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1. Einleitung

1.1. Malaria tropica

1.1.1. Verbreitung der Malaria

Die Malaria stellt nach wie vor die bedeutendste parasitire Erkrankung weltweit dar. Sie hat,
hauptsichlich in der gefdhrlichen Form der Malaria tropica, schon Schlachten entschieden
und durch den Tod bedeutender Staatsménner EinfluB auf den Lauf der Weltgeschichte
gehabt. Alexander der Grofle war wohl eines der bekanntesten Opfer dieser Krankheit, durch
die ganze Stddte ausgeldscht und Gegenden unbewohnbar gemacht wurden - wie etwa Milet,
Ephesos und spiter Ravenna. Fiir das alte Rom bedeutete die Seuche Gefahr und Schutz vor
Feinden wie den Vandalen, Goten oder Hunnen zugleich. Der italienische Malariaforscher
Angelo Celli meint, dass der beste und zuverldssigste Bundesgenosse der Pipste in ihrem
Kampf gegen die deutschen Kaiser im Mittelalter die Malaria war. Auch konnten nicht aus
Italien stammende Pdpste damit rechnen, sehr bald nach ihrer Wahl dem Sumpffieber zu
erliegen. Der schlimmste Fluch, den ein Romer in der Antike aussprechen konnte, war:
»Quartana te teneat !““ (libertragen: ,,Das Fieber soll dich holen !*) (Winkle, Kulturgeschichte

der Seuchen)

Auch heute noch hat die Krankheit nichts an Geféahrlichkeit eingebiiit. Nach Angaben der
WHO leben ca. 48% der Weltbevilkerung in endemischen Malariagebieten in 88 Lindern.
[Stand 2002] Trotz erfolgreicher Verkleinerung auf ungefdhr die Hilfte der mit Malaria
verseuchten Landflache wihrend des letzten Jahrhunderts (von ca. 53 % auf ca. 27 % der
globalen Landflache), ist die Zahl derer, die dem Ansteckungsrisiko ausgesetzt sind, aufgrund
demographischer Entwicklungen auf fast drei Milliarden Menschen gestiegen. In Siidostasien
leben anndhernd eine Milliarde Menschen in hypo- und mesoendemischen Malariagebieten.
(Hay et al. 2004)

Die Inzidenz bei Malaria wird auf 300-500 Millionen Erkrankte pro Jahr geschitzt, die Zahl
der jdhrlichen Todesfille betrdgt 1,5 — 2,7 Millionen. Mehr als 90% der Krankheits- und
Todesfille ereignen sich in West- und Ostafrika, der Rest verteilt sich auf Siidostasien und
Stidamerika. (WHO 1997, 2002)

90% der Opfer sind Kinder oder Frauen in der Schwangerschaft. Malaria ist nicht eine
obligate Tropenerkrankung, die dort herrschenden Bedingungen begiinstigen die Verbreitung

und wirken sich ungiinstig auf eine dauerhafte Ausrottung der Ubertriger aus. Armut



verbunden mit Mangel- und Untererndhrung fordern schwere und tddliche Verldufe.
Krankheiten wie AIDS und Tuberkulose, welche die korpereigene Abwehr schwichen, stehen

im Verdacht, den Verlauf negativ zu beeinflussen. (Hay et al. 2004, Suh et al. 2004)

Malaria ist auch einer der Hauptgriinde der Sterblichkeit und Morbiditit in Laos.

(Anothay et al. 2000) Die Volksrepublik mit einer Bevolkerung von ungeféhr 5,53 Millionen
Einwohnern ist ein Entwicklungsland, das in tropischen Breitengraden gelegen ist. Die
Lebenserwartung bei Geburt liegt bei 55 Jahren, die Kindersterblichkeit zwischen 131-

146/1000 Kinder. (www.who.int/country/lao) Insgesamt 80% der ethnisch sehr diversen

Bevolkerung leben in von Malaria verseuchten Gebieten. (Anothay et al. 2000)

Da die Ausbreitung der Malaria sehr von klimatischen Parametern abhingig ist, findet man
sie heutzutage vor allem in tropischen und subtropischen Gebieten. In Hohen tiber 1500 m
nérdlich bzw. siidlich des 30. Breitengrades und am Aquator iiber 2500 m gibt es keine
Malaria. Fiir den mehrtigigen Entwicklungszyklus in der Miicke ist eine konstante
AuBentemperatur von mindestens 17°C notwendig. Eine grofe Rolle spielt das Vorkommen
von stehenden SiiBwasserbereichen und Siimpfen. Noch vor hundert Jahren war die Malaria
im gesamten Europa bis zum nordlichen 64. Breitengrad in Europa, d.h. bis an die Nord- und
Ostseekiiste, anzutreffen. Mit Trockenlegung der Siimpfe wurde sie nach Siiden verdringt,
eine Renaissance in bestimmten Gebieten ist allerdings im Zuge der weltweiten
Klimaverdanderungen, der erneuten Einfuhr der Vektoren und erworbener Resistenzen gegen

Insektizide zu erwarten. (Lang & Loscher, Winkle, Toellner)

1.1.2. Ubertragung und Pathogenese der Malaria tropica

Lange Zeit hielt man die Luft der Siimpfe fiir den Ubeltiter, daher auch die Bezeichnung mal-
aria (= ital. schlechte Luft), Hippokratiker und andere hatten verseuchtes Wasser als
Krankheitserreger im Verdacht, nur vereinzelt waren schon bei den Babyloniern
(,,Fieberfliege), Romern und afrikanischen Stimmen Miicken als Ubertriger vermutet
worden. Lancisi (1654-1720) verfalite ein Werk iiber die Malaria, in der er Miicken als
Ubertréiger der Krankheit anprangerte und einen parasitiren Urstoff annahm, doch konnte er

seine Theorie mangels ausreichender Auflosung damaliger Mikroskope nicht beweisen.



