelt es sich um eine quantitative Bestimmung die mittels
Spektrophotometers gemessen wird. Es wird die Absorption eines Molekiils,
abhangig von der Wellenldnge oder umgekehrt von Absorptionsspektren, zur

Identifizierung von Stoffen bestimmt.

3.3.8.2 Durchfiihrung

Die Untersuchung erfolgte im Hamoglobinlabor der Universitit Ulm. Nach der
Blutentnahme wurde das EDTA Rohrchen bei 4°C bis zum Transport in das
Hamoglobinlabor der Universitdt Ulm gelagert. Der Transport erfolgte via DHL und
wurde innerhalb von 10 Tagen nach Abnahmedatum vollzogen. Im
Hamoglobinlabor in Ulm wurde die spektrophotometrische G6PD-Aktivitats-

Messung durchgefiihrt. Fiir die Messung wurden 2 ml Blut zentrifugiert und die
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roten Blutkorperchen gewaschen. AnschliefSend wurden 0,6 ml Digitonin, 2 ml
H,O, 1,4 ml Trap Buffer (bestehend aus Triethanolamin hydrochlorid und
Ethylenediamine tetraacetic acid auf 1000ml aqua destilata) hinzugefiigt und mit
Hilfe von NaOH ein pH von 7,5 eingestellt.

Die Proben wurden bei 4°C im Kiihlschrank inkubiert und nach 10 min erneut
zentrifugiert. Nach der Zugabe des G6PD-Enzymes, wurde die Aktivitit und die
Reduktionsrate von NADP zu NADPH gemessen und mit Hilfe des
Spekrtrophotometers (IL3100 pro, Amersham Bioscience, Artisan Technology

Group, IL, USA) bei 366nm bestimmt. Die Ergebnisse der G6PD Aktivitats-Messung

wurden in Units per mMol metabolic rate/1011 Erythrozyten/ Min (Normaler Wert:
30,5+ 4,5) angegeben.

3.3.8 Genotypisierung

3.3.8.1 Grundprinzip

Fiir die Genotypisierung wurde die DNA aufgereinigt und anschliefSend eine PCR

vorgenommen. Es folgten eine Agarose Gelelektrophorese und die Sequenzierung.

Die PCR-Methode dient zur Vervielfdltigung spezifischer DNA-Sequenzen. Bei
dieser Methode werden die Proben in mehreren Durchldaufen bei verschiedenen

Temperaturen erhitzt. Der theoretische Ablauf beinhaltet drei Schritte:

1. Die Denaturierung: Hier erfolgt die Trennung der Doppelstringe in zwei
Einzelstrange bei 94-96°C.

2. Die Primerhybridisierung,: Anlagerung des Primers bei 50-60°C.

3. Die Elongation: Vervollstindigung des DNA-Einzelstranges zu einem
DNA-Doppelstrang bei 68-72°C mit Hilfe einer DNA-Polymerase, die sich an

den Primerkomplex aus Schritt 2 anlagert.
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Im Thermocycler erfolgen die oben genannten Schritte in zyklischen
Wiederholungen (30-50x). Hierbei wird der gewiinschte DNA-Abschnitt
exponentiell vermehrt. Die Agarose Gelelektrophorese dient der Identifizierung
von DNA-Bruchstiicken, welche mit Hilfe eines elektrischen Feldes und ihrer
GrofSe getrennt werden. Die verschiedenen Fragmente wandern abhangig von ihrer
GrofSe unterschiedlich schnell und konnen anschliefSend mit einer DNA-Leiter
(100bp) in einem UV-Transilluminator abgelesen werden. Die Sequenzierung dient

der genauen Bestimmung der Basenabfolge eines bestimmten DNA-Abschnittes.

3.3.8.2 Durchfiihrung

Die Untersuchung erfolgte im Hamoglobinlabor der Universitdat Ulm.

Fiir die Genotypisierung wurde die DNA mit Hilfe von QIAamp®, DNA Blood Mini
Kit von Quiagen nach den Angaben des Herstellers aufgereinigt. AnschliefSend
wurde eine PCR vorgenommen (Beckman Coulter CEQ 8800, DTCS Kit) mit My Taq
HS mix (Hot start mix) Bioline®, mit den folgenden cycling Bedingungen: 10
Zyklen Denaturierung bei 98°C fiir 15 sec, Hybridisierung bei 68°C fiir 1 min und
Elongation bei 72°C fiir 1 min 30 sec. Gefolgt von 25 Zyklen bei 98°C fiir 15 sec,
58°C fiir 30 sec und 72°C fiir 1 min 30 sec gefolgt von einer finalen Elongation von
10 min bei 72°C.

Die Agarose Gelelektrophorese und die Reinigung mit QIAquick® PCR Purification
Kit wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Die Sequenzierung wurde in Ulm durch Herrn Brintrup durchgefiihrt und analysiert
mit Hilfe von Analyse Mutation Surveyor, Softgenetics®. Folgende Primer wurden
nach bereits vorhandenen Protokollen verwendet (s. Tab. 3). Die Nukleotid

Sequenzen wurden mit G6PD-Sequenzen der GenBank verglichen [85].

40



Tab. 4: Primersequenzen

Name Sequenz 5’-3’
G6PD_X153760116 TGTGCAGCTGAGGTCAATGG ex13R
G6PD_X153761532 ACTCGAGATGGACCAGGGTG ex9F
G6PD _X153762859 ATGACCCTCTGGCTCAACAC ex5R
G6PD_X153764607 CGCAGGAGATGCGTTTATGTC ex3 F
G6PD_X153761674 GTGGTGACTTCTCCGGGGTT ex8 R
G6PD_X153762867 GTGGTGACTTCTCCGGGGTT ex6 F
G6PD_12970-20-F GAGGGTCATCTGGGAACACA ex6 F
G6PD_11852-20-R GAGAAAACGCAGCAGAGCAC ex4 R
G6PD_12051-20-F GACGGGGACACTGACTTCTG ex5F
G6PD_12478-20-R CGCTCATAGAGTGGTGGGAG ex5R
G6PD_13631-20-R AGGAGCTCCCCCAAGATAGG ex7 R
G6PD_13773-20-F GGAAGACAAGGGGGATCAGG ex8 F
G6PD_14079-18-R GCATGCACACCCCAGCTC ex8 R
G6PD_14624-20-F GTGGGATGGTAGGTGATGCC ex10F
G6PD_15515-20-R TTCATCAGCTCGTCTGCCTC ex12 R
G6PD_01253-20-F CATCAACCACTCCCCAATGC ex2 F
G6PD_01677-20-R GATCCTGGCGCACTAGCAG ex2 R
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3.3.9 Statistik

Alle Daten aus den Fragebogen und alle Laborergebnisse wurden in Excel
eingegeben und mit Hilfe von Stata 14 analysiert. Relevante kontinuierliche Daten
wurden zusammengefasst mit Hilfe der folgenden Parameter.

Median, Quartile, Range (Spektrum), Mittelwert und Standard-Abweichung bei
Normalverteilung.

Kategorische Daten sind in Kontingenztabellen aufgefiihrt und die Haufigkeiten
und Prozentangaben der jeweiligen Werte aufgefiihrt. Die durchschnittliche
prozentuale G6PD-Aktivitit fiir Manner wurde mit Hilfe von Kahn et al
beschrieben [86]. Fiir die Berechnung des durchschnittlichen Wertes werden
Manner mit einem sehr schweren Mangel (<10% des medianen Wertes)
ausgeschlossen. Die Cut-off Werte werden nach bereits bestehenden

Empfehlungen wie folgt definiert (10%, 30%, 70% und 80%).
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4. Ergebnisse
4.1 Studienpopulation und Fragebogen

Bei der untersuchten Personengruppe wurden folgende Ergebnisse erhoben:

In der Oromiya Region, im siid-westlichen Athiopien, wurden von Mai bis Juni
2014, an der Universitit Jimma, insgesamt 206 Studienteilnehmer rekrutiert.
Direkt aus Jimma Stadt kamen 51 (24,8%) der Studienteilnehmer. Viele kamen
urspriinglich aus kleinen Dorfern und Stadten in der Ndhe Jimmas in der Oromiya
Region und wurden als solche eingeschlossen. Somit kamen aus der Region
Oromiya, ohne Jimma Stadt eingerechnet, 131 (63.6%) Teilnehmer. 10 (4.8%) der
Studienteilnehmer wurden in Addis Abeba geboren (non-endemisches
Malariagebiet) und sind dort aufgewachsen. Andere Ursprungsorte waren die
Regionen Somali, Harar, Amhara (Bahir dar) und Gondar, aus denen 14 (6,8%) der
Teilnehmer stammten. Alle Regionen, bis auf die Hauptstadt Addis Abeba, sind
mehr oder weniger endemische Malaria Gebiete mit hoheren Pravalenzen in
landlichen und tiefer gelegenen Regionen (s. Tab. 5).

Das Alter der getesteten Personen lag zwischen 18 und 45 Jahren, der Median lag
bei 22 Jahren (Interquartilsabstand (=Interquartile Rangee (IQR)) 21:24). Nur 20,4%
der Teilnehmer waren weiblich. Die Studienpopulation enthielt keine Patienten,
bei welchen in der Anamnese hamolytische Krisen, akute Malaria-Infektionen,
asymptomatische Parasitimien oder Thalassdmien bekannt waren.

Keiner der Teilnehmer hatte Fieber oder eine relevante Erkrankung. Zwei
Teilnehmer berichteten von einer Malaria Erkrankung in der Vorgeschichte. Von
Nebenwirkungen nach Medikamenteneinnahme wurden bei Norfloxazin (1),
Ciprofloxazin (1), Quininen (1), Erythromycin (1), Amoxicillin (2), Cotrimoxazol (1)

=

berichtet, diese konnten aber nicht genauer spezifiziert werden.

43



4.2 Himoglobinmessung

Der durchschnittliche Hamoglobinwert (Hb-Wert) betrug bei den Mannern 17,1
mg/dL (Bereich 14,2-23,3), beziehungsweise fiir Frauen 14,3 mg/dL (Range 11,9-
23,0). Es gab nur eine leicht andmische Frau, die einen Hb-Wert von unter 12
mg/dL aufwies. Insgesamt zeigten 38 (23%) minnliche Teilnehmer und 5 (11,6%)
weibliche Teilnehmer einen erhohte Hb-Wert tiber 18 mg/dL bzw. tiber 16 mg/dL
(s. Tab. 5). Der durchschnittliche Hb-Wert, der in Jimma direkt mittels HaemoCue
(Haemocue AB, Angelholm, Schweden) im parasitologischen Labor gemessen
wurde, betrug 16,4 mg/ dL (95% CI 16,08-16,69). Verglichen hierzu betrug der Hb-
Wert welcher im Hamoglobinlabor in Ulm gemessen wurde 16,9 mg/dL (95% CI
16,65-17,23).

4.3 Blutausstrich

Alle Blutausstriche waren morphologisch und parasitologisch unauffillig.

4.4 Malaria-Schnelltest

Der Malaria-Schnelltest war in allen Proben negativ.

4.5 G6PD-Schnelltest

Der RDT zeigte fiir alle Proben negative Ergebnisse. Es konnte nicht zwischen
niedrigeren und hoheren Werten innerhalb der Teilnehmergruppe unterschieden
werden. Alle Proben mit leicht erniedrigten Enzymaktivititen (70-80%) in der
spektrophotometrischen Messung wurden vom Schnelltest als normal getestet.
Beide Kontrollproben aus dem Hamoglobinlabor in Ulm mit ausgepragten Mangel

(<10%) wurden als richtig positiv getestet (Vergleiche Abb. 11 und 12).
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4.6 Homoglobinelektrophorese

Es wurden keine Sichelzellandmie, Himoglobin E oder eine Thalassdmie gefunden.
Somit wurde einer der wichtigsten genetischen Modulatoren des G6PD-Mangels

ausgeschlossen.

4.7 Spektrophotometrie

Die Untersuchung mittels Spektrophotometrie im Hamoglobinlabor in Ulm ergab

verwendbare Ergebnisse fiir 204 Probanden. Die durchschnittliche Aktivitat in

uMol metabolic rate/101lerythrocytes/min betrug 29,1 (Bereich: 19,2-48,6) fiir die
mannlichen Teilnehmer und 29,6 (Bereich: 20,8-42,2) fiir die weiblichen
Teilnehmer (Normwerte = 30,5%4,5) (s. Tab. 6). Die Ergebnisse wurden mittels
folgender Formel in Units pro Himoglobin (U/g Hb, nach Trinity Biotech bei 37° C
und 366 nn, 4,6-15,5 U/g Hb) umgerechnet in:

(uMol metabolic rate/101lerythrocytes/min*RBC M/uL*0.66) / Hb g/dL

Die durchschnittliche Aktivitat in allen Teilnehmern in U/g Hb betrug 6,1 U/g Hb
(Bereich: 4,3-10,8 U/g Hb).

Von den 206 Probanden zeigten zwei sehr niedrige Werte mit 0,8 U/g Hb und 2,9
U/g Hb. Aufgrund der Tatsache, dass alle anderen Enzymtestungen dieser Proben
(Testenzyme: Hexokinase, Glucose-6-phospahtase-Isomerase, Triose-
phosphatase-Isomerase, Pyruvat-Kinase 0.4, Pyruvat-Kinase 2.0, Glyceraldehyd-3-
Phosphatase- Dehydrogenase, Glutathion-Reduktase, Glutamat-Oxaloacetat-
Transaminase (=Aspartat-Transaminase)) auch sehr niedrige Testergebnisse
zeigten, ist die wahrscheinlichste Erklarung eine Schadigung der Proben am
ehesten wahrend des Transportes. Beide Proben wurden aus den weiteren Analysen
ausgeschlossen, eine Genotypisiereung fand jedoch statt (s. Tabelle 7).