Den Vermehrungszyklus der Parasiten konnte als erster Ronald Ross in Indien 1897
nachvollziehen, nachdem es Alphonse Laveran 1880 in Bone gelungen war, die Plasmodien
als Erreger zu entdecken. (Toellner)

Grassi wies 1898 mit Feldstudien in der Campagna romana nach, dass nur Miicken der
Gattung Anopheles als Vektoren dienen kénnen. (Winkle, Kulturgeschichte der Seuchen)
Krankheitserreger der Malaria tropica ist das Protozoon Plasmodium falciparum. Die weniger
gefdhrlichen Formen der Malaria werden von den Plasmodien anderer Spezies verursacht.
Plasmodium ovale und Plasmodium vivax sind Erreger der Malaria tertiana, Plasmodium
malariae ist Erreger der Malaria quartana. In Laos wird von den Spezies P. falciparum, P.

malariae und P.vivax berichtet, wobei die Malaria tropica vorherrscht. (Pholsena 1992)

Anopheles-Miicken briiten alle im Wasser, jede Spezies zeigt aber unterschiedliche
Brutgebiete und Erndhrungsgewohnheiten. (Lang & Loscher) In den verschiedenen Landes-
teilen von Laos kommen mehr als 30 verschiedene Spezies von Anopheles vor, die beiden
Hauptvektoren heilen Anopheles minimus und Anopheles balabacensis oder dirus. Anopheles
minimus ist weit verbreitet. Sie kann sich von Tier- und Menschenblut erndhren und wird in
Hoéhen zwischen 300 und 900 Meter angetroffen. Erwachsene Miicken halten sich aber meist
in Hohen zwischen 300-400 Meter auf, in denen das ganze Jahr {iber ein mildes Klima
herrscht. Thre Brutstellen sind meist langsam flieBende oder stehende Gewisser sowie von
Tieren oder Menschen verursachte Wasserlocher wihrend der Regenzeit. Anopheles
balabacensis oder dirus findet man eher selten. Sie ist bekannt fiir ihr aggressives Verhalten
und gilt als Vektor der Waldmalaria. Sie lebt ausschlieBlich in dichten feuchten Wildern in
den Bergen oder in der Ebene. Das Weibchen legt seine Eier in alle stehenden Gewisser,
Wasserlocher, Pfiitzen sogar FuBlabdriicke, in denen sich Wasser gesammelt hat. (Pholsena

1992)

Der Hauptwirt der Plasmodien ist die weibliche Miicke, nur die Weibchen der Miicken
stechen. Durch den Stich gelangen Sporozoiten ins Blut des Opfers und schlieBlich zur Leber.
Sie penetrieren die Hepatozyten und vermehren sich in ihnen weiter. Nach 9 —16 Tagen
Reifung zu einem Leberschizonten zerfillt dieser in mehrere einkdrnige amoboid bewegliche
Tochtermerozoiten, die ins Blut ausgeschiittet werden. (Préerythrozytire Schizogonie) Diese
befallen Erythrozyten, in denen sie iiber die Ringform und Trophozoit zum Blutschizonten
heranreifen. Nach ca. 48 Stunden bei der Malaria tropica und M. tertiana und ca. 72 Stunden

bei der M. quartana flihrt das Wachstum zum Platzen der Zelle. Die bis zu 32



Tochtermerozoiten werden erneut in den Blutkreislauf geschiittet. Diese Parasitimie fiihrt
durch Ausschiittung pyrogener Substanzen zu Fieber und Schiittelfrost beim Zwischenwirt
Mensch. Der Zyklus dieser asexuellen Schizogonie beginnt von Neuem.

Abb. 1: Entwicklungszyklus der Plasmodien nach H.C. Jeffrey & R.M. Leach
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Nach mehreren unbehandelten Fieberanféllen erscheinen in den roten Blutkérperchen des
Patienten auch die ersten geschlechtlichen Formen, die unbeweglichen Gametozyten. Sie
werden in weibliche (Makrogameten) und ménnliche (Mikrogameten) unterteilt. Werden
diese bei einem erneuten Stich einer weiblichen Anophelesmiicke aufgenommen, erfolgt eine

Befruchtung des weiblichen durch einen ménnlichen Gameten. Dieser so entstandene Ookinet
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wandert durch die Zellwand des Miickenmagens, um sich unter dessen Aufenmembran
abzukapseln. Unter vielen Kernteilungen entwickelt er sich zu einer mit mehreren tausend
Sporozoiten angefiillten Oocyste (Eikugel), die sich am Ende der Reifung in den Magen
entleert. Die sichelférmigen Zellen (Sporozoiten) wandern in die Speicheldriise der Miicke
und werden bei einem neuerlichen Stich auf den néchsten Zwischenwirt iibertragen. Dies
nennt man die sexuelle Sporogonie. Gameten treten nur bei menschlichen Wirten auf; sie sind
besonders hiufig bei Kindern unter 12 Jahren und Patienten mit Riickfdllen zu finden. (Lang

& Loscher)

Schon friith kannte man das Krankheitsbild der Malaria. Vor allem die M. tertiana und M.
quartana, die von sich in zwei- bzw. dreitdgigem Rhythmus wiederholenden Fieberschiiben
gekennzeichnet sind, stellen einen einprigsamen Krankheitsverlauf dar. Bei jeder Parasitimie
kommt es zu 6 bis 8 Stunden wihrenden Fieberanfillen. Da bei der Malaria tropica die
Zyklen meist nicht synchron verlaufen, kommt das Fieber selten in einem bestimmten
Rhythmus, was die Erkennung der Erkrankung so schwierig macht. Der Fieberrhythmus kann
dem der M. tertiana dhneln, meist aber dauern die Fieberschiibe 16 bis 24 Stunden mit kurzen
oder fehlenden fieberfreien Intervallen, weshalb schon in der Antike der Name Quotidiana

(= téglich) geprdgt wurde. Zusitzlich zum Fieber kommen prodromale Symptome wie
Schiittelfrost, Ubelkeit, Kopf- und Gliederschmerzen, Diarrhoe u.a. hinzu. Die Zerstdrung der
Erythrozyten fiihrt zu einer Andmie. Bei der Malaria tropica kann die Parasitimie unbegrenzt
ansteigen, wohingegen bei den anderen Formen selten Parasitdmien iiber 1-2 % diagnostiziert
werden.

Die gefédhrlichste Komplikation der Malaria tropica stellt die zerebrale Form dar. Infizierte
Erythrozyten heften sich an das Endothel von Gefdlen und obstruieren diese durch
Verklumpung und Thrombenbildung, was zu einer Unterversorgung des Gewebes mit
Sauerstoft fiihrt. Infarzierungen verschiedenster Organe wie ZNS, Milz, Leber u.a. sind die
Folge und konnen zu einem Multiorganversagen fiithren.

Bei chronischen Formen der Malaria, die bei Malaria tertiana und M. quartana sowie auch in
endemischen Gebieten mit erworbener Teilimmunitit bei Malaria tropica vorkommen, ist eine
Milzvergréferung zu beobachten.

Der Malariaindex einer Region ergibt sich aus dem Parasitenindex (Prozentsatz an Kindern
mit Parasitimie) und dem Milzindex (Prozentsatz Erwachsener mit Milztumor als Zeichen

einer chronischen Malaria). (Lang & Loscher, Winkle)



1.1.3. Bekdmpfungs- und Schutzmafinahmen

Da man schon frith die Malaria mit Stimpfen in Verbindung gebracht hatte, gab es immer
wieder Projekte zur Trockenlegung von Siimpfen. Schon die Etrusker huben ein Netz von
mannshohen, mehrere hundert Kilometer langen Géingen (,,Cuniculi®) aus, die der Drainage
sumpfiger und Berieselung trockener Fldachen sowie der Trinkwassergewinnung dienten. Die
Romer bauten das Netz zundchst als Cloaca Maxima weiter aus, Kriege und die daraus
folgende Vernachldssigung der Anlagen und der Landwirtschaft lieBen die Gegend um Rom
im Sommer unbewohnbar werden. Das gesamte Mittelalter hindurch bis in die Neuzeit war
die Gegend um Rom malariaverseucht. Leonardo da Vinci unternahm unbewuft einen
Versuch, die Malaria in Italien einzuddmmen, als er Plane zur wassertechnischen Regulierung
des Arno und zur Trockenlegung der Pontinischen Siimpfe und des Chianatals ersann. Leider

wurden sie nie in die Tat umgesetzt. (Winkle, Kulturgeschichte der Seuchen)

Nach Entdeckung des Krankheitserregers und des Ubertriigers versuchte man durch die
Ausrottung der Vektoren Abhilfe zu schaffen. Zwischen1955 und 1969 versuchte die WHO in
verschiedenen Ansétzen, die Malaria weltweit zu eradizieren. (Wellems & Plowe 2001) Eine
Methode stellte der Einsatz von Insektiziden, hauptsidchlich DDT, in der Angriffsphase dar,
die auch grof3e Erfolge erzielte. Italien, der Balkan, Spanien, Nordafrika, Gebiete in Siid- und
Nordamerika, in Asien und der ehemaligen Sowjetunion wurden mittels DDT zeitweilig
malariafrei. In einigen Gebieten, z.B. Indien erwies sich die Ausrottung als nicht dauerhaft
oder vollstindig, DDT-resistente Anophelesmiicken entwickelten sich und reduzierten die
Wirkung dieser Art von Bekdmpfung. (Sharma ef al. 1996) Auch in zwei Dritteln von Laos
wurde 1960 DDT eingefiihrt, der Gebrauch aber bald wieder eingestellt. Krieg, gesund-
heitliche Bedenken und schwindende Effektivitit verhinderten konstante MafBnahmen.

(www.who.int/country/lao) Wéhrend Umweltvertrdge und Sponsoren von Malaria-Kontroll-

Programmen mehrheitlich gegen den Gebrauch von DDT sind, sprechen sich mittlerweile
wieder einige Studien fiir einen gezielten Gebrauch, vor allem im Haushalt in Kombination

mit medikamentdser Prophylaxe aus. (Roberts et al. 1997, Smith 2000)

Eine andere Art des Schutzes stellt die Expositionsprophylaxe in Form von Moskitonetzen
dar. Ganz neu ist die Erfindung nicht, schon im alten Agypten schliefen beispielsweise die
Fischer unter ihren Netzen, mit denen sie tagsiiber zum Fischen gingen. Die Pharaofrau

Hetep-teres besal ein transportables Schlafzimmer, das mit feinen Leinentiichern léstige



Insekten fernhielt. Der Zusammenhang zwischen Fieber und Miicken wurde im allgemeinen
aber noch nicht hergestellt. (Winkle, Kulturgeschichte der Seuchen)

Das konsequente Schlafen unter mit oder ohne Insektizide (Permethrin) imprégnierten
Moskitonetzen trigt bedeutend zur Einddmmung von Malariaerkrankung bei, insbesondere
Kinder profitieren in endemischen Gebieten davon. (Choi ef al. 1995, Mutambu & Shiff 1997,
Marchant et al. 2002, Takken 2002, Maxwell ef al. 2002, Lengeler 2004) Leider schlift nur
jedes 7. Kind in Afrika unter einem Netz, nur 2% insgesamt haben imprégnierte Bettnetze.
(BMJ 2004) Auch in Laos wird die Benutzung von mit DDT oder anderen Insektiziden
impragnierten Bettnetzen untersucht und gefordert. Eine Senkung der Malariainfektionen
konnte in Dorfern mit Bettnetzen verzeichnet werden. (Philavong ef al. 2000, Kobayashi ef al.
2004) Mit der Reduktion der Malariaerkrankungen im Kindesalter sinkt die Semi-Immunitét
und schwere Erkrankungen im Erwachsenenalter konnten zunehmen. Der entstehende
Nachteil steht aber natiirlich in keinem Verhiltnis zur hohen Kindersterblichkeit in

Endemiegebieten, wenn keine Schutzmaflnahmen getroffen werden.

Touristen wird zusitzlich das Auftragen von Repellents auf die unbekleidete Haut nach
Einbruch der Dunkelheit empfohlen, fiir stindige Bewohner eines Endemiegebietes eignet

sich diese Form der Prophylaxe nicht.

Es wird derzeit an genetisch manipulierten Miickenmidnnchen geforscht, zeugungsunfihige
sollen natiirliche zeugungsfahige Ménnchen in freier Wildbahn verdringen, um so zu einem
Aussterben der Anopheles-Arten zu fiihren. Dies konnte allerdings nur in abgegrenzten
Gebieten wie Inseln zum Erfolg fiihren, weshalb an der Durchfiihrbarkeit und Praktikabilitét

fiir die meisten Malariaregionen gezweifelt wird. (Suh et al. 2004)

Neben all diesen Maflnahmen stehen noch die Chemotherapeutika sowohl zur Prophylaxe als
auch zur Therapie zur Verfiigung. Sowohl Reisenden als auch Kindern unter 5 Jahren in
Endemiegebieten wird eine regelméfige Prophylaxe empfohlen. (Geerligs et al. 2004)

Ein grofBes Problem diesbeziiglich stellt die zunehmende Resistenz der Plasmodien gegen
viele dieser Medikamente dar.

Das dlteste wirksame und auch heute noch in schweren Fillen gebrduchliche Medikament
steht uns mit dem Chinin zur Verfiigung. Es ranken sich allerlei Legenden um die Entdeckung
des Heilmittels fiir Europa. In China ist diese Pflanze als Anti-Malaria-Mittel seit 3000 Jahren

bekannt. Der erste Heilerfolg soll die Genesung der Grifin del Chinchon, der Frau des



Vizekonigs von Peru, 1638 gewesen sein, nach der auch der Baum benannt wurde. Jedoch
glaubt man heute eher, dass die Jesuiten die Wirkung der Chinarinde erkannten. Durch ihr
Verkaufsmonopol gelangte das ,Jesuitenpulver nach Europa und verbreitete sich dort
schnell. Durch Heilungen bekannter Personlichkeiten setzte sich das Mittel allmdhlich trotz
vieler Kritiker aus protestantischem und galenischem Lager durch. Karl I von England und
Ludwig der XIV, der Sonnenkonig, wurden beide vom bekannten Arzt Robert Talbot mit dem
Wirkstoff der Chinarinde geheilt. Chinin wurde kiinftig zur Behandlung Millionen Kranken
benutzt und half, auch schlimme Epidemien einzuddmmen.