Um die normale Aktivitdt in der zuvor beschriebenen Population festzulegen,
wurden die spektrophotometrischen Ergebnisse aller mannlichen Teilnehmer
(n=164) genutzt. Die Ergebnisse wurden nach der WHO Klassifikation definiert [16]

(s. Kapitel 1.2.1). Dafiir wurde der Durchschnittswert der mainnlichen
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Studienteilnehmer errechnet und auf 100% in der vorliegenden Population
festgelegt. Eine Anpassung, wie durch La Rue et. al. 2014 beschrieben, um eine
Verzerrung des durchschnittlichen Wertes der Bevolkerung durch sehr defiziente
Proben zu verhindern, war nicht notwendig, da keine defizienten Probanden
gefunden wurden und somit keine Verzerrung vorlag (s. Abb. 16). Der Mittelwert
der mannlichen Studienteilnehmer lag bei 6,1 U/g Hb (range: 4,3-10,8). Der
Mittelwert der weiblichen Studienteilnehmerinnen bei 6,4 U/g Hb (range: 4,4-8,7).

Insgesamt prasentierten 3 Teilnehmer Werte unterhalb des als normal definierten
Bereichs der als < 4,6 U/g Hb definiert ist. Es wurde innerhalb der Studiengruppe
keine Enzym-Aktivitit unter 10% (=schwer) oder 60% (=moderater Mangel)
festgestellt [16] (s. Tab. 7 und Abb. 15). Der am niedrigsten gemessene Wert betrug
4,3 U/g Hb der einer Enzym-Aktivitdt von 70,5 % entspricht. Es zeigten insgesamt
11 Teilnehmer eine Enzymaktivitit zwischen 70-80% (s. Tab. 10). Von diesen
waren drei weiblichen Geschlechts. Es zeigte sich kein Unterschied zwischen

weiblichen und minnlichen Teilnehmern in der Spektrophotometrie welche in

uMol metabolic rate/101lerythrocytes/min (p=0.7922) gemessen wurde. In der
Einheit U/g Hb zeigten Frauen (6,4 U/g Hb) einen signifikant hoheren Wert als
Mainner ( 6,1 U/g Hb; p=0,0315).

Die durchschnittliche Lagerungszeit (Zeit in der die Blutproben genommen wurden
bis zum Zeitpunkt der spektrophotometrischen Messung) lag bei 12,2 Tagen (SD
5,2, range 4-21 Tage). Es gab keine Korrelation zwischen der Lagerungszeit und der
spektrophotometrischen Ergebnissen der Enzymaktivitat (Korrelationskoeffizient

nach Spearman-Pearson rs= 0,02; (s. Tab. 8)).

4.8 Genotypisierung

Die Sequenzierung des G6PD-Gens erfolgte in 34 von 206 Proben, basierend auf
erniedrigter Enzymaktivitit in der Spektrophotometrie, dem Geschlecht und der
Herkunft. Die Genotypisierung zeigte eine G6PD-A+ Variante an der Position 376

ohne Enzym-Defekt und eine Mutation an der Position 445 (G>A) durch eine
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Aminosadure-Substitution (ALA149THR), die bisher noch nicht beschrieben worden

ist (s. Tab. 7 und Tab. 8).Sdamtliche Ergebnisse sind in den Tabellen 5-10 und in

Abbildungen 15 und 16 zusammengefast.

Tab. 5: Ubersicht Studienpopulation (n=206)

Geschlecht

Weiblich, n (%) 42 (20,4)
Alter in Jahren, Median (IQR) 22 (21;24)
Herkunft

Oromiya Region n(%) 131 (63,6)
Jimma Stadt n(%) 51 (24,8)
Addis, n(%) 10 (4,8)
Malaria-endemische Regionen, n(%) 43 (20,9)
Andere, n(%) 14 (6,8)
Malaria positiv, n (%) 0

Hamoglobin in mg/dl, Median (IQR)
[Alle]

16,8 (11,9;23,3)

Héamoglobin in mg/dl, Median (IQR)

17,1 (14,2;23,3)

[Manner]

Anidmie [ Midnner] 0

<14 mg/dL, n (%)

Hoher Himoglobinwert [ Mdnner] 38 (23,0)

>18 mg/dL, n (%)

Héamoglobin in mg/dl, Median (IQR)

14,3 (11,9;23,0)

[Frauen]

Anidmie [Frauen] 1(2,4)
<12 mg/dL, n (%)

Hoher Himoglobinwert [ Frauen] 5(11,6)

>16 mg/dL, n (%)
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Tab. 6: G6PD-Aktivitdten und Referenzwerte der Studienpopulation

G6PD Aktivitit in Alle Miénner Frauen

uMol metabolic rate (n=204) (n=163) (n=41)

/10erythrocytes/min.!;

in U/g Hb?

Median 29,1; 6,1 29,1; 6,1 29,6; 6,4

IOR (26,9;32,0);  (26,9;32,3);  (27,2;31,9);
(5,6;6,7) (5,6;6,0) (6,0;6,9)

Bereich 19,2-48,6; 19,2-48,6; 20,8-42,2;
4,3-10,8 4,3-10,8 4,4-8,7

Mittelwert 29,59; 6,17 29,55; 6,11 29,69; 6,40

SD 3,99; 0,87 3,96; 0,85 4,12;0,93

! Normwert= 30,5 + 4,5
?Normwert= 4,6 -13,5

% Standardabweichung (Standard Deviation (SD))
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Tab. 7: G6PD-Aktivitdten, G6PD-Genotypen und Herkunftsort der Studienpopulation

G6PD-Aktivitat in G6PD- G6PD- Genotyp Mann Herkunft

uMol substrate/ Aktivitdtin  Aktivitat M)/ (Malaria

10erythrozyt/min' U/g Hb? in %* Frau (F) endemisches

Gebiet (+/-)

3,9° 0,83 13,1° Normal M Harar +
13,93 2,9° 47,53 Normal F Addis -
19,2 4,3 70,5 G6PD-A+ M Oromiya +
21,8 4.4 72,1 Normal F Jimma +
20,8 4.4 72,1 Normal F Oromiya +
23,5 4,6 75,4 G6PD-Jimma M Jimma +
23,5 4.7 77,1 Normal F Jimma +
22,3 4.7 77,1 Normal M Somali +
22,1 4.8 78,7 Normal M Oromiya +
20,8 4.8 78,7 Normal M Oromiya +
23,8 4.8 78,7 Normal M Oromiya +
24,1 4.9 80,0 Normal M Jimma +
24,6 49 80,0 Normal M Oromiya +
25,1 5,0 82,0 Normal M Jimma +
24,8 5,1 83,6 Normal M Oromiya +
24,1 5,2 85,2 Normal M Jimma +
24,9 5,2 85,2 Normal M Oromiya +
25,0 5,3 86,7 Normal M Jimma +
25,1 5,4 88,5 Normal M Oromiya +
26,5 5,4 88,5 Normal M Oromiya +
27,5 5,5 90,2 Normal M Jimma +
24,6 5,6 91,8 Normal M Somali +
27,3 5,6 91,8 Normal M Jimma +
26,1 5,9 96,7 Normal M Oromiya +
26,7 6,0 98,4 Normal M Oromiya +
28,1 6,1 100,0 Normal F Jimma +
30,0 6,3 103,3 Normal M Jimma +
30,8 6,4 104,9 Normal M Jimma +
29,0 6,4 104,9 Normal M Jimma +
30,4 6,7 109,8 Normal F Jimma +
33,0 6,8 111,5 Normal M Jimma +
27,7 6,9 113,1 Normal F Jimma +
35,4 7,1 116,4 Normal M Jimma +
35,6 7,9 129,5 Normal F Bahir Dar +

'Werte unter 26,0 in fett markiert

2Werte unter 4,6 in fett markiert

3Ungiiltige G6PD-Aktivitidts-Werte, welche aus der Analyse ausgeschlossen wurden
4Referenz: U/g Hb
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Tab. 8: Mutationen des gépd Gens, die in der Studienpopulation gefunden wurden

Mutation Basen- Position = Aminosdure- Zygotie Mann/ Herkunft
Substitution Substitution Frau

G6PD-A+ A>G 376 N126D Hemizygot M Oromiya

G6PD-Jimma G>A 445 A149T Hemizygot M Jimma

Tab. 9: Die Lagerungszeit der Proben und die G6PD-Aktivitdt in U/g Hb, n=204

Zeit in Tagen n (%) Durchschnittswert
zwischen der G6PD-

Blutentnahme und Aktivitét in
Spektrophotometrie U/g Hb [IQR]

4 7 (3,4) 5,9 [5,0;6,3]

5 12 (5,9) 6,2 [5,6;6,8]

6 29 (14,2) 5,9 [5,3;6,3]

7 24 (11,8) 6,4 [6,1;6,8]

10 12 (5,9) 5,4 [4,5;6,3]

11 10 (4,9) 6,1[5,6;6,6]

12 2 (1,0) 6,2 [5,5;6,8]

13 7 (3,4) 5,9[5,5;6,7]

14 28 (13,7) 6,5[6,1;7,0]

16 23 (11,3) 6,4 [5,7;7,4]

17 12 (5,9) 6,1[5,7;6,4]

18 12 (5,9) 6,1[5,5;6,4]

19 15 (7,3) 6,1[5,5;7,0]

21 11 (5,4) 6,3 [5,6;6,9]

Tab. 10: Die G6PD-Aktivitdt angegeben in Prozent und die Verteilung innerhalb der
Studiengruppe

G6PD Alle Minner Frauen
Aktivitat in n (%) n (%) n (%)
%
<70 0 0 0
70-80 11 (5,4) 8 (4,9) 3(7,3)
80-90 26 (12,8) 24 (14,7) 2 (4,9)
90-100 68 (33,3) 56 (34,4) 12 (29,3)
100-110 52 (25,5) 41 (25,2) 11 (26,8)
110-120 33 (16,2) 27 (16,6) 6 (14,6)
120-130 9 (4,4) 4(2,4) 5(12,2)
>130 5(2,4) 3(1,8) 2(4,9)
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Abb. 13: Die Abbildung zeigt die Verteilung der G6PD-Aktivitdt in Prozent innerhalb der
untersuchten Studienpopulation bei Frauen und Midnnern. Normale G6PD-Aktivitat wurde
liber die mediane Aktivitdt in U/g Hb der mdnnlichen Studienpopulation definiert und auf
100% gesetzt. Es wurden keine Werte unterhalb 70% detektiert

Number of subjects

80
70
60
50
40
30
20
10

G6PD activity in %

<70

70-80  80-90 90-100 100-110 110-120 120-130 >130

B Males “ Females

Abb. 14: Die Abbildung zeigt die Korrelation zwischen der G6PD-Aktivitdt angegeben in
uMol substrate conversion/10"erythrocytes/minute und in U/g Hb (p < 0.000). Der
Korrelationskoeffizient nach Spearmann-Pearson betrug 0.8594.
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5. Diskussion

5.1 Privalenz des Enzymmangels und relevanter Mutationen in Athiopien im
Vergleich zu anderen afrikanischen Lindern und weltweit

Mit tiber 400 Millionen betroffenen Menschen stellt der G6PD-Mangel die
haufigste x-chromosomal gekoppelte Enzymopathie weltweit dar (s. Kapitel 1.2.3.
und 1.2.4.). In der vorliegenden Studie wurde in der Region Jimma und Umgebung
kein schwerer Mangel unter den Teilnehmern festgestellt, obwohl im Vergleich
zum WHO Report von 1989 in Athiopien von einer Privalenz von 0,5 bis zu 2,9 %
auszugehen war (Abb. 7).

Nach Howes et al.,, war von einer Allelfrequenz in der miannlichen Bevolkerung
Athiopiens, von weniger als 1% zu rechnen [27]. Eine 2014 veroffentlichte Studie,
aus Gambella, im Siidwesten Athiopiens, berichtete von einer Priavalenz von 7,3%,
welche mit Hilfe des CareStart™ G6PD-Schnelltests (Access Bio, Inc., New Jersey,
USA) ermittelt wurde. Gambella liegt im Tiefland Athiopiens 300-500 m iiber dem
Meeresspiegel und gilt als ein Gebiet mit hoher Malaria-Transmission. Laut dieser
Studie variiert die Pravalenz des G6PD-Mangels innerhalb einzelner ethnischer
Gruppen deutlich. Tsegaye et al. kommen hierbei zum Schluss, dass eine hohere
Priavalenz in der indigenen Gruppe der Nuer (14,3%) und Anuak (12,0%) in
landlichen Gegenden zu finden ist. Von den 46 Studienteilnehmern, die aus
Oromiya Region stammten, wies keine/r einen G6PD-Mangel auf. Patienten aus
Hochland-Regionen wie Amhara, Hadya und Tigre zeigten ebenfalls keinen G6PD-
Mangel [39].

Dieses Ergebnis deckt sich mit den Ergebnissen der hier vorliegenden Studie aus
der Region Jimma in der Oromiya Region. In der vorliegenden Studie prasentierten
3 Teilnehmer Werte unterhalb des als normal definierten Bereichs, der als <4,6
U/mg Hb definiert ist. Es wurde innerhalb der Studiengruppe jedoch keine Enzym-
Aktivitat unter 10% (=schwer) oder unter 60% (=moderater Mangel) festgestellt [16]
(s. Tab. 7 und Abb. 15). Der am niedrigsten gemessene Wert betrug 4,3 U/g Hb der

einer Enzym-Aktivitdat von 70,5% entspricht. Es zeigten insgesamt 11 Teilnehmer
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eine Enzymaktivitat zwischen 70-80% (s. Tab. 10), von denen 3 weiblichen
Geschlechts waren.

Ubereinstimmend mit diesen Erkenntnissen von Tsegay et al. sind die Ergebnisse
anderer Studien in Indien {iiber Variationen des Mangels in verschiedenen
Gruppen, Stimmen und Kasten [87-89]. Ergdnzend berichtete eine Studie in
Afghanistan von Aktivititen zwischen 2-10%, die abhidngig von Geschlecht und
ethnischer Zugehorigkeit in der Gruppe der Pashtuns sei [90].

Die Genotypisierung des gépd Gens offenbarte zwei Mutationen. Die G6PD-A+
Mutation (A376G) wurde in einem mannlichen Teilnehmer mit der niedrigsten
Enzymaktivitidt (4,3 U/g Hb (70,5%)) der Studiengruppe gefunden. Er berichtete
tiber eine Unvertraglichkeit gegeniiber Norfloxacin, welche jedoch nicht weiter
spezifiziert werden konnte. Es gab keine bekannte Hamolyse in der Vorgeschichte.
Die zweite Mutation, die in dieser Studie gefunden wurde, ist eine Substitution
G445A. Der mannliche Teilnehmer zeigte eine Enzymaktivitat von 4,6 U/g Hb
(75,4%). Er kam direkt aus Jimma Stadt. Die Variante war bisher unbekannt.

Die Varianten A- (202A/376G) und A (202/376G oder 202A/376A) sind
charakterisiert durch die reduzierte Enzymaktivitit und spezifisch fiir das sub-
saharische Afrika [12, 15, 29] (s. Abb. 6). Die G6PD A- Variante ist mit einer
verbleibenden Enzym-Aktivitat von 5-13% und somit einer milderen Form des
Mangels assoziiert [30]. Es wurde jedoch auch von schweren hidmolytischen
Ereignissen berichtet, sofern der oxidative Stressor stark genug war [12, 30, 31].
Die vorherrschende Allel-Variante in Ost-Afrika, ist das G6PD A- 202A/376G Allel
(202G>A und 376A>G) [28].

Der besondere Genotyp der G6PD A- Variante mit der gleichzeitigen
Vorhandensein von A376G und G202A Mutationen, konnte jedoch in dieser Studie
nicht gefunden werden. Die vorliegenden Ergebnisse stimmen mit denen einer
anderen Studie in Malo, im Siid-Westen Athiopiens tiiberein, in welcher 555
Proben, auf G202A und C563T untersucht wurden und keine dieser Variationen im

Patientenkollektiv gefunden werden konnte [91].
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Ein erst kiirzlich erschienenes Paper berichtet von genetischen Varianten aus der
Jimma Region, Athiopien. In 20 (23,3%) der 86 Teilnehmer wurde eine G6PD-A+
Variante gefunden. G202A und C563T konnten nicht gefunden werden. In zwei
Frauen wurde eine G535A Mutation bestimmt und zwei weitere in der intrinsischen
Region eines mannlichen Studienteilnehmers (485 + 37 G—T, rs370658483, chrX:
154535131) [92].

Wiahrend G6PD-A+ mit normaler Enzamaktivitat assoziiert zu sein scheint, wurde
A- bisher als Varianten betrachtet, welche einen milderen Enzymmangel aufweist.
Kiirzlich erschienene Berichte legen jedoch nahe, dass die G6PD-A- Variante mit
schweren Reaktionen nach Einnahme von Primaquin assoziiert ist [93, 94]. Die
Primaquin-Sensibilitat wurde bisher nur fiir die Varianten Mediterranean und

Mahidol [46] charakterisiert.

5.2 Vergleich der klassischen Methode Spektrophotometrie und G6PD

Beim Vergleich der klassischen Methode Spektrophotometrie mit dem G6PD-
Schnelltest kam die Studie zu diskordanten Ergebnissen. Aufgrund der kleinen
Stichprobengrofie in Kombination mit der nicht vorhandenen Pravalenz des
Mangels, war eine Evaluation des Schnelltests nicht moglich. Die falsch positive
Rate betrug 0%. Eine Unterscheidung zwischen leicht verminderter und normaler
Enzymaktivitdt war nicht moglich. Die Vergleichsproben mit einem schweren
Enzym-Mangel (<10%) wurden vom Test jedoch als richtig positiv erkannt (Vgl.
Abb. 11 und Abb. 12). Ahnliche Ergebnisse wurden bereits in anderen Studien
berichtet und die Spektrophotometrie erweist sich nach wie vor als Goldstandard
[42, 43, 84, 95]. Der Schnelltest sollte jedoch nicht als unbrauchbar erklart werden,
da er schwere Defizienzen erkennt, und in Hochrisikogebieten auf ihn
zuriickgegriffen werden kann.

Potentielle Erklarungen fiir die niedrige Sensitivitit des Schnelltests sind
Umweltfaktoren und die unterschiedlichen Patientenkollektive. Weitere Griinde

beinhalten technische Probleme, wie beispielsweise die Raumtemperatur von 18-
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25°C einzuhalten, die Schwierigkeiten der Ablesung der Farbverdnderung, die
knappen Zeitangaben des Testherstellers und das Training der Person, welche den
Test durchfiihrt und bewertet (Vgl. Abb. 12) [42, 43, 84]. AufSerdem konnte nach
Osorio et al., eine zeitgleiche Malaria-Infektion Einfluss auf das Testergebnis
haben [43]. Es konnte gezeigt werden, dass mit P. falciparum infizierte
Erythrozyten im Vergleich zu nicht infizierten Erythrozyten bereits nach einem
einzigen Entwicklungszyklus eine hohere G6PD Aktivitat besitzen [96]. Zusatzlich
fiihrt eine akute Hdmolyse wiahrend einer Malaria-Episode und ein hoher
Retikulozytenspiegel zu einer filschlicherweise normalen Enzymaktivitat, da die
G6PD-Aktivitat in jungen Erythrozyten hoher ist als in alten [3]. Somit sollte in
zukiinftigen Studien die Hb-Konzentration, die Retikulozytenzahl und das MCV als
mogliche Fehlerquellen der Heterogenitat beriicksichtig werden. Wie Ley et al.
berichten, wird an der Entwicklung neuer Testverfahren gearbeitet, welche noch
im Feldversuch getestet und gepriift werden miissen [45]. Die vorliegenden
Ergebnisse machen die Entwicklung sensitiverer Schnelltests geradezu
unumganglich.

Da bisher keine publizierten Daten aus Athiopien zu Verfligung standen, welche
die G6PD-Aktivitat mittels der beschriebenen Methode der Spektrophotometrie
gemessen hatten, musste von einem lokalen Vergleich der Durchschnittswerte in
U/g Hb abgesehen werden. Eine Studie aus den USA in welche die G6PD-Aktivitit
in US-Afroamerikaner untersuchte, berichtete von unterschiedlichen Aktivititen
zwischen den mannlichen und weiblichen Teilnehmern. Der durchschnittliche
Wert betrug 7,30 U/g Hb. Der minnliche Durchschnittswert wurde angepasst mit
7,18 U/g Hb, der weibliche Durchschnittswert mit 7,70 U/g Hb angegeben [42]. Der
weibliche Durchschnittswert war somit ersichtlich grofSer. Dies trifft auch auf die
hier vorliegende Studie zu. Die in U/g Hb gemessene Werte waren bei Frauen (6,4
U/g Hb) signifikant hoher als bei Miannern (6,1 U7g Hb; p=0,0315). Die
Hamoglobinmessungen zeigten hohere Werte unter den mannlichen Teilnehmern.
Es wurde kein Unterschied zwischen den Geschlechtern festgestellt, wenn die

Enzymaktivitdt in uMol metabolic rate /10 'erythrocytes/min angegeben wurde.
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In einer anderen Studie aus Bangladesch mit 999 Teilnehmern betrug der
angepasste spektrophotometrisch gemessene Wert 7,03 U/g Hb und war somit,
verglichen mit den zwei oben genannten Studien niedriger [97].

Als Ursache sind hierfiir verschiedene Ursachen moglich. Zum einem gestaltet sich
der Vergleich von verschiedenen Tests und Messmethoden als dufSerst schwierig.
Zum anderen dient die Umrechnungsformel nur zur Annaherung. Dariiber hinaus
stellt die G6PD-Messung im Feld viele Herausforderungen dar. Der Verlust der
Enzym-Aktivitdt wiahrend der Verarbeitung der Proben kann nicht ausgeschlossen
werden.

Wie Ley und Kollegen berichteten, sind wohl die Dauer zwischen der Blutabnahme
und der spektrophotometrische Messung die eliminierenden Faktoren um eine
stabile Enzymaktivitit aufrecht zu erhalten. Der Abbau der G6PD-Aktivitit ist
temperaturabhdangig und EDTA-Blut sollte bei mindestens 4-8°C gekiihlt werden.
Der potenzielle Verlust durch eine ausbleibende Kiihlung der Proben ist jedoch
unbekannt [45]. Eine Studie berichtete von einem maximalen Verlust der Enzym-
Aktivitdt von 5%, nach Lagerung der Proben fiir 21 Tage bei einer Temperatur von
4°C [98]. Andere berichten iiber einen Aktivitatsverlust von 15-21% nach 21 Tagen,
6% nach 7 Tagen und 40% nach 7 Tagen bei 4°C [45]. Kryokonservierung und
Lagerung bei -80°C [99] oder das Ersetzen des Plasmas mit einem Zusatzstoff
werden empfohlen [98].

Die Proben der vorliegenden Studie waren bis zum Tag des Verschickens auf 4°C
gekiihlt. Der Transport mit DHL-Express (4-7 Tage) oder mittels
Studienmitarbeiter (2-3 Tage) erfolgte bei Umgebungstemperatur. Die
durchschnittliche Lagerungszeit betrug 12,2 Tage (SD 5,2, Bereich 4-21Tage). Die
Lagerungsdauer zeigte keine ersichtliche Auswirkung auf die G6PD-Aktivitat und
lies nicht auf einen signifikanten Verlust von Aktivitat deuten. Ein signifikanter
Verlust der Aktivitat wurde nur in zwei (ausgeschlossenen) Proben gemessen,
welche eine Lagerungszeit von 14 bis 19 Tagen aufwiesen. Die durchschnittliche

Enzymaktivitdt bei 14 Tagen lag bei 6,5 U/g Hb und bei 19 Tagen bei 6,1 U/g Hb.
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Wenn wir von einem durchschnittlichen G6PD-Wert bei Mdnnern von 7,0 U/g Hb
[42, 45] ausgehen wiirden, bedeutet ein Durchschnittswert von 6,1 U/g Hb einen
Verlust von 13% der Enzymaktivitat. Die absoluten Werte dieser Studie konnten
jedoch durchaus leicht hoher sein als die prasentierten Ergebnisse. Auf der anderen
Seite waren die Himoglobinwerte mit 17,1 mg/dL fiir die mdnnlichen Teilnehmer
und 14,3 mg/dL fiir die weiblichen Teilnehmer relativ hoch. Es zeigten somit 20%
der Studienteilnehmer erhohte Hamoglobinwerte. Alle Teilnehmer, obwohl aus
verschiedenen Dorfern stammend, lebten in Jimma Stadt, welches 1 780 Meter iiber
dem Meeresspiegel liegt. Hohe Hamoglobinwerte resultieren in niedrigeren G6PD-
Werten da die Umrechnungsformel hiamoglobinabhiangig ist. Die zwei Studien,
welche weiter oben erwahnt wurden, prasentierten keine Himoglobinwerte zum
Vergleich. Die Studien wurden aber bei Teilnehmern durchgefiihrt, die auf
Meereshohe lebten [42, 45]. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass ein
Aktivitatsverlust nicht ausgeschlossen werden kann, ein groféer Verlust jedoch
unwahrscheinlich ist. Die relativen Werte in Prozent sollten nicht in irgendeiner

Weise beeintrachtigt sein.

5.3 Malariatherapie mit Primaquin und G6PD-Mangel

In Athiopien sind P. falciparum und P. vivax, abhdngig von der Region, fiir Malaria
Infektionen ursdchlich. Laut WHO werden ca. 40 % der Infektionen durch P. vivax
und 60% durch P. falciparum hervorgerufen [78, 91]. Ein Abfall der P. falciparum
Infektionen und ein Anstieg der P. vivax Infektionen wurde nach Einfiihrung der
ACT beobachtet [73].

Erstaunlicherweise finden sich in Athiopien, Indien, Indonesien und Pakistan 81%
aller Todesfdlle, die durch eine P. vivax-Infektion verursacht werden [78]. Die Co-
Existenz der beiden Spezies gestaltet die Eliminierung der Malaria schwierig.