1820 gelang es den Apothekern Pelletier und Caventou, aus der Pflanze den Wirkstoff zu
isolieren. (Winkle, Kulturgeschichte der Seuchen)

Das aus ihr gewonnene Chinin (Chininum Dihydrochloricum) ist ein Alkaloid, das heute wie
oben erwdhnt hauptsédchlich bei schweren Fillen von Malaria eingesetzt wird. Es ist wegen
seiner Nebenwirkungen weder zur Prophylaxe noch als Mittel der Wahl zur Therapie
geeignet. Von Resistenzen wurde zwar schon seit 1910 berichtet, doch ist die Resistenzrate

nicht vergleichbar mit denen anderer Medikamente. (Zalis ef al. 1998, Jelinek ef al. 2001)

Mittel der Wahl war lange Zeit, das von deutschen Forschern in den 30er Jahren des letzten
Jahrhunderts entwickelte Chloroquin. Es gehort zur Gruppe der 4-Aminochinolone und kann
sowohl zur Therapie als auch zur Prophylaxe verwendet werden (Resochin®). Als die WHO
Pléne zur Ausrottung der Malaria entwarf und ab 1955 begann, diese in die Tat umzusetzen,
stellte Chloroquin einen festen Bestandteil in der Bekdmpfungsstrategie dar. 1961 wurden
erstmals Therapieversager aufgrund von Resistenzen bei Chloroquinbehandlung beobachtet.
Fast zeitgleich hatten sich resistente Plasmodien-Stdmme in Siidamerika und Siidostasien
entwickelt. Die Resistenzen nahmen von diesem Zeitpunkt an rasant zu. In vielen Gebieten
wurde der Einsatz von Chloroquin nutzlos, neue Medikamente muflten fiir den alternativen

Einsatz entwickelt oder mit Chloroquin kombiniert werden. (Suh ez al. 2002)

Eines dieser Medikamente enthélt den Wirkstoff Mefloquin und ist als Lariam® im Handel.
Es ist in der Struktur dem Chinin dhnlich und wird sowohl zur Prophylaxe als auch zur
Therapie verwendet. Bekannt geworden durch zahlreiche Nebenwirkungen hat es eine
gewisse Vorsicht und Unbeliebtheit bei Touristen als Prophylaktikum hervorgerufen. In
Afrika wird es noch immer sehr viel eingesetzt, wiahrenddessen sich in Siidostasien, speziell

Thailand, Resistenzen entwickelt haben, die den Einsatz dort einschrinken oder teilweise



nicht mehr befiirworten. (Wernsdorfer 1994) Fiir Laos liegen noch nicht sehr viele Studien

vor, bisher konnte von keinen Resistenzen berichtet werden. (Schwoebel ez al. 2003)

Eine Alternative zu Mefloquin vor allem als Prophylaktikum bietet Malarone®, das aus einer
Kombination von Atovaquon und Proguanil besteht. Der Wirkmechanismus entspricht
keinem der bis dato bekannten Medikamente. Atovaquone hemmt den Elektronentransport in
den parasitischen Mitochondrien, so dass die mitochondrialen Membranpotentiale des
Parasiten kollabieren. Mit der recht hohen Heilungsrate von iiber 95 % und den geringeren
Nebenwirkungen im Vergleich zu Mefloquin wurde ein gut wirksames Medikament zur
Behandlung und Prophylaxe der Malaria auf den Markt gebracht. Allerdings haben sich auch
gegen Atovaquon mittlerweile Resistenzen gebildet. (Vaidya & Mather 2000)

Weitere Medikamente zur Therapie stehen mit Halofantrin und Lumefantrin zur Verfiigung.
Primaquin wird hauptsidchlich bei der Malaria tertiana zur Beseitigung der Hypnozyten
eingesetzt. Doxycyclin aus der Gruppe der Tetracycline gilt als alternatives Stand by-Préparat
bei Kurzaufenthalten, das jedoch fiir Kleinkinder und Schwangere kontraindiziert ist.

(Liillmann & Mohr)

Immer mehr Studien beschéftigen sich mit Artemisin und seinen Derivaten, die in China
entwickelt wurden und dort schon seit Jahrtausenden zum Einsatz kommen.

In Monotherapie entwickeln sie schnell Resistenzen, in Kombination mit anderen
Medikamenten sind sie sehr effektiv, wie beispielsweise Coartemether aus Artemether und
Lumefantrin. (Wernsdorfer 2004) Diese Kombination ist als Riamet® im Handel und seit
kurzem auch in Deutschland zugelassen.

Die Kombination von Artesunat mit Mefloquin wird in Gebieten multiresistenter Erreger
eingesetzt. In Thailand konnte sie zu einem Sensitivititsanstieg von Mefloquin fiihren.

(Brockman et al. 2000, Wongsrichanalai et al. 2002)

Die Kombination von Préparaten erfreut sich zunehmender Beliebtheit. Eine schon lange
gebrduchliche stellt die aus Sulphonamiden und Antifolaten dar, die man vor allem in
Stidostasien und Afrika einsetzt. Auch in Laos wurde die bekannte Kombination aus
Pyrimethamin und Sulphadoxin als Mittel der zweiten Wahl gehandelt, da sie neben ihrer
Effektvitdt auch noch recht preisgiinstig war. Sie ist im Handel als Fansidar®. Resistenzen
sind allerdings auch gegen diese Kombination aufgetreten und nehmen weiter zu. Sie werden

vor allem in Siidostasien, Stidamerika und Ostafrika beobachtet. Studien aus Laos deuten
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ebenfalls auf eine zunehmende Resistenzentwicklung hin. (Wongsrichanalai et al. 2002,

Schwobel et al. 2001, Viengxay ef al. 1997)

Der wohl dauerhafteste und nebenwirkungsidrmste Schutz wire mit einer Impfung gegeben.
Doch trotz angestrengter Forschung weltweit konnten noch keine befriedigenden Ergebnisse

erzielt werden. (Alonso et al. 1994, Fletcher 1998)

Daher ist der Gebrauch von Medikamenten sowohl in der Prophylaxe als auch nach
eingetretener Infektion noch immer von enormer Bedeutung. Die Entwicklung von immer
neuen Medikamenten oder die Kombination bekannter ist ein Wettlauf mit der Zeit. Bisher
haben sich gegen jedes gefundene Mittel Resistenzen entwickeln koénnen.