Die hohe Prédvalenz an P. vivax-Infektionen in Athiopien stellt, im Gegensatz zu
anderen Regionen Afrikas, eine grofSe Herausforderung dar. Wie Studien zeigten,

waren 36-70% der Infektionen abhidngig vom Studienort in der Region Jimma,
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Athiopien durch P. vivax verursacht [67]. Die Ausbildung von Hypnozoiten, das
frihe Auftreten von Gametozyten und eine nicht ausreichende Behandlung
machen P. vivax zu einem Erreger, der sich nur schwierig eliminieren lasst [91,
100]. Es ist bekannt, dass Individuen mit einer asymptomatischen Parasitamie als
stummes Reservoir fiir Gametozyten dienen und somit eine aktive Rolle in der
Ubertragung der Malaria spielen [101]. Das einzige wirkungsvolle Medikament
gegen Hypnozoiten ist das 8-Aminiquinolon PQ. Auf Grund der unbekannten
G6PD-Enzymaktivitaten ist es jedoch in seiner Gabe limitiert. Eine durch PQ
verursachte akute hamolytische Andmie kann zu akutem Nierenversagen und bei
klinisch unzureichendem Management sogar zum Tode fiihren [11, 102].
Interessanter Weise bestehen auffallende geographische Ahnlichkeiten zwischen
der Verteilung des G6PD-Mangels und der Malaria, die auf eine potentiellen Schutz
gegeniiber einer Malariainfektion schliefSen lassen. Diese Tatsache alleine stellt
jedoch keinen Beweis dar.

Der exakte Mechanismus des Schutzes, welcher durch den G6PD Mangel gegeniiber
Malaria besteht, ist immer noch nicht vollstandig verstanden. In vitro
Untersuchungen zeigten ein vermindertes Parasitenwachstum in den defizienten
Zellen [103]. Eine andere Studie legt die Vermutung einer fritheren Phagozytose
der befallenen Erythrozyten nahe [104]. Denkbar wire auch die Tatsache, dass
heterozygote Merkmaltriger eine Untergruppe an G6PD-defizienten Erythrozyten
aufweisen, welche den gleichen Mechanismen wie die G6PD-defizienten
Erythrozyten mannlicher hemizygoter Trager unterliegen [105].

Die evolutiondre Hypothese wurde in grofsen multizentrischen Studien gepriift,
welche zum Schluss kamen, dass ein G6PD-Mangel vor allem gegeniiber schweren
Malariainfektionen schiitzt [106, 107]. In der Literatur lassen sich widerspriichliche
Aussagen beziiglich des Schutzes finden. Ruwenden et al. berichten von Schutz fiir
hemi-, homo -und heterozygote Individuen [106]. Eine veroffentlichte Studie aus
Gambia berichtet iiber keine signifikante Risikominderung einer Malariainfektion
[108]. Auch die Arbeit von Tsegay et al. berichtet iiber eine fehlende Korrelation

zwischen der G6PD-Defizienz und eines Schutzes gegeniiber Malaria in Gambella,
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Athiopien, per se [39]. Interessanterweise existiert kein Beispiel einer Population,
in welcher alle Individuen eine G6PD-Defizienz aufweisen [20].

Der G6PD-Mangel war einer der ersten genetischen Merkmale, dessen komplexer
Einfluss auf andere Erkrankungen entdeckt wurde [105]. Bis vor kurzem ging man
davon aus, dass unter den Malaria Parasiten nur P. falciparum fiir die Selektion und
die G6PD-Defizienz ursachlich ist. Jedoch konnte auch laut Loicharon et al. P.vivax
eine Rolle in der Formung des Genoms gespielt haben [36]. Mit einem besseren
Verstiandnis iiber den Mangel und seinen Varianten, sowie dessen Auswirkungen
auf die Empfindlichkeit gegeniiber Malaria, konnten neue Konzepte fiir die
Priavention und die Behandlung erarbeitet werden. Eine einheitliche Methode zur
Bestimmung der G6PD-Enzymaktivitat und ein somit einheitlicher Cut-off Wert
und somit die Moglichkeit eines Vergleichs der Ergebnisse sowie die Einfiihrung
von Standards wiirden die Therapie der Malaria erleichtern. Primaquin sollte laut
Empfehlung nicht gegeben werden, wenn die Enzymaktivitat unter 30% liegt [79].
Die Primaquin-Therapie mit 0,25-0,5 mg/kg KG fiir 14 Tage, hitte dieser
Studiengruppe ohne Bedenken gegeben werden konnen. Fiir das langwirksame
Tafenoquin (TQ), ein weiteres 8-Aminoquinolon, welches 2018 zugelassen werden
soll, lag der empfohlenen Grenzwert in der Zulassungsstudie bei 70%
Enzymaktivitat, bei andmischen Frauen bei 90% (7-10 mg/dL) [47]. Laut Ley et al.
soll der Grenzwert bei der Zulassung fiir TQ bei 70-80% liegen [45].

In der Vorliegenden Studie scheint ein Cutt-off Wert von 80% verniinftig. Somit
waren in der Studiengruppe zwei potentiell durch Primaquin ausgeloste
Komplikationen verhindert worden, neun Patienten héatten keine Therapie
bekommen, und 193 hitten eine korrekte Therapie erhalten. Dies erscheint
vertretbar zu sein. Der mannliche Teilnehmer mit der G6PD-A+ Variante (70,5%
Enzymaktivitat) sollte mit grofSer Vorsicht behandelt werden und ggf. von einer
radikalen P.vivax-Therapie Abstand gehalten werden. Bisher gibt es keine
Informationen beziiglich einer 8-Aminoquinolon Sensitivitit und der neu
gefundenen Mutation mit einer Enzymaktivitit von 75,4% innerhalb der

Studiengruppe.
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Es wurde keine Parasitamie, weder mit RDT noch mit Mikroskopie gefunden. Die
Rekrutierung erfolgte zwischen Marz und Mai wihrend und nach der kleinen
Regenzeit. In einer kiirzlich erschienenen Studie aus dem Siidwestlichen
Athiopien, welche in einer dhnlich bergigen Region mit saisonaler Malaria,
durchgefiihrt wurde, zeigten sich asymptomatische submikroskopische
Parasitdmien mit P. falciparum in 5,2%, P. vivax in 4,3% und gemischte Infektionen
in 0,2% der 555, mittels PCR getesteten Teilnehmer (Tedesse 2015). Die
Mikroskopie und der Schnelltest waren in allem Proben negativ. Aufgrund dessen

kann eine sub-mikroskopische Parasitamie nicht ausgeschlossen werden.

5.4 Privalenz relevanter Himoglobinopathien in Athiopien im Vergleich zu
anderen afrikanischen Lindern und weltweit

Wie bereits erwahnt, konnen unterschiedliche Faktoren wie der Verzehr von Fava-
Bohnen, Infektionen, Medikamente und auch Hamoglobinopathien die G6PD-
Aktivitat beeinflussen. Dazu gehoren beispielsweise Membrandefekte, der Glucose-
6-Phosphat-Isomerase-Mangel, der Pyruvat-Kinase-Mangel, andere Dyserythro-
poetische Andmien und insbesondere die Thalassdmien [26]. In Athiopien sind
jedoch wenige spezifische Informationen beziiglich Hamoglobiopathien
vorhanden. Die Region Jimma ist Teil der globalen Hamoglobinopathie Landkarte
[109] (Abb. 15). Das Hamoglobinopathie-Screening der vorliegenden Studie war bei
keinem Studienteilnehmer positiv, insbesondere keine Thalassamie oder
Sichelzellandmie konnte entdeckt werden. Es spricht nichts dagegen, die Rolle des
G6PD-Mangels auf hamatologische Parameter und Malaria in zukiinftigen Studien

in der Studienregion zu untersuchen.
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Abb. 16: Weltweit Verteilung der Himoglobinopathien aus WHO (2017) [109]
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5.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Auf Grund der Komplexitit der Erkrankung stellt die Diagnose und das Ausmafs des
G6PD-Mangels eine Herausforderung dar. Gerade in heterozygoten Frauen, die
eine variable x-chromosomale Inaktivierung aufweisen, lasst sich vom Genotyp
nicht auf den Phanotyp schliefSen. Die Korrelation zwischen Ausmafs des Mangels
und klinisch signifikanter Himolyse ist immer noch nicht bekannt.

Nach den Empfehlungen der WHO diirfte im vorgestellten Patientenkollektiv die
therapeutische Anwendung von PQ sicher sein [110]. Die oben genannten
Ergebnisse konnen dazu beitragen neue Behandlungsstrategien zu entwickeln,
welche die Behandlung der Malaria sowie die Elimination der Malaria-Ubertragung
im Studiengebiet beschleunigen kénnen. Populationsbasierte Genotypisierung fiir

die Identifizierung der Verteilung dominanter Varianten des Mangels konnen, wie
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sich in der Studie interessanterweise gezeigt hat, fiir weitere wissenschaftliche
Fragestellungen wichtig sein. Zusatzlich sollten Studien, die sich mit den
Auswirkungen eines G6PD-Mangels auf hamatologische Parameter befassen, in
Verbindung mit einer Malariainfektion und Hadmoglobinopathien, ihre
Berechtigung haben.

Die sehr niedrige oder nicht vorhandene Pravalenz des G6PD-Mangels in der
vorliegenden Studie ist nicht tiberraschend, da die Teilnehmer grofStenteils aus den
Hochland-Regionen in Athiopien stammten. Es konnten genetische Varianten mit
einer Enzymaktivitat von 70-80% gefunden werden. Die niedrige Pridvalenz von
schweren Defizienzen spricht gegen die Einfiihrung eines Routine-Screenings fiir
Neugeborene. Es konnten jedoch genetische Varianten mit einer Enzymaktivitat
von 70-80% gefunden werden.

Routine-Screenings auf G6PD-Mangel sollten bei Diagnose einer P. vivax-
Infektionen eingefiihrt werden. Die Implementierung der Spektrophotometrie ist
an den Universitatskliniken des Landes denkbar. Gesundheitseinrichtungen in
landlichen Regionen konnten von neuen im Feld getesteten Alternativen
profitieren und sollten gefordert und evaluiert werden. Ein Cut-off Wert von 80%
fiir die radikale Therapie von P. vivax scheint in der vorliegenden Studiengruppe
angemessen zu sein.

Der G6PD-Schnelltest war nicht dazu in der Lage zwischen moderaten Defizienzen
zu unterscheiden, scheint jedoch fiir die Testung von schweren Mangeln wertvoll
zu sein. Die Studienteilnehmer erhielten eine G6PD-Karte, auf welcher ihr Enzym-

Status vermerkt wurde und erhielten diesbeziiglich eine ausfiihrliche Aufklarung.
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6. Zusammenfassung

Mit {iiber 400 Millionen Betroffenen stellt der G6PD (Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase)-Mangel eine der haufigsten Enzymopathien weltweit dar. Der
hochstwahrscheinlich vor einer Malaria schiitzende Mangel kann in Betroffenen
bei bereits kleinen Mengen an bekannten oxidativen Stressoren, wie bspw.
Primaquin, Dapsone oder Fava-Bohnen, zu akuten Hamolysen, Favismus,
neonatalem Ikterus und chronischen Anamien fiihren. Im Falle einer erniedrigten
Enzymaktivitat oder bei Aussetzung gegeniiber erhohtem oxidativem Stress, kann
Glutathiondisulfid (GSSG) mit Hilfe von NADPH nicht zu Gluthation (GSH)
reduziert werden und der antioxidative Zyklus nicht aufrechterhalten werden. Dies
fiihrt zur Zerstorung der Erythrozyten und zu Hiamolyse. Aufgrund der Komplexitat
der Erkrankung stellt die Diagnose des G6PD-Mangels und dessen Ausmafd eine
Herausforderung dar. Die Korrelation zwischen der Schwere des Mangels und
klinisch signifikanter Himolyse ist immer noch nicht bekannt.

Die Grofse des G6PD-Gens betrdgt 18,5 kB und besteht aus 13 Exons und 12
Introns. Es ist auf dem langen Arm des X-Chromosoms (Genlocus Xq28) lokalisiert.
Bereits iiber 217 Mutationen wurden beschrieben, bei denen es sich meist um
einfache Basenaustausche handelt. Die hdufigsten Mutationen sind Mediterranean,
A- (202A), A- (968C), Seattle und Union. Die hochste G6PD-Mangel-Pravalenz lasst
sich in Afrika, den arabischen Halbinseln, dem Mittleren Osten, im tropischen und
subtropischen Asien, in Papua Neu Guinea, dem Vanuatu Archipel im Pazifik und
verschiedenen Regionen rund um das Mittelmeer finden. Die Verteilung des G6PD-
Mangels in Afrika betragt 0,5-30%. Interessanterweise bestehen auffallende
geographische Ahnlichkeiten zwischen der Verteilung des G6PD-Mangels und der
Malaria, die auf eine potentiellen Schutz gegeniiber einer Malariainfektion
schliefSen lassen. Der exakte Schutzmechanismus ist jedoch noch nicht vollstandig
verstanden.

Die Malaria stellt mit iiber 216 Millionen Neuinfektionen und rund 445 000

Todesfillen im Jahre 2016 eines der grofSten Gesundheitsprobleme der heutigen
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Zeit dar. Hauptsidchlich ist die Malaria tropica (P. falciparum) fiir die todlichen
Verlaufe verantwortlich.

In Athiopien ist Malaria in tiber 75% des Landes endemisch. Vorherrschend ist P.
falciparum gefolgt von P. vivax. In der Region Jimma, im Siid-Westen Athiopiens,
ist die Ubertragungsintensitdt moderat. Krankheitsgipfel zeigen sich nach der
Regenzeit. Wie Studien zeigten, waren 36-70% der Infektionen abhingig vom
Studienort in der Region Jimma durch P. vivax verursacht. Die Co-Existenz der
beiden Spezies gestaltet die Eliminierung der Malaria schwierig. Die hohe
Priavalenz an P. vivax-Infektionen in Athiopien stellt, im Gegensatz zu anderen
Regionen Afrikas, eine grofSe Herausforderung dar.