Da sowohl nicht immer die finanziellen Mittel in d&rmeren Léndern zur Verfiigung stehen, sich
die allerneuesten Medikamente zu kaufen, als auch die Entwicklung von Resistenzen sehr
schnell verlduft, ist die Kombination verschiedener Praparate eine Moglichkeit, die Effizienz
zu verbessern und Therapieversager zu vermeiden.

Das Verstdndnis zum einen fiir den Wirkmechanismus der Medikamente und zum anderen fiir
die Resistenzentwicklung der Plasmodien ist von essentieller Bedeutung fiir eine erfolgreiche

therapeutische Strategie.
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Abb. 2:

aus: Wongsrichanalai et al. 2002, nach der Karte
00344 (WHO/CDS/RBM/2001.33) , updated

1.1.4. Definition der Resistenz

Weltkarte der Resistenz
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Resistenz ist das Nichtansprechen eines Medikamentes entweder bei einem Patienten (in vivo-

Resistenz) oder unter Laborbedingungen bei den Parasiten bzw. Krankheitserregern direkt (in

vitro-Resistenz).

Die multiple Medikamenten-Resistenz war definiert als Resistenz gegen mehr als zwei

Medikamente verschiedener Stoffklassen. (Wernsdorfer 1994), kiirzlich wurde diese

Definition in einer Studie auf drei Stoffklassen erweitert (Wongsrichanalai et al. 2002) Die

ersten beiden Klassen sind im Allgemeinen die 4-Aminoquinoline und die Antifolate. Ein

prazises Kriterium fiir den Verlust der Wirksamkeit ist bisher nicht eindeutig definiert

worden, man hat sich aber auf eine Therapieversagerquote von iiber 25 % geeinigt.
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1.2. Chloroquin

1.2.1. Resistenzentwicklung und -verbreitung

Nachdem man den Kampf gegen die Malaria auf verschiedene Weise aufgenommen und
anfangs gute Erfolge erzielt hatte, war es ein grofler Schlag, als plotzlich Resistenzen gegen
das effektivste und giinstigste Medikament, das Mittel der Wahl besonders in &rmeren
Landern, gemeldet wurden. Zu allem Ungliick breiteten sich diese Resistenzen schnell aus
und verlangten nach einer Anderung der Politik. Die ersten Resistenzen wurden schon 1957
aus Siidostasien, an der thaildndisch-kambodschanischen Grenze, gemeldet, nur ein paar Jahre
nach den groflen Eradikationspldnen der WHO. Das Medikament war massiv zur Therapie
und Prophylaxe eingesetzt worden, beispielsweise mischte man es sogar in bestimmte
Nahrungsmittel, so dass der Selektionsdruck auf die Plasmodien bis zu diesem ungewollten
MaBe anstieg. (Wernsdorfer & Payne 1991)

Unabhéngig von Asien wurden in Kolumbien ein Jahr spéter ebenfalls chloroquin-resistente
Stimme beobachtet, die sich von dort und einem zweiten Focus in Siidamerika iiber den
ganzen Kontinent ausbreiteten. Ein dritter Focus wird seit 1989 auf Papua Neuguinea
angenommen. VerhéltnisméBig spidt wurde von Resistenzen in Afrika berichtet, die sich von
Asien aus verbreitet hatten, 1979 wurden chloroquin-resistente Fille aus Kenia und spiter
Tansania gemeldet. (Kean ef al. 1979, Wellems & Plowe 2001)

Die Resistenzen nahmen in den achtziger und neunziger Jahren dermaf3en zu, dass es sinnvoll
gewesen wire, dieses Medikament als Mittel der Wahl durch ein effektiveres neues Mittel zu
ersetzen. In fast allen Landern mit endemischer Malaria, in denen Chloroquin eingesetzt
wurde, gab es Berichte iiber Resistenzen gegeniiber diesem Medikament. (WHO, 1997)
Leider sind die neueren Alternativen wesentlich teurer als das Aminoquinolin, was dazu
fiihrte, dass in vielen Lidndern am Chloroquin festgehalten wurde, obwohl dies mangelnde
Effektivitit bedeuten muBte.

Auch das Gesundheitsprogramm in Laos schrieb noch zur Zeit dieser Studie Chloroquin als
Mittel der Wahl vor. Die Ergebnisse dieser und anderer Studien zeigten deutlich, dass dies
nicht mehr zu verantworten ist. Therapieversager in 40-60 % der Fille bei Chloroquin-
behandlung zwingen zu einem Uberdenken der medikamentdsen Strategie. (Guthmann et al.

2002, Schwobel et al. 2003)
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1.2.2. Wirkungsweise

Chloroquin (7-chloro-4-(4-diethylamino-1-methylbutylamino)chinolin), 1934 in Deutschland
entwickelt, wurde gegen Ende des Zweiten Weltkrieges aufgrund seiner guten Wirksamkeit,
Sicherheit und Stabilitdt das Mittel der Wahl sowohl zur Prophylaxe als auch zur Behandlung
der akuten Infektion.

Obwohl seit der Entstehung dieses Medikamentes daran geforscht wurde, seinen
Wirkmechanismus zu verstehen, ist es bis heute nicht gelungen, eine vollstdndige Erklarung
zu bieten. In der Hoffnung besser wirksame Antimalaria-Mittel zu entdecken, wurden viele
Analoga zu Chloroquin synthetisiert. Bei Testungen fand sich allerdings kein Aminoquinolon
mit einer besseren Wirksamkeit. Auch wenn Chloroquin mit seinen Analoga gemeinsame
Eigenschaften in der Struktur und Verhaltensweise gegeniiber den Parasiten besitzt, bewirken
diese Verdnderungen in der Struktur und Position der Substituenten eine unterschiedliche
antiparasitire Aktivitit. (Hawley et al. 1996 ; Ridley et al. 1998)

Nach der Entwicklung und Verbreitung der Resistenz gegen Chloroquin wurde erneut
fieberhaft nach einem Ersatzmittel gesucht. Nun war es um so wichtiger, Wirkmechanismen
zu verstehen, um Resistenz erkldren und nicht-resistente Alternativen entwickeln zu kénnen.
Es existieren mehrere Hypothesen zu diesem Thema, die wichtigsten sollen hier erldutert

werden.

Der parasitdare Metabolismus

Um mogliche Wirkprinzipien erldutern zu konnen, muf3 auch auf den parasitdren Stoffwechsel
im Menschen eingegangen werden.

Als Parasiten leben sie auf Kosten des Wirtes. Proteine und Lipide werden aus der Umgebung
oder durch Verdau von Wirtsproteinen, Energie mittels Glykolyse aus Wirtsglukose zu Laktat
gewonnen, was beim Patienten zu einer Laktatazidose fiihren kann. Fiir die 4-
Aminoquinolone hat sich die Proteolyse, speziell der Hidmoglobinverdau als von
entscheidender Bedeutung erwiesen. Die Plasmodien besitzen verschiedene Moglichkeiten,
Aminosduren fiir die Proteinsynthese zu gewinnen. Zum einen synthetisieren sie de novo,
zum anderen nehmen sie freie Aminosduren aus Plasma oder Zellen des Wirtes auf. Den weit
aus grofften Teil in der Aminosduregewinnung nimmt aber der Abbau des verdauten
Wirtshdmoglobins ein. (Francis et al. 1997, Lang & Loscher)

Die Plasmodien verdauen bis zu 80 % des Hamoglobins der Wirtszelle. (Dorn ef al. 1995)
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Der Hamoglobinkatabolismus hat seine grofite Entfaltung im wachsenden Trophozoiten. Im
Stadium der reifen Trophozoiten und frithen Schizonten wird der Abbau eingestellt, um im
Ringstadium wieder aufgenommen zu werden. (Orjih et al. 1994).

Das Hamoglobin gelangt mittels Endozytose in die Nahrungsvakuole des Parasiten und wird
dort unter Einwirkung verschiedener Enzyme verdaut. Es wird angenommen, dass diese
Verdauungsproteine zuvor vom Parasiten in Zytosol und Membranen der Wirtszelle sowie zur
parasitiren Membran ex- und transportiert werden, um zusammen mit dem Hamoglobin in die
Lysosomen des Parasiten aufgenommen zu werden. (Deitsch & Wellems 1996 ; Sullivan et al.
1996a)

Die Ingestion wird mittels sogenanntem Zytostom bewerkstelligt. Dieses Vesikel stellt eine
doppelmembrandse Einstiilpung (Invagination) der parasitiren Membranen dar, das nach
Hamoglobinaufnahme und Losung von den Membranen zur Nahrungsvakuole wandert und

mit ihr fusioniert. (Gratzer & Dluzewski 1993 ; Goldberg 1993)

Aus dem Globin-Anteil entstehen tiiber Plasmepsin I, einen Peptid-Transporter, und
Peptidasen die erwlinschten Aminosduren, Produkt aus dem Ham-Anteil ist
Ferriprotoporphyrin IX (Hadmatin). (Gluzman et al. 1994) Letzteres stellt eine toxische
Substanz dar, die vom Parasiten beseitigt werden muf. Dies geschieht durch Polymerisation
in Hdmozoin oder beta-Hidmatin und durch Abbau von freiem FPIX mittels reduziertem
Gluthathion (GSH). (Atamna & Ginsburg 1995; Ginsburg ef al. 1998)

Héamozoin, das mikrokristalline Malariapigment, besteht aus einem Hdm-Polymer verbunden
mit einem zentralen Eisen-lon eines Him-Molekiils und einer carboxylierten Seitengruppe
Sauerstoff eines anderen Hdm-Molekiils. Das Hédmatin wird iiber diese Verbindung in ein

unlosliches Produkt tiberfiihrt. (Slater ef al. 1991).

Uber das Zustandekommen der Polymerisation wurde schon viel diskutiert. Slater und
Kollegen behaupteten 1993, dass eine Him-Polymerase fiir diesen Vorgang verantwortlich
sei. (Slater et al. 1993) Als mogliche Kandidaten sind in vitro Histidin-reiche Proteine,
speziell das Histidin-reiche Potein II (HRPII) vorgeschlagen worden. (Sullivan ef al. 1996b ;
Papalexis et al. 2001) Andererseits konnten Zellinien aus dem Labor mit einem natiirlichen
Mangel an HRPII und HRPIII immer noch Hdmozoin produzieren. (Sullivan ef al. 1996b)

Dorn und Kollegen préisentierten 1995 eine Studie, in der sie aufzeigten, daBl die

Polymerisation einen rein chemischen Prozef3 darstellen wiirde, der ohne Enzymvermittlung

14



vonstatten ginge und nur von der Prisenz des Ausgangsproduktes abhingig wire. Diese
Ansicht wird mittlerweile mehrheitlich vertreten. (Dorn et al. 1995)

Vorstellbar ist auch, dass die HRPs als Keimbildner des Kristallisationsvorgangs dienen.
(Sullivan et al. 1996b) Lipide konnten bei diesem Prozel3 ebenfalls eine Rolle spielen.
(Bendrat et al. 1995) Eine einmal begonnene Kristallisation kdnnte dann ohne weitere

Proteine vonstatten gehen. (Dorn et al. 1995, Egan et al. 1994)

Chloroquin-Wirkung

Wo und wie wirkt nun das Chloroquin auf den Metabolismus der Plasmodien?

Schon 1947 wurden morphologische Degenerationen von Blutschizonten, Trophozoiten und
jungen Gametozyten nach dem Kontakt mit Chloroquin beschrieben. (Fairley 1947)

1978 konnte dann eine Schéddigung der parasitiren Lysosomen nach 4-Aminoquinolon-
Kontakt nachgewiesen werden. (Langreth ef al. 1978)

Picot und Kollegen berichteten ebenfalls 1997 {iber die Fragmentation des Erbguts mit
nachfolgender Apoptose der Parasiten nach Chloroquingabe. (Picot ef al. 1997)

Ein Stiick weiter fiihrte eine Studie von Sinden. Er beobachtete, dass Gametozyten sich
wihrend ihrer Reifung von Hdmoglobin erndhren, was sie fiir Chloroquin angreifbar macht.
Reife hidmoglobin-unabhingige Gametozyten hingegen besitzen keine Chloroquin-
Sensitivitét. (Sinden et al. 1982)

Zhang und Kollegen untersuchten 1986 alle Entwicklungsstadien der Plasmodien unter
Chloroquin-EinfluB3. Die Merozoiten waren durch das Medikament gar nicht zu beeinflussen,
das Ringstadium stellte sich als besonders sensitive Phase heraus. Trophozoiten bendtigten
die 6-fache Hemmkonzentration. Die Transformation von Ringen in Trophozoiten konnte
mittels Chloroquin verhindert werden, jedoch nicht die von Trophozoiten in Schizonten und

Schizonten in neue Ringe. (Zhang ef al. 1986)

Die Studie von Orjih und Kollegen bestitigte 1994 diese Beobachtung. Sobald der
Hamoglobinkatabolismus stadiengemifl abgeschaltet wurde, waren die Parasiten resistent
gegen die morphologischen Verdnderungen wie Membranschdden durch Chloroquin.
AuBerdem demonstrierten sie in im Ring-Stadium befindlichen Plasmodien einen distalen
Block im Hidmoglobin-Abbauproze3. Unter Chloroquin sammelten sich in den Parasiten
Hamoglobin-gefiillte Vesikel und die Umwandlung von Ferriprotoporphyrin 1X (FPIX) in

Héamozoin sank um das 18-fache. Dies wurde als hochgradige Blockade der Polymerisation
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von FPIX zu Himozoin gewertet. FPIX und FPIX-Chloroquin-Komplexe wiirden dadurch
akkumulieren und ihre schiadigende Wirkung entfalten.