Fiir lange Zeit galt die Malaria ausgelost durch P. vivax mit 70-390 Millionen
Neuinfektionen als die harmlosere Form, in den letzten Jahren wurden jedoch
vermehrt schwere Verlaufe dokumentiert. Bekannt ist aufSerdem, dass mit
Einfiihrung der ACT (Artemisinin-Kombinationspraparate) ein Abfall der P.
falciparum Infektionen und ein Anstieg der P. vivax Infektionen beobachtet wurde.
Das einzige von der WHO empfohlene Medikament gegen Hypnozoiten,
persistierende Ruhestadien von P. vivax in der Leber, und die dadurch bedingten
Malariarezidive ist das 8-Aminoquinolon Primaquin (PQ). Zusatzlich ist PQ
wirksam gegen reife P. falciparum Gametozyten und wird in Regionen mit ACT-
Resistenzen empfohlen, um die Ausbreitung resistenter Stimme zu verhindern.
Leider ist der Gebrauch von Primaquin aufgrund schwerer Nebenwirkungen bei
einem vorliegenden G6PD-Mangel eingeschrankt. Eine durch PQ verursachte akute
hamolytische Andmie bei G6PD-Mangel kann zu akutem Nierenversagen und bei
klinisch unzureichendem Management sogar zum Tode fiihren. Die Therapie mit
PQ gestaltet sich somit schwierig, wenn der G6PD-Status der zu behandelten
Patienten nicht bekannt ist. Eine Enzymaktivitats-Testung der G6PD vor PQ-
Therapie ist essentiell.

Die vorliegende Studie zeigt die weltweit ersten spektrophotometrischen sowie
geno-und phanotypischen Daten zur Pravalenzbestimmung des G6PD-Mangels in

der Region Jimma, im Oromiyastaat im Siid-Westlichen Athiopien.
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Die Testung der Enzymaktivitat erfolgte mittels des Goldstandards
Spektrophotometrie und des Schnelltests BinaxNOW® G6PD (Alere Inc., Main,
USA). Von Mai bis Juni 2014 wurden in der Region Jimma insgesamt 206
Studienteilnehmer rekrutiert. 3 Teilnehmer (1,4%) prasentierten Werte unterhalb
des als normal definierten Bereichs (<4,6 U/g Hb entsprechend 75,4%
Enzymaktivitat), innerhalb der Studiengruppe wurde jedoch keine Enzymaktivitat
unter 10% (=schwer) oder unter 60% (=moderater Mangel) festgestellt. Der am
niedrigsten gemessene Wert betrug 4,3 U/g Hb, der einer Enzymaktivitidt von 70,5%
entspricht. Es zeigten insgesamt 11 Teilnehmer (15,3%) eine Enzymaktivitat von
70-80%. Drei dieser Studienteilnehmer waren weiblichen Geschlechts.

Es erfolgte die Sequenzierung des g6pd Gens bei 34 Studienteilnehmern, basierend
auf niedrig gemessenen Enzymaktivititen in der Spektrophotometrie. Die
Genotypisierung des gépd Gens offenbarte zwei Mutationen. Die G6PD-A+
Mutation (A376G) wurde in einem mannlichen Teilnehmer gefunden (2,9%). Die
Enzymaktivitat betrug 4,3 U/g Hb (70,5%). Die zweite Mutation, die gefunden
wurde, ist eine Substitution G445A. Die Enzymaktivitit des mannlichen
Teilnehmers betrug 4,6 U/g Hb (75,4%). Das zusatzlich durchgefiihrte Screening
auf Himoglobinopathien und asymptomatische Parasitamien war negativ.
Aufgrund der kleinen Stichprobengréfle in Kombination mit der nicht
vorhandenen Pravalenz des Mangels in der Studiengruppe, war eine Evaluation des
Schnelltests nicht moglich. Die falsch positive Rate betrug 0%. Eine
Unterscheidung zwischen leicht verminderter und normaler Enzymaktivitat war
nicht moglich. Die Vergleichsproben mit einem schweren Enzym-Mangel (<10%)
wurden vom Test jedoch als richtig positiv erkannt.

Nach den Empfehlungen der WHO diirfte im vorgestellten Patientenkollektiv die
therapeutische Anwendung von PQ sicher sein und sollte in Kombination mit einer
Enzym-Testung bei vivax Malaria unterstiitzt werden. Ein generelles Screening
erscheint fiir die Population unnotig. Die oben genannten Ergebnisse konnen dazu
beitragen neue Behandlungsstrategien zu entwickeln, welche die Behandlung der

Malaria sowie die Elimination der Malaria-Ubertragung im Studiengebiet
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beschleunigen konnen. Ein valider G6PD-Schnelltest im Feld konnte das Stellen
einer Diagnose, insbesondere vor Primaquintherapie, vereinfachen
beziehungsweise vielerorts erst moglich machen. Die Studienteilnehmer erhielten
eine G6PD-Karte, auf welcher ihr Enzym-Status vermerkt wurde und diesbeziiglich

eine ausfiihrliche Aufklarung.
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11. Anhang

11.1 Verwendete Fragebogen

Day 0 (Recruitment)

Health Centre: Date: / /

Patient: ID No:

Address/mobile number:

Did the subject/or subject’s representative sign the inform consent form?

o Yes o No - Do not proceed!

Age: (years) !!! >4 years !!!

Sex: m] male [] o female [

Origin: i city O o rural

Temperature (°C): Weigth (kg):

Medical history:

Any symptoms o No If yes, please specify modality Onset of symptoms
Fever (°C) (Exclusion criteria!)

Shivering o mild O moderate O severe

Headache o mild O moderate O severe

Nausea o mild O moderate O severe

Diarrhoea o mild O moderate O severe

Abdominal pain o mild o moderate O severe

Others (please specify) o mild o moderate O severe

Any symptoms for malaria? o Yes (2 Exclusion) O No

If yes, immediate referral to health centre or Jimma university hospital.

Is the female subject pregnant or breastfeeding? m] Yes m] No
Does the patient have any known illnesses? o Yes i No
If yes please mention in subject’s history above.

Does the subject have any allergies? o Yes i No
If yes please mention in subject’s history above.

Does the subject remember an episode of haemolysis? O Yes m] No

If yes please mention in subject’s history above.
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Page 2 (Recruitment)

Does the subject remember side effects after drug intake? o Yes O No
Which drugs?
Did the subject ever receive blood transfusion? O Yes ul No
Why?
Does the subject currently take any medicine regularly? o Yes O No
If yes please mention: (Why? Check medical history)
Laboratory Work
EDTA blood taken O Yes
Next appointment
Date  / /  Time: /[
Date, Place Researcher’s Name, Signature

Thank you!
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Laboratory Results Day 0

Health Centre: Date: / /

ID No:

Haemoglobin measured? o Yes

Haemoglobin Results (mg/dl) o Normal o Abnormal (see age scale)

- Iron supplementation

Filter papers prepared (6 x 15 uL)? o Yes
Thin and thick smear prepared? o Yes
Rapid Test GOPD-Enzyme Activity: O Normal o Deficient

Rapid Test Malaria: 0 negative []O positive if positive, species:

Filter papers packed and frozen? o Yes

Thin and thick smear:

O negative Clo positive (/uL: Species:

Gametocytes seen? | No | Yes (/uL:

If malaria positive:

Patient informed and referred for treatment? O Yes O No
Date, Place Researcher’s Name, Signature
Thank you!
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Visit 2 (Follow-up)

Health Centre: Date: / /
Patient: ID No:

Address:

Had the subject a positive malaria test at day 0? mi No | Yes

If yes (> Proceed with CRF “Malaria patient follow-up”)

G6PD-Enzyme Activity: mi Normal o Deficient

G6PD Card given mi Yes o No

G6PD Information given O Yes o No

Date, Place Researcher’s Name, Signature
Thank you!
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Malaria Patient Follow-up

Health Centre: Date: / /
Patient: ID No:

Had the subject a positive malaria test at day 0? m] No m] Yes
Rapid Test Malaria

O negative o positive if positive, species:

Thin and thick smear:

O negative o positive (/uL: Species:
Patient already treated against malaria? o Yes o No
Drug:

If no, referral to health centre or Jimma university hospital for malaria treatment!

Patient history since day 0:

Symptoms NO If yes, please specify modality Onset/end of Causality (1=related,

since day 0 symptoms 2=probable 3=possible,
4=unrelated)

Fever °C) ol o2 o3 o4

Shivering o mild 0 moderate O severe ol o2 o3 o4

Headache o mild O moderate O severe ol o2 o3 o4

Nausea o mild O moderate 0O severe ol o2 o3 o4

Diarrhea o mild O moderate 0O severe ol o2 o3 o4

Abdominal o mild 0 moderate O severe ol o2 o3 o4

pain

Others o mild O moderate 0O severe ol o2 o3 o4

(specify)

Any symptoms for malaria or other acute diseases now? mi Yes o No

If yes, immediate referral to health centre or Jimma university hospital!
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Page 2 malaria patient follow-up

G6PD-Enzyme Activity: u] Normal u] Deficient
G6PD Card given m] Yes u] No
G6PD Information given i Yes mi No
Indication for primaquine? m] Yes* m] No

*Plasmodium vivax or P. ovale infection
Contraindication for primaquine i No mi Yes (> No primaquine!!!)*

YPregnancy, lactation, age < 4 years, G6PD deficiency, known allergy against primaquine

Treatment
Primaquine given? m] Yes m] No
(0.5 mg/kg KG once daily for 14 days given)

This treatment has to be combined with the standard chloroquine therapy.

Date, Place Researcher’s Name, Signature

Thank you!
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Drop Out Form

Health Centre: Date:

Patient: ID No:

- Screening Failure

Reason:

- Lost to Follow-up:

Explanation:-

- Withdrawal:

Reason:-

- Protocol violation:

Explanation:-

Date, Place Researcher’s Name, Signature

Thank you!
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11.2 Einverstindniserklirungen mit Aufklarung

INFORMED CONSENT FORM - G6PD Study in Jimma Area - Adults

Oromiya Region Health Bureau
Jimma Zone Health Bureau
Jimma University

University of Munich

Dear Participant,

the University of Jimma and the University of Munich, Germany, are investigating a
hereditary disease called glucose-6-phosphate-dehydrogenase (G6PD) enzyme deficiency.
Depending on the type of deficiency that is caused by gene mutations in the g6pd gene, the
disease varies in severity from mild to severe with acute or chronic symptoms. Due to the
hereditary mode (X-chromosomal) males have more often severe symptoms.

The activity of this enzyme is impaired and severe haemolysis (destruction of red blood cells)
can occur. Destroyed red blood cells are processed in the liver. One of the end-products is
bilirubin, a yellowish substance that accumulates in the body — in the skin (jaundice) causing
itching and other organs as well as in the brain resulting in severe complications. Other signs
and symptoms are anaemia, difficulty to breath, headache, confusion, dizziness, also
weakness and fever. Haemolytic crises can end in death. This event can happen if certain
medication is given or special food is eaten and the low enzyme activity cannot be
compensated. Haemolytic crises can be prevented, if the disease is known and dangerous
drugs or food are avoided.

One of the drugs, that should not be administered, is primaquine. It is a very effective drug
for the treatment of malaria, especially in malaria caused by Plasmodium vivax. Relapses (a
new disease episode) can be prevented by primaquine but without G6PD testing, primaquine
cannot be recommended. Therefore, primaquine is not given in Jimma Zone at all.

With this study, we would like to change this situation and find those with G6PD enzyme
deficiency to take care of them. For those with normal enzyme function, primaquine treatment
can be recommended and introduced.

Procedures

If you agree that you take part in this study, we will take 2.7 ml of blood and we will fill out a
questionnaire together about your medical history.

Altogether 400 participants from Jimma and surrounding will be invited to participate in this
study.

G6PD enzyme activity is tested with a rapid test and by gold standard method so called
spectrophotometry. The results will be communicated to you in the following days. You will
receive a written confirmation that you were tested and your enzyme status will be noted. If
your enzyme activity is impaired, you will receive a G6PD Card where all dangerous drugs
are listed. In any future admission, you should inform your doctor and present this card to
avoid severe side effects caused by drugs.
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Other tests will be at recruitment:
- Rapid diagnostic test for malaria
- Blood slide for malaria parasites
- Haemoglobin measurement
- Pregnancy test in women before treatment
- Molecular test for gametocytes (malaria parasites responsible for transmission)
- Gene mutation testing (performed in Munich, Germany, scientific research project)

In any case of malaria, you will be treated with the standard prescribed dose of artemether-
lumefantrine or chloroquine depending on the malaria species. Plasmodium vivax malaria will
be treated with chloroquine and primaquine if G6PD enzyme deficiency and pregnancy is
excluded. You can have a so called asymptomatic malaria (parasites in blood without any
symptoms), that should be treated to avoid any symptoms if parasite density increases and to
stop transmission of malaria.

If you had parasites in blood and were treated, we will check haemoglobin and malaria at
second visit by finger prick (10 pl).

In case of anaemia (low red blood cell count), we will give you iron supplementation. If
anaemia is severe, we will refer you to the hospital for further examinations.