Andere Studien zeigten ebenfalls eine Anreicherung nicht vollstindig verdauten Himoglobins
in den Lysosomen, wenn die Plasmodien mit Chloroquin in Berithrung gekommen waren.

(Zhang et al. 1987, Sullivan et al. 1996, Wellems & Plowe 2001)

Einig ist man sich also, dass die Zielstrukturen von Chloroquin mit dem Hédmoglobin-Abbau
in Verbindung stehen. Das Medikament verursacht morphologische Verdnderungen sowie
Akkumulation von Himoglobin und FP in endozytotischen Vesikeln. (Fitch 2004)
Endozytose und Vesikel-Vakuolen-Fusion werden ebenfalls zunehmend gehemmt. (Hoppe ef
al. 2004)

Auch die Rolle des toxischen Ferriprotoporphyrins IX als Hauptverantwortlichen fiir das
Parasitensterben ist allgemein akzeptiert.

Das Bindungsverhalten von Ferriprotoporphyrin IX wurde auch schon genauer untersucht.
Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase von Plasmodium falciparum

(PfGAP-DH) und weitere glykolytische Enzyme sowie 6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase
und etliche andere Enzyme wie Pf-Gluthation-Reduktase werden von FPIX gebunden und
damit in ihrer Aktivitit gehemmt. Speziell PfGAP-DH im Vergleich zum humanen
Gegenstiick reagiert empfindlich auf FPIX und fiihrt so zu einer Hemmung der parasitiren
Glykolyse. (Campanale ef al. 2003) Die Inhibition von 6-Phosphoglukonat-DH kdnnte eine
Reduktion der Aktivitit des Hexose-Monophosphat-Shunts durch Chloroquin erklaren.
(Famin & Ginsburg 2003) Die Hemmung dieser beiden Prozesse wiirde sich katastrophal fiir

den Parasiten auswirken und eine Erklirung fiir sein schnelles Absterben darstellen.

Auf welche Weise Chloroquin zu seinen bekannten Folgen fiihrt, wurde allerdings lange und
viel diskutiert.

Sherman und Kollegen sprachen sich fiir eine chloroquin-abhingige Hemmung der
Proteinsynthese aus. (Sherman et al. 1979) Ebenso konnte das Medikament Enzyme der
Vakuole blockieren und so zu einem Absterben fiihren. Verschiedene parasitire Enzyme
wurden vorgeschlagen, z.B. eine Phospholipase (Ginsburg & Geary 1987) und eine Proteinase
(Vander Jagt ef al. 1987).

Vor allem Vertreter der Him-Polymerase-Hypothese sahen den Angriffsort von Chloroquin
dort. Die Hemmung der Polymerase sollte dann schlieBlich zur Akkumulation von freiem FP

mit oben angefiihrten Konsequenzen fiihren. (Slater ef al. 1993)
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In einem Versuch von Akompong und Kollegen 2002 zeigten Plasmodien mit
transformiertem funktionell reduziertem Histidin-reichen Protein II, einem Polymerase-
Kandidaten, eine Reduktion der Himozoin-Produktion und einen verminderten Transport von
Vakuolenenzymen sowie HRPII in die Nahrungsvakuole. Sie schrieben daher HRPII
regulatorische Eigenschaften bei den parasitiren Verdauungsprozessen und einen gewissen

EinfluB} auf die Himozoin-Synthese im Lysosomen zu. (Akompong et al. 2002)

Eine andere heute favorisierte Variante geht von der direkten Bildung eines Komplexes
zwischen Chloroquin und nicht-dimerisiertem Ferriprotoporphyrin aus.

Die Komplexbildung wiirde zu einer verspéteten Entgiftung sowie Akkumulation des FPIX
mit oben genannten Folgen fiihren. (Orjih ef al. 1981 ; Bray ef al. 1998)

Wie oben erwédhnt hatten Dorn und Kollegen bereits 1995 die Polymerisation als enzym-
unabhéngigen Prozef3 erklart.

Schon 1967 wurde FPIX als Chloroquin-Rezeptor vorgeschlagen (Macomber ef al. 1967) und
spater identifiziert (Chou et al. 1980). Auch Fitch sprach sich fiir eine direkte Bildung eines
Komplexes zwischen Chloroquin und Hamatin aus. (Fitch ez al. 1983, 1989)

Sullivan und Kollegen untersuchten 1998 Parasiten nach Gabe von Chloroquin und Chinin.
Elektronenmikroskopisch konnte die Verbindung von Chloroquin mit Hidmozoin
nachgewiesen werden. Sie stellten ein Modell auf, nachdem der Chloroquin-Ham-Komplex in
das wachsende Polymer eingebaut wird und damit das weitere Wachstum beendet.

Eine weitere Studie mit verschiedenen Quinolinen unterstiitzte diese Hypothese, indem
gezeigt wurde, dass die Verbindung zwischen Quinolin-Hdm-Komplex mit Ham-Polymer
spezifisch, sittigbar und mit hoher Affinitit zustande kam. Die verschiedenen Quinolin-
Analoga konkurrierten um die Bindungsstellen. Die relative Bindungsaffinitdt von Quinolin
zum Him-Polymer im Vergleich zu freiem Ham korrelierte mit der Unterbrechung der Him-

Polymerisation. (Sullivan et al. 1998)

Freies FPIX wird wie oben erwidhnt bis zu einem gewissen Grad durch reduziertes
Gluthathion (GSH) abgebaut. Dieser Proze wird ebenfalls von Chloroquin und auch
Amodiaquin inhibiert, Chinin und Mefloquin greifen dort nicht ein. (Deharo et al.