To investigate the different mutations that cause enzyme deficiency, we will spot some drops
of blood on filter paper and transfer it to the Ludwig-Maximilians-University (LMU) in
Germany, a partner of the Jimma University. The g6pd gene will be examined for known and
unknown mutations in the LMU laboratory and compared to other gépd genes world-wide.
This will help to understand the origin and type of enzyme deficiency in your population.

Risks and discomfort

We will check your blood by venous blood puncture. This might cause some discomfort
during blood drawing. The injection site will be carefully disinfected, the risk of local or
systemic infection is therefore minimized but not totally excluded.

All malaria drugs used in this study are known and on the market for a long time, side effects
are usually mild to moderate if any.

Benefits

If you agree to participate in this study, you will be informed about your G6PD enzyme
deficiency status. You will be examined and treated free of charge for a potential malaria
disease and anaemia.

The result of this research will elucidate the situation concerning G6PD deficiency in your
society and help to find those vulnerable for certain drugs. Severe side effects like haemolytic
crisis shall be avoided. On the other hand, primaquine shall be introduced as effective drug
against Plasmodium vivax malaria to minimize recurring malaria episodes.

Date Safety, Confidentiality, Ethics

Your personal data will be handled confidentially. If you have any question about this study,
we will be glad to tell you more. The participation is voluntary and you can refuse to take part
in this study at any time and for any reason. If you begin this study, but decide to quit later,
you will not face any disadvantage.
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The blood samples will only be used for the intended research, but not for any other purpose.
Samples and data will be analysed in Jimma University and in the tropical institute in
Munich, Germany, considering your personal rights and the data privacy laws in Germany.

All information given by you and all tests results will be kept strictly confidential and
officially belong to the university of Jimma. In case of your withdrawal, all data and samples

will be destroyed without further analysis.

This study has been approved by the Ethical Clearance Committee of Jimma University.

Dear Participant,
We thank you for your cooperation. We would like to ask you to agree and take part in the
study by giving the following declaration.

= [ have been given detailed information about this study

= | had the opportunity to discuss any question with the researchers
= [ understand that my participation in study is voluntary

= [ agree to take part in this study by signing this consent form

Name of the participant ID No.
Date Date Date
Signature of the participant Signature of Witness Signature of Researcher
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11.3 G6PD-Ausweis

11.3.1 Englisch

Glucose-6-phospatdehydrogenase
(G6PD) Enzyme Deficiency Card

Name:

Birth date:

Address:

The above named person has a G6PD enzyme deficiency of
%.

This means a moderate/severe enzyme deficiency, most

probably with an African variant. It was tested at Jimma
University Hospital on

G6PD enzyme deficiency is an inherited disease of the red
blood cell. It is not infectious but can be dangerous for the
patient if certain drugs are administered. Those drugs can
cause life-threatening haemolyses (destruction of red blood
cells). Depending on the gene mutation (African, Asian,
Mediterranean variant), some of the drugs are more or less
dangerous. Information about the mutation can be given 3
months after enzyme testing at the Jimma University Hospital
by Dr. Sintayehu Fekadu.

The following drugs should not be given (high risk):

Acetanilide (acetanilid) CgHg N O
Nitrofurantoin C8 H6 N4 O5
O-Acetylsalicylic Acid (acetylsalicylic acid) C9 H8 O4

Oxidase, Urate (urate oxidase)

Pamaquine C42 H45 N3 O7
Pentaquine C18 H27 N3 O
Phenacetin (acetophenetidin) C10 H13 N 02
Phenazopyridine C11 H11 N5
Phynylhydrazine C6 H8 N2
Primaquine C15H21 N3 O
Probenecid C13 H19NO4 S

Stibophen (2-(2-Oxido-3,5-
Disulphonatophenoxy)-
1,3,2,Benzodioxastibole-4-6-Disulphonate)
Sulfacetamide
Sulfadimidine
Sulfafurazole (sulfafurazone, sulfisoxazole)
Sulfamethoxazole
Sulfanilamide (Sulphanilamide)
Sulfapyridine
Sulfasalazine, Salazosulfapyridine
(salazopyrin)
Thiazosulfone (thiazolesulfone)
Tolonium Chloride, Tolonium Chloride
(toluidine blue)
Trinitrotoluene (2,4,6-Trinitrotoluene)
Following drugs are low risk drugs:
« Acetaminophen (paracetamol, Tylenol, Tralgon)
* Acetophenetidin (phenacetin)
* Aminopyrine (Pyramidon, amidopyrine)
* Antazoline (Antistine)

C8H10N203 S
C12H14 N4 02 S
C11H13N3 03 S
C10H11N3 03 S
C6H8N202S

C11H11N302S

C18 H14 N4 05 S
C9 H9 N3 02 S2

C15H16 CIN3 S

C7 H5 N3 O6

C12 H4 Na5 016 S4 Sb

Acetylphenylhydrazine (2-
Phynylacetohydrazide)
Aldesulfone sodium (sulfoxone)
Arsine

Beta-Naphthol (2-Naphthol)
Chloramphenicol

Chloroquine

Ciprofloxacin

Dapsone (diaphenylsulfone)
Dimercaprol

Doxorubicin

Furazolidone

Glibenclamide

Glucosulfone (glucosulfone sodium)
Isobutyl Nitrite

Menadiol Sodium Sulfate (Vitamin k4
sodium sulfate)

Menadione (menaphtone)

Menadione sodium Bisulfite (Vitamin K3
sodium bisulfite)

Mepacrine (Quinacrine)

Mesalazine - 5-Aminosalicylic Acid
(paraminosalicylic acid)

metamizole

Methyltioninium Chloride (methylene blue)
Nalidixic Acid

Naphtalene, Pure (naphtalin)

Niridazole

Nitrofural (nitrofurazone)

Antipyrine
Ascorbic acid (vitamin C)
Benzhexol (Artane)

o o o

Chloroquine

Colchicine

Diphenhydramine (Benadryl)
Isoniazid

L-Dopa

e o o o o o o o

Menapthone
p-Aminobenzoic acid
Phenylbutazone
Phenytoin

Probenecid (Benemid)

Pyrimethamine (Daraprim)
Quinidine

Quinine

Streptomycin

Sulfacytine

Sulfadiazine

Sulfaguanidine

Sulfamerazine
Sulfamethoxypyridazine (Kynex)
Sulfisoxazole (Gantrisin)
Trimethoprim

Tripelennamine (pyribenzamine)
* Vitamin K

e o o o o o o o
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C11 H8 Na2 08 S2
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C13H16N3Na0O4S
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Chloramphenicol [high risk for Mediterranean/Asian variants]
Chlorguanidine (Proguanil, Paludrine)

Menadione sodium bisulfite (Hykinone)

Procain amide hydrochlonde (Pronestyl)



11.3.2 Oromo

Kaardii hirrina inzaayimii Giluukoos-6-fosfeeti diihayidiroojineesii (G-6-FD)

Magaa:

Guyyaa dhalootaa:

Teessoo:

Namichi/ttiin maqaan isaa/shee kanaa olitti caqasame/te kun hirrina G-6-FD %
gaba/di. Kana jechuunis hirrina giddugaleessa ykn cimaa inzaayimichaa, garaa-garummaa
Afiriikummaa ta’uu ni mala. Qorannoon kun hospitaala yuniversiitii Jimmaatti guyyaa

hojjetame.

Hirrinnni inzaayimii G-6-FD kun gosaan dhalootaa gara dhalootaatti kan darbu ta’ee dhukkuba
seelii dhiiga diimaa ti. Dhukkuba ilbiisota ijaan hin argamneen kan daddarbu utuu hin ta’in
dhukkubsattoonni yeroo qorichaalee tokko tokko fudhatanu kan cimuu danda’uudha.
Korichootni kun seelii dhiiga diimaa barbadeessuudhaan hanga lubbuu baasuutti deemuu
danda’u. Addaddummaa idda dhalootaatiin (Afiriikaa, Eeziyaa, Meditaraaniyaan, kkf)
qorichootiin murtaa’ani miidhaa cimaa ykn laafaa ta’uu ni danda’u.

Odeeffannoon dhukkuba kanaa qorannoo inzaayimii godhatanii ji’a 3n booda hospitaala
Yunivarsiitii Jimmaatti Dr. Sintaayyoo Figaaduutiin kennamuu ni danda’a.

Qorichootni kanaan gaditti cagasaman rakkina cimaa waan huumaniif kennamuu hin gabanu.

Asitaaniilamaayid (asitaaniliid) C8HINO
Asetiilfeniilhayidiraziin(2- C8HION2 O
Feniilasetohayidraazaayid)

Aldeesalfoon soodiyeem (salfoksoon) C14 H14 N2 Na, 06 S3
Arsiin As-Hj;
Beettaa-naaftool (2-naaftool) Cio HsO
Kilooraamfenikool C11 H12 C12 N2 O5
Kilorokiin C18 H26 CI N3
Sippiroofiloksaasiin C17 H18 F N3 O3
Dapsoon (diyafenylsalfoon) C12HI2N202S
Dayimerkappirool C3H8 0O S2
Doksoruubisiin C27H29NO11
Fuuraazoliidoon C8 H7 N3 O5
Gilibenkilaamaayid C32H28 CIN3 O5 S
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Gilukosalfoon (gilukosalfoon soodiyeem)
Ayisobutiilnaayitiraayit

Menadiyol sodiyeem salfeet (vaayitamin k4
soodiyeem salfeet)

Meppaakiriin (kuyinaakiriin)
Meesaalaaziin-5-amiinoosalisiliik asiid
(paaraamiinoosalisiliik asiid)

Metaamizool

Meetiiltiyooniyeem kilooraayid (meetiliin
biluu)

Nalidiksiik asiid

Naftaaliin

Niridaazool

Nayitiroofural (nayitiroofuraazoon)
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11.4. Bekannte Mutationen

Abb. 16: Abbildung der 186 Mutationen aus Minucci et al. 2012 [24]

Coding region substitutions.

1. Single missense mutations

Mutation name cDNA nucleotide gDNA Codon  Amino acid Exon Class Secondary structural Origin's Conservation Endonuclease
substitution nucleotide substitution element/3D position country scores digestion
position
No name 25C>T 25 9 Arg>Trp 2 NR*  Pre pA 1-31 Singapore 021 Mspl
site abolished
Sinnai 34G->T 34 12 Val->Leu 2 mn Pre pA 1-31 Italy 0.044 Bsrl
site created
Lages 40G->A 40 14 Gly->Arg 2 i Pre pA 1-31 South America  0.089 HpyCH4V
site created
Gaohe 95A->G 95 32 His->Arg 2 i PA 32-37 Chinese 0328 No site
Gidra 110T>C 110 37 Met->Thr 2 NR A 32-37 Chinese 0.654 No site
Rignano 130G>A 9987 44 Ala>Thr 3 i oa 42-57 Italy 0752 Haelll
NAPD binding site site abolished
38-44
Orissa 131¢->G 9988 44 Ala->Gly 3 mn «a 42-57 India, Italy 0.752 Haelll
NAP binding site site abolished
38-44
Aures 143T->C 10000 48 lle->Thr 3 i oa 42-57 Algeria, Tunisia ~ 0.569 Dpnl
site abolished
Kambos 148C->T 10005 50 Pro->Ser 3 i oa 42-57 Cyprus 0.865 No site
Kozukata 159G->C 10111 53 Trp->Cys 4 I oa 42-57 China 0.607 No site
Kamogawa 169C->T 10121 57 Arg->Trp 4 I oa 42-57 China 0.449 No site
Palestrina 170G>A 10122 57 Arg>Glu 4 i oa 42-57 Italy 0.449 No site
Metaponto 172G->A 10124 58 Asp->Asn 4 mn «a 3B loop Italy 0.42 BspEl
56-64 site created
Costanzo 179T>C 10131 60 Leu>Pro 4 n w«a-{3B loop Italy 0.338 No site
56-64
Amazonia 185C->A 10137 62 Pro->His 4 1l «a-(3B loop 56-64 Brazil 0.466 Haelll
site abolished
Musashino 185C->T 10137 62 Pro->Leu 4 mn w«a-(3B loop 56-64 Japan 0.466 Taql
site created
Songklanagarind 196T->A 10148 66 Phe->lle 4 I B 65-71 Thailand 0371 Msll site created
Asahi 202G->A 10154 68 Val->Met 4 mn B 65-71 China 0.391 Nialll
site abolished
Namouru 208T->C 10160 70 Tyr->His 4 i B 65-71 Vanuatu 0.464 Nialll
Archipelago site created
Murcia Oristano 209A->G 10161 70 Tyr->Cys 4 mn B 65-71 Spain, Italy 0.464 Bsp12861
site created
Swansea 2241->C 10176 75 Leu->Pro 4 I B-ab loop 72-76 Wales, GB 0.441 No site
Ube Konan 241C->T 10193 81 Arg->Cys 4 m ob77-89 Japan, Italy 0514 Acil
site abolished
Lagosanto 242G->A 10194 81 Arg->His 4 m ob77-89 Italy 0514 No site
Guangzhou 274C->T 10775 92 Pro->Ser 5 mn ab-ab’ loop China 0.226 Ddel
90-92 site created
Hammersmith 323T->A 10824 108 Val->Glu 5 mn pC 105-109 GB, Mauritius 0.388 No site
Sa0 Borja 337G->A 10838 13 Asp->Asn 5 IV pCacloop Brazil 0,569 No site
110-114
Bao Loc 352T>C 10853 118 Tyr>His 5 II ac 115-132 Vietnam 0.749 No site
A 376A->G 10877 126 Asn->Asp 5 M- «c115-132 Africa 0397 Fokl
v Mediterranean site created
Salerno Pyrgos 383T>G 10884 128 Leu>Arg 5 i oc 115-132 Italy, Greek 0342 No site
Vanua Lava 383T->C 10884 128 Leu->Pro 5 1l ac 115-132 Southwestern 0.342 Mnll site
Pacific abolished