2003) Dies konnte direkt durch Chloroquin oder indirekt iiber die Bildung von FPIX und

dessen inhibitorische Féhigkeiten verursacht sein.
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Eine Interaktion von Phospholipiden mit Chloroquin bzw. dem Ham-Chloroquin-Komplex
wird neuerdings ebenfalls diskutiert. (Fitch er al. 2004) Eine Ausschleusung des Komplexes
aus der Nahrungsvakuole mittels Lipiden ins Zytosol wurde erwogen. Die verminderte
Konzentration an Komplexen im Zytosol und der hohere pH-Wert wiirden eine
Polymerisation sehr unwahrscheinlich werden lassen, so dass der Komplex dann mit

verschiedenen zelluldren Strukturen reagieren konnte. (Bray ef al. 1998)

Chloroquin-Wirkort

Eine anderes nicht weniger wichtiges Thema behandelt die Frage, wie Chloroquin iiberhaupt
in die parasitiren Lysosomen gelangt. Es wirkt sehr spezifisch und reichert sich in den
Nahrungsvakuolen stark an. Mehrere hundertfach gesteigerte Werte lassen sich fiir infizierte
Erythrozyten im Vergleich zu nicht-infizierten nachweisen. (Fitch 1969 ; Ferrari & Cutler
1990)

Fiir die Aufnahme in die menschlichen Erythrozyten scheinen Interaktionen mit Hydrogen-
Bindungsgruppen innerhalb der Membran wichtig zu sein. Die Permeabilitit von
unionisiertem Chloroquin gegeniiber Hydroxychloroquin ist um das 50-fache gesteigert, die

Transportenergie jedoch fast identisch. (Ferrari & Cutler 1991)

Die Aufnahme von Chloroquin in das Zytosol und die Nahrungsvakuole des Parasiten konnte
durch Diffusion oder einen von Energie ab- oder unabhingigen Transportmechanismus
geregelt sein. Vieles spricht fiir die passive Diffusion von Chloroquin iiber einen Gradienten
vom Zytosol in die sauren Lysosomen. In diesen herrscht ein pH von 5,0-5,2, in den
Zellorganellen dagegen ein pH von 6,9-7.4.

Homewood und Kollegen bekriftigten 1972, dass Chloroquin als schwache Basen bei
niedrigem pH fast nur protoniert vorliegt. Im neutralen bis alkalischen Milieu verschiebt sich
das Verhiltnis hin zur dibasischen Form. Beim pH-Wert von ungefdhr 5 stehen dibasische zu
protonierter Form im Verhiltnis 1:10°, bei einem pH-Wert 7 im Verhiltnis 1:10%. Dieser
geringe Anteil von 0,01% bleibt also im neutralen Milieu des Zytosols stets unprotoniert
(Ferrari & Cutler 1990). In dieser Form ist die Substanz membrangingig und vermag, in das
Lysosom einzudringen. Hier findet sofort eine Protonierung mit einer Verschiebung des
Dissoziationsgleichgewichts zur diprotonierten Form statt. Diese kann das apolare Innere der
Phospholipidmembran passiv nicht iiberwinden und reichert sich durch kontinuierliche
passive Diffusion der basischen Form in den Lysosomen an. Die Protonierung verhindert also

die Riickdiffusion (Homewood et al. 1972, Liilllmann & Mohr)
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Fiir die pH-abhédngige Diffusion von Chloroquin sprechen auch die Ergebnisse der Studie von
Yahon und Kollegen. (Yahon ef al.1984). Eine Erniedrigung des pH-Wertes aullerhalb der
Lysosomen oder eine Erhohung des pH-Wertes innerhalb mit NHCI reduzierte die
Chloroquin-Aufnahme reversibel.

Ergénzend zeigten Krogstad und Kollegen 1985, dass Chloroquin als schwache Base den pH-
Wert der parasitiren Nahrungsvakuolen erhoht, da die Protonierung des Chloroquins zu
einem Verbrauch von Wasserstoffionen und damit zu einer Alkalisierung des Milieus fiihrt.

(Krogstad et al. 1985)

Kinetik und Aufnahmevolumina sprachen gegen die Vermutung einer reinen Diffusion durch
die Plasmamembran ins Zytosol.

1985 wurde ein ATP-betriebener parasitirer Na'/H' -Austauscher in der Plasmamembran
entdeckt (Yayon et al. 1985) und vorgeschlagen, dass die Chloroquin-Aufnahme und —
Sattigung hauptsichlich von der Protonen-Titration bestimmt sein sollte. (Ginsburg & Geary
1987 ; Ginsburg & Stein 1991).

Spétere kinetische Untersuchungen der Sittigung der Chloroquin-Aufnahme sprachen
ebenfalls fiir einen Carrier-vermittelten Transport. Basierend auf der Moglichkeit von 5-(N-
ethyl-N-isopropyl-)Amilorid, einem spezifischen Inhibitor des Na'/H'-Antiports, die
Chloroquin-Aufnahme kompetitiv zu hemmen, wurde vorgeschlagen, dass Chloroquin direkt
vom parasitiren Na'/H'-Austauscher (Na/H exchanger: NHE) in die Parasiten transportiert
wiirde - anstelle von Natrium und im Austausch mit Protonen. Ein von Plasmodium
falciparum codiertes Protein sollte den Chloroquin-Import erméglichen. Die Aufnahme von
Chloroquin wurde als temperatur-abhingiger, sittig- und hemmbarer Prozel3 beschrieben.
(Sanchez et al. 1997)

Spater wurde diese Hypothese modifiziert und ein Transport iiber die Protonenpumpe iiber
selbst-stimulierten Natrium-Protonen-Austausch vorgeschlagen. Jeweils 2 Natrium-Ionen
wiirden gegen ein Wasserstoff-lon ausgetauscht. Solche Transporter sind auch in
Epithelialzellen Wirbelloser gefunden worden. Dieses Protein wire analog zum vertebralen
amilorid-sensitiven elektroneutralen NHE , wiirde aber wesentlich mehr Transportfunktionen
aufgrund seiner elektroneutralen Natur erfiillen. (Ahearn ef al. 1996) Dieser NHE sollte nun
diprotoniertes Chloroquin anstelle von Natrium transportieren, allerdings miifiten ~ 500
Protonen pro Chloroquin-Molekiil ausgeschleust werden. Nach Erreichen eines
Gleichgewichts wiirde die Chloroquin-Aufnahme stagnieren, die Séittigung wire erreicht.

(Wiinsch et al. 1998)
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In Studien von Bray und Kollegen wurde allerdings gezeigt, dal Chloroquin weder direkt
noch aktiv gegen Natrium ausgetauscht wird. Die sittigbare Aufnahme war dort einzig von
der Bindung Chloroquins zu Héimatin abhingig. Natrium spielte bei der Aufnahme
Chloroquins keine bedeutende Rolle. In Natrium-freien Milieu wurde die Chloroquin-
Aufnahme keinesfalls eingestellt und auch keine Anderung der Fihigkeit Amilorids, die

Aufnahme zu hemmen, beobachtet. (Bray ez al. 1999)

Eine andere Studie sprach sich sogar gegen einen NHE als pH-Wert-Regulator aus. In
Natrium-freien Milieu war der Parasit fahig, seinen pH-Wert konstant zu halten und sich von
einer intrazelluldren Azidifizierung/Ansduerung zu erholen. Beide Prozesse waren ATP-
abhingig. Amilorid verursachte eine Reduktion des pH-Wertes, wohingegen EMD 96785,
eine potenter und angeblich selektiver Inhibitor von NHE, geringen Effekt ausiibte. Ein