1. Single missense mutations

Mutation name DNA nucleotide gDNA Codon Amino acid Exon Class Secondary structural Origin's Conservation Endonuclease
substitution nucleotide substitution element/3D position country scores. digestion
position
Quing Yan 392G->T 10893 131 Gly->Val 5 i ac 115-132 China 0.21 Dralll
site created
Cairo 404A->C 10905 135 Asn->Thr 5 NR  «c-pD loop Egypt 0501 No site
133-136
Valladolid 406C->T 10907 136 Arg->Cys 5 I 3D 136-140 Spain 0551 Acil
site abolished
Belem 409C->T 10910 137 Leu->Phe 5 I 3D 136-140 Brazil 0615 No site
Liuzhou 442G->A 10943 148 Glu->Lys 5 I ad 144-156 China 0.369 No site
Tlesha 466G->A 10967 156 Glu->Lys 5 i ad 144-156 Africa 0.393 Hinfl
site abolished
Shenzen 473G>A 10974 158 Cys>Tyr 5 I «d-PE loop 157-164 China 0.376 No site
Gond 477G>C 10978 159 Met>lle 5 NR  «d-BE loop India 0513 No site
157-164
Mahidol 487G->A 11658 163 Gly->Ser 6 m ad-BE loop South East Asia 0329 Alul
157-164 site created
Plymouth 488G->A 11659 163 Gly->Asp 6 1 ad-pE loop GB 0329 Bsrl
157-164 site created
Taipei “Chinese-3" 493A->G 11664 165 Asn->Asp 6 1 [E 165-169 China 0483 Avall
site created
Toledo 496C>T 11667 166 Arg>Cys 6 I PPE 165-169 France 0.946 Acil
site abolished
Naone 497G->A 11668 166 Arg->His 6 I [PE 165-169 Southwestern 0.946 Acil
Pacific site abolished
Volendam 514C->T 11685 172 Pro->Ser 6 I PE-ae loop Holland 1 No site
170-176
Nankang 517T->C 11688 173 Phe->Leu 6 i PE-ae loop China, 0.774 Aval
170-176 Malaysia site created
Miaoli 519C->G 11690 173 Phe->Leu 6 [I PE-ae loop China 0.774 Styl
170-176 site created
Shinshu 527A->G 11698 176 Asp->Gly 6 I BE-ce loop Japan 0.754 Haelll
170-176 site created
Chikugo 535A->T 11706 179 Ser->Cys 6 I ae 177-190 Japan 0.734 Alul
site abolished
Malaga 542A->T 11713 181 Asp->Val 6 m ae 177-190 Spain 0.407 Ahdl
site abolished
Mediterranean Dallas, 563C->T 11734 188 Ser->Phe 6 I ae 177-190 Mediterranean  0.372 MBoll
Panama, “Sassari” site created
Pedoplis-Ckaro 573C>G 11744 191 Phe>Leu 6 I BF 191-205 Georgia 0.688 No site
Coimbra Shunde 592C->T 11763 198 Arg->Cys 6 [I PF 191-205 India, 0.932 Acil
substrate binding site Portugal site abolished
198-205 Malaysa
Nilgiri 593G>A 11764 198 Arg>His 6 I [pF 191-205 India 0932 Acil
substrate binding site site abolished
198-205
Santiago 593G->C 11764 198 Arg->Pro 6 I [3F 191-205 substrate binding ~ Chile 0.932 Becl site created
site 198-205
Dagua 595A->G 11766 199 lle>Val 6 NR  PF 191-205 New Guinea 0.96 BstUl
substrate binding site site created
198-205
Sibari 634A->G 11805 212 Met->Val 6 m of 206-215 Italy 0.533 Nialll
site abolished
Minnesota, Marion, 637G->T 11808 213 Val->Leu 6 I of 206-215 USA 0.543 No site

Gastonia, LeJeune
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Harilaou 648T->G 11996 216 Phe->Leu 7 1 ag 216-222 Greek 0.924 Haelll
site created
Radlowo 679C->T 12027 227 Arg->Trp 7 n ag-P3G loop 223-231 Poland 0.571 Hapll site abolished
Mexico City 680G->A 12028 227 Arg->Gln 7 I ag-PG loop 223-231 Mexico 0571 Hapll
site abolished
Asahikawa 695G->A 12043 232 Cys->Tyr 7 1 PG 232-238 Japan 0476 No site
Nanning 703C->T 12051 235 Leu->Phe 7 1 PG 232-238 China 0752 No site
Durham 713A->G 12061 238 Lys->Arg 7 1 PG 232-238 USA 0478 No site
Wayne 769C->G 12117 257 Arg->Gly 7 1 i 255-272 USA 0915 Hapll
site abolished
Aveiro 806G->A 12519 269 Cys->Tyr 8 1 i 255-272 Portugal 0.504 No site
Roubaix 811G>C 12524 271 Val>Leu 8 n i 255-272 France 0563 No site
Cleveland Corum 820G->A 12533 274 Glu->Lys 8 1 i-aj loop 273-281 USA, Turkey 0.792 MBoll
site created
Lille 821A>T 12534 274 Glu>Val 8 1 «i-aj loop 273-281 France 0792 Hphl
site created
Bangkok 825G>C 12538 275 Lys>Asn 8 1 «i-aj loop 273-281 China 0431 Faul
site created
Sugao 826C->T 12539 276 Pro->Ser 8 1 ai-aj loop 273-281 Japan 0975 No site
La Jolla 832T->C 12545 278 Ser->Pro 8 1 i-aj loop 273-281 USA 0517 Mnll
site abolished
Wexham 833C->T 12546 278 Ser->Phe 8 1 «i-aj loop 273-281 GB 0517 Mnll
site abolished
Chinese-1 835A->T 12548 279 Thr->Ser 8 11 «i-cj loop 273-281 China 0414 Mnll
site created
Haikou 835A->G 12548 279 Thr->Ala 8 n «i-aj loop 273-281 China 0414 Acil
site created
Bajo Maumere 844G->T 12557 282 Asp->Tyr 8 I «j282-292 Japan 0619 Ndel
(Indonesia) site created
Seattle, Lodi, Modena, 844G->C 12557 282 Asp->His 8 m j 282-292 USA, Italy 0619 Ddel
Ferrara II, Athens-like site abolished
Mizushima 848A>G 12561 283 Asp>Gly 8 n «j 281-292 Japan 0511 Zral
site abolished
Papua 849C->A 12562 283 Asp->Glu 8 NR  «j 282-292 New Guinea 0511 Aatll
site abolished
Piotrkow 851T>C 12564 284 Val>Ala 8 1 «j 281-292 Poland 0.713 Aatll
site abolished
Osaka 853C->T 12566 285 Arg->Cys 8 n «j 282-292 Japan 0.791 No site
Montalbano 854G->A 12567 285 Arg->His 8 m «j 282-292 Italy 0791 Nialll
site created
Viangchan, Jammu 871G->A 13031 291 Val->Met 9 ] ) 282-292 China 0.844 Hpy188Ill
site created
West Virginia 910G->T 13070 303 Val->Phe 9 1 ak 300-303 USA 0.525 Avall
site abolished
Seoul 916G->A 13076 306 Gly->Ser 9 n [3H 304-310 China 0873 Ddel
site created
Omiya 921G->C 13081 307 Gln->His 9 1 [3H 304-310 NR 0.927 Rsal
site abolished
Ludhiana 929G->A 13089 310 Gly->Glu 9 n 3H 304-310 India 0441 Nlalv
site abolished
Kalyan-Kerala, 949G->A 13109 317 Glu->Lys 9 I pH-piloop India 0299 No site
Jamnaga, Rohini 311-336
Manhattan 962G->A 13122 321 Gly->Glu 9 1 PH-pi loop USA 0.530 Kpnl
311-336 site abolished
Rehevot 964T->C 13124 322 Tyr->His 9 1 PBH-PI loop 311-336 Africa 0.880 Kpnl site abolished
Farroupilha 977C->A 13137 326 Pro->His 9 /Il BH-pI loop South America  0.401 Dralll
311-336 site created
Insuli 989G->A 13149 330 Arg->His 9 \2 PH-PI loop 311-336 India 0.338 BstUI site abolished
1. Single missense mutations
Mutation name CDNA nucleotide gDNA Codon  Amino acid Exon Class Secondary structural Origin's Conservation  Endonuclease
substitution nucleotide substitution element/3D position country scores digestion
position
Chatham 1003G->A 13163 335 Ala->Thr 9 1 PH-pI loop Italy, Asia, Africa 0.5 Acil
311-336 site abolished
Fushan 1004C->A 13164 335 Ala->Asp 9 1l BH-Plloop China 05 Begl
311-336 site abolished
Torun 1006A->G 13166 336 Thr->Ala 9 I PH-pI loop Polish 1 Acil
311-336 site created
Chinese-5 1024C->T 13184 342 Leu->Phe 9 i [p1337-342 China 0.527 Mnll
site abolished
Mira d'Aire 1048G->C 13208 350 Asp->His 9 v PI-p] loop Portugal 0428 Nialll
343-353 site created
Partenope 1052G->T 13351 351 Gly->Val 10 01 PI-pJloop Italy 0951 No site
343-353
dimer interface domain
lerapetra 1057C->T 13356 353 Pro->Ser 10 1 Pl-p) loop Greece 1 No site
343-353
dimer interface domain
Iwatsuki 1081G->A 13380 361 Ala->Thr 10 1 (3J-pK loop Japan 0561 Haelll
360-365 site abolished
dimer interface domain
Serres 1082C->T 13381 361 Ala->Val 10 1 {J-PK loop Greece 0561 Avall
360-365 site created
dimer interface domain
Aachen 1089C->G 13388 363 Asn->Lys 10 1 [3J-BK loop Germany 0457 No site
360-365
dimer interface domain
Loma Linda 1089C->A 13388 363 Asn->Lys 10 I [J-PK loop USA 0457 No site
360-365
dimer interface domain
Tenri 1096A->G 13395 366 Lys->Glu 10 I PK 366-373 Japan 0.362 BstUl
dimer interface domain site created
Montpellier 1132G>A 13431 378 Gly>Ser 10 I PK-PL loop France 0.352 Mscl
374-388 site created
dimer interface domain
Calvo Mackenna 1138A->G 13437 380 Tle->Val 10 I PK-PL loop USA 0533 Aadll
374-388 site created
dimer interface domain
Riley 1139T->C 13438 380 lle->Thr 10 I PK-PL loop USA 0.533 Mboll
374-388 site abolished
dimer interface domain
Olomouc 1141T->C 13440 381 Phe->Leu 10 1 (K-pL loop 374-388 Czech Republic ~ 0.78 Fokl
dimer interface domain site created
Tomah 1153T->C 13452 385 Cys->Arg 10 1 (K-pL loop 374-388 dimer  USA, Spain 0301 FnudHl site created
interface domain
Lynwood 1154G->T 13453 385 Cys->Phe 10 I PK-PL loop 374-388 USA 0.301 Brsl
dimer interface domain site abolished
Madrid 1155C->G 13454 385 Cys->Trp 10 I PK-PL loop 374-388 Spain 0.301 HpyCH4V
dimer interface domain site abolished
lowa, Walter Reed, 1156A->G 13455 386 Lys->Glu 10 I PK-PL loop 374-388 USA, GB 0311 No site
Springfield dimer interface domain
Guadalajara 1159C->T 13458 387 Arg->Cys 10 I PK-PL loop 374-388 Mexico, USA, 0417 Hhal
dimer interface domain India, Japan site abolished
Beverly Hills, Genova, Iwate, 1160G->A 13459 387 Arg->His 10 I PK-PL loop 374-388 Italy, Usa, Japan  0.417 Hlal
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Hartford 1162A->G 13461 388 Asn->Asp 10 1 PK-PL loop 374-388 USA 0.867 BstUl
dimer interface domain site created
Praha 1166A->G 13465 389 Glu->Gly 10 1 L 389-395 Czech Republic ~ 0.432 Alul
dimer interface domain site abolished
Krakow 1175T>C 13468 392 lle>Thr 10 1 3L 389-395 Poland 0.647 Mbol
dimer interface domain site abolished
Wisconsin 1177C¢->G 13476 393 Arg->Gly 10 1 3L 389-395 USA 0.749 Acil
dimer interface domain site abolished
Nashville, Anaheim, Portici  1178G->A 13447 393 Arg->His 10 1 L 389-395 dimer interface USA, Italy, 0.749 BstUl
domain Portugal site abolished
Alhambra 1180G->C 13479 394 Val->Leu 10 1 3L 389-395 Sweden, Finland  0.633 Pstl
dimer interface domain site created
Bari 1187C->T 13486 396 Pro->Leu 10 1 BL-BM loop 396-398 Italy 0.92 Alul
dimer interface domain site created
Puerto Limon 1192G->A 13491 398 Glu->Lys 10 1 BL-BM loop 396-398 Costa Rica 0.831 Mnll
dimer interface domain site abolished
Anadia 1193A->G 13492 398 Glu->Gly 0 0 PL-BM loop 396-398 Portugal 0.831 Mnll
dimer interface domain site abolished
Covao do Lobo 1205C>A 13504 402 Thr>Asn 10 1 M 399-407 Portugal 06 No site
dimer interface domain
Clinic 1215G->A 13514 405 Met->lle 10 1 M 399-407 Spain, France 0.408 No site
dimer interface domain
Abeno 1220A->C 13519 407 Lys->Thr 10 0 M 399-407 Japan 0.868 No site
dimer interface domain
Utrecht 1225C->T 13524 409 Pro->Ser 10 1 M-N loop Holland 0.785 Mspl
408-414 site abolished
dimer interface domain
Suwalki 1226C->G 13525 409 Pro->Arg 10 1 BM-{3N loop Poland 0.785 Mspl
408-414 site abolished
dimer interface domain
Japan, Shinagawa 1229G->A 13528 410 Gly->Asp 10 1 BM-PN loop 408-414 dimer ~ Japan, Israel 0773 Nil site abolished
interface domain
Kawasaki 1229G->C 13528 410 Gly->Ala 0 1 BM-pN loop Japan 0773 Haelll
408-414 site created
dimer interface domain
Riverside 1228G->T 13527 410 Gly->Cys 0 1 BM-{N loop Germany 0773 Mspl
408-414 site abolished
dimer interface domain
Munich 1231A->G 13530 411 Met->Val 10 1 (M-PN loop Germany 0419 Nlalll
408-414 site abolished
dimer interface domain
Tokyo, Fukushima 1246G->A 13545 416 Glu->Lys 10 I PN 415-423 Japan 0358 styl
dimer interface domain site created
Surabaya 1291G->A 13694 431 Val->Met n n al 426-432 Indonesia 0325 HpyCH4IV
site abolished
Sumare 1292T->G 13695 431 Val->Gly n 1 al 426-432 Brazil 0325 HpyCH4IV
site abolished
Pawnee 1316G->C 13719 439 Arg->Pro 11 n am 436-446 USA 0.72 Fatl
site created
Telti/Kobe 1318C->T 13741 440 Leu->Phe 11 1 am 436-446 Japan, 0.945 Acil
site abolished
Santiago de Cuba, Morioka 1339G->A 13742 447 Gly->Arg 11 1 am-an loop 447-454 Cuba 0913 Pstl
site created
S. Antioco 1342A->G 13745 448 Ser->Gly 11 n am-an loop 447-454 Italy 0.521 Haelll
site abolished
Cassano 1347G->C 13750 449 Gln->His 11 n am-an loop 447-454 Italy, Greece 0.535 Nlalll
site created
Harima 1358T->A 13761 453 Val->Glu 11 am-an loop 447-454 NR 0572
1. Single missense mutations
Mutation name ¢DNA nucleotide gDNA Codon  Amino acid Exon Class Secondary structural Origin's Conservation Endonuclease
substitution nucleotide substitution element/3D position country scores. digestion
position
Taql
site created
Andalus 1361G->A 13764 454 Arg->His 11 I am-an loop 447-454 Spain 0.681 Fspl
site abolished
Union,Maewo, Chinese-2,  1360C->T 13763 454 Arg->Cys 11 I am-an loop 447-454 Italy, Spain, 0.681 Fspl
Kalo China, Japan site abolished
Figuera da Foz 1366G->C 13874 456 Asp->His 12 1 an 455-473 Portugal 0813 BssSI
site created
Amiens 1367A>T 13875 456 Asp>Val 12 1 an 455-473 France 0813 Tagql
site cretaed
Canton, Taiwan-Hakka, 1376G->T 13884 459 Arg->Leu 12 n an 455-473 Japan, Italy 0.524 No site
Gifu-like, Agrigento-like
Cosenza 1376G->C 13884 459 Arg->Pro 12 n an 455-473 Italy 0.524 Ddel
site created
G6PDNice 1380G>C 13888 460 Glu>Asp 12 m an 455-473 France 0445 Haelll site abolished
‘Yunan 1381G->A 13889 461 Ala->Thr 12 NR  an455-473 China 0.681 Stul
site abolished
Flores 1387C->A 13895 463 Arg->Ser 12 n an 455-473 Portugal 0.488 No site
Kamiube, Keelung 1387C->T 13895 463 Arg->Cys 12 1 an 455-473 Japan 0488 No site
Kaiping, Anant, Dhon, 1388G->A 13896 463 Arg->His 12 n an 455-473 China 0.488 No site
Sapporo-like, Wosera
Neapolis 1400C->G 13908 467 Pro->Arg 12 m an 455-473 Italy 0.719 Btsl
site abolished
Laibin 1414A->C 13922 472 lle->Leu 12 NR  an455-473 China 0.397 Alul
site created
Split 1442C->G 13950 481 Pro->Arg 12 1 (30-ao loop Croatia 032 Acil
474-489 site created
Fukaya 1462G->A 14067 488 Gly->Ser 13 1 (30-ao loop Japan 0.798 Haelll
474-489 site abolished
NADP + structural site
Campinas 1463G->T 14068 488 Gly->Val 13 1 0~ loop Brazil 0798 Hinfl
474-489 site created
NADP + structural site
Buenos Aires 1465C>T 14070 489 Pro->Ser 13 1 30-ceo loop Argentin (Italy)  0.942 Haelll
474-489 site abolished
NADP + structural site
Arakawa 1466C->T 14071 489 Pro->Leu 13 1 B0-w0 loop Japan 0.942 Saug6l
474-489 site abolished
NADP + structural site
2. Single nonsense mutations
Georgia 1284C->A 13560 428 Tyr->End 10 1 al 426-432 Philippines 0.573 Dralll
site abolished
3. Multiple missense
mutations
Honiara 99A->G 99 33 Ile->Met 2 1 PA 32-37 Solomon Islands  0.369 No site
1360C->T 13763 454 Arg->Cys 11 am-an loop 447-454 0.681 Fspl site abolished
A (202) 202G->A 376A->G 10154 68 Val->Met 4 1 3B 65-71 Africa, 0.391 Nlalll site abolished
10877 126 Asn->Asp 5 ac 115-132 Mediterranean  0.397 Fokl site created
No name 202G->A 376A->G 1264C>G 10154 68 Val->Met 4 1 3B 65-71 African 0.391 Nlalll site abolished
10877 126 Asn->Asp 5 ac 115-132 American 0.397 Fokl site created
13563 422 Leu>Val 10 PN 415-423 0.682 Avall site abolished
Hechi 202G->A 10154 68 Val->Met 4 n 3B 65-71 China 0.391 Nlalll site abolished
871G->A 13031 291 Val->Met 9 «j 281-292 0.844 Xbal site created
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Cincinnati 637G->T 11808 213 Val->Leu [ af 206-215 USA 0543 No site
1037A->T 13197 346 \Asn>lle 9 {BI-pJ loop 342-353 0.808 No site
Vancouver 317¢->G 10818 106 Ser>Cys 5 1 BC 105-109 USA (Canada)  0.381 No site
544C->T 1715 182 Arg->Trp 6 ae 177-190 0.498 Hpall site abolished
592C->T 11763 198 Arg>Cys 6 PF 191-205 0932 Acil site abolished
Crispim 375G->T 10876 125 Met->lle 5 I ac115-132 Brazil 0596 Bescl site abolished
379G->T 10880 127 Ala->Ser (Amazonia) 0441 Btscl site abolished
383T->C 10884 128 Leu->Pro 0342 Mnll site abolished
384C>T 10885 Mnll site abolished
Acrokorinthos 376A->G 10877 126 Asn->Asp 5 I ac115-132 Greece 0397 Fokl site created
463C->G 10964 155 His->Asp 12 ad 144-156 0435 BsssSl site abolished
Santamaria 376A->G 10877 126 Asn->Asp 5 I ac115-132 Costa Rica, Italy, 0.397 Fokl site created
542A->T 11713 181 Asp->Val 6 ae 177-190 0.407 Ahdl site abolished
A-(650) 376A->G 10877 126 Asn->Asp 5 I ac115-132 Africa 0397 Fokl site created
680G->T 120228 227 Arg->Leu 7 ag-G loop 0571 Hapli site abolished
223-231
Ananindeua 376A->G 10877 126 Asn->Asp 5 I ac115-132 Brazil 0397 Fokl site created
871G->A 13031 291 Val->Met 9 «j 281-292 (Amazonia) 0.844 Xbal site created
A" (9%8) Betica Selma, 376A->G 10877 126 Asn->Asp 5 M ac115-132 Africa, Spain 0397 Fokl site created
Guantanamo 968T->C 13128 323 Leu->Pro 9 BH-pI loop 0414 Hpall site created
311-336
Mt Sinai 376A->G 10877 126 Asn->Asp 10 1 ac 115-132 Spain 0397 Fokl site created
1159C->T 13458 387 Arg->His BK-PL loop 0417 Hhal site abolished
374-388
Hermoupolis 1347G->C 13750 449 GIn->His 11 I am-anloop Greece 0535 Nialll site created Fspl
1360C->T 13763 454 Arg->Cys 447-454 0.681 site abolished
Bangkok Noi 1376G->T 13884 459 Arg->Leu 12 I an 455-473 Thailandia 0.524 No site created
1502T->G 14107 501 Phe-Cys post a0 0336 Bsrl site abolished
4. Deletions
Sunderland 105_107del 105-107 330r34 lle 2 1 A 32-37 GB 0638 -
CAT 0732
Amsterdam 180_182del 10132-34 61 Leu 4 1 «a-{3B loop Holland 0.706 -
TCcT 56-64
Urayasu 281_283del 10782-10784 95 Lys 4 1 ab’ 93-103 Japan 0306 -
AGA
Tsukui 561_563del 11732-11734 1880or  Ser 6 1 ae 177-190 Japan 0372 -
c1c 189 0399
North Dallas 683_685del 12031-12033 229 Asn 71 ag-{G loop USA 0418 -
ACA 223-231
Stonybrook 724_729del 12072-12077 242-243 Gly-Thr 7 I PG-ah loop USA 0979 el
GGCACT 239-246 053 site abolished
Nara 953_976del 13113-13136 319-326 Thr-Lys-Gly-Tyr-leu- 9 1 BH-pI loop Japan - -
CCACCAAAGGGTACCTGGACGACC Asp-Asp-Pro 311-336
Villeurbanne 1000_1002del 13160-13162 334 Thr 9 1 PBH-PI loop France 0.706 -
ACC 311-336
Tondela 1084_1101del 13383-13400 362-367 Leu-Asn-Glu-Arg-Lys- 10 1 [BJ-PK loop Portugal - -
CTGAACGAGCGCAAGGCC Ala 360-365
Brighton 1488_1490del 14093-14095 497 Lys 131 0 490-497 GB 0397 -
GAA
1. Intronic mutations
Varnsdorf IVS10-2_1del AG 13689-13690 - - - 1 - Czech Republic -
Zurich IVS10-2A>G 13689A->G - - - NR - Switzerland -
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Abb. 16: Weitere Mutationen aus Gémez-Manzo et al. [19]

. CDNA Amino Acid Origin’s
Mutation Name SNuclt-:otl.de Codon Substitution Exon Class Country
ubstitution
Single Missense Mutations
Vietnam 1 7G> A 3 Glu — Lys 2 NR Vietnam
Meéxico DF 193A>G 65 Thr — Ala 4 NR Mexico
Bahia 197T > A 66 Phe — Thr 4 I Brazil
Vietnam 2 197T > G 66 Phe — Cys 4 NR Vietnam
San Luis Potosi 376A>T 126 Asn — Tyr 5 I Mexico
Gaza 536G > A 179 Ser — Asn 6 NR Palestine
Herlev 592C > A 198 Arg — Ser 6 I/11 Denmark
Coimbra 593G > A 198 Arg — His 6 I India
San Paulo 660C > G 220 Ile — Met 7 v Brazil
Shanghai 691G >C 231 Ala — Pro 7 NR Chinese
Tunisia 737T >C 246 Arg — Leu 7 111 Tunisia
Zacatecas 770G >T 257 Arg — Leu 7 I Mexico
Hamburg 827C>T 276 Pro — Leu 8 I Germany
Tunis 920A > C 307 GIn — Pro 9 II Tunisia
Nefza 968T > C 323 Leu — Pro 9 111 Tunisia
Karachi 973G > A 325 Asp — Asn 9 NR Pakistan
Quilmes 995C >T 332 Ser — Phe 9 I Argentine
Unnamed 1088A > T 363 Asn — Ile 10 I China
Veracruz 1094G > A 365 Arg — His 10 I Mexico
Unnamed 1187C > G 396 Pro — Arg 10 I Korea
Merlo 1226C > A 409 Pro — GIn 10 I Argentine
Yucatan 1285A > G 429 Lys — Glu 10 I Mexico
Tennessee 1465C > G 422 Leu — Val 10 I USA
Multiple Missense Mutations
Taif 516-518 del 174 Gly 6 I Saudi Arabia
Sierra Leona g;éi z é 12461 :Srf : ESI; 5 111 Sierra Leone
Palermo ;%E; Zf}‘ 257 Arg — Met 7 1 Italy
e wvGoA B Cyosse %6 WL Thailnd
Vla{}if?in i f 37610GC>>‘§F Zgi Xi; - I\é; 9,11 /111 Thailand
Non-Coding Region Substitutions
Qingzhen IVS5-1G > A - - - NR -
Unnamed IVS-VIII 43G > A - - - 111 Tunisia
Unnamed IVS-V 655C > T - - - 111 Tunisia
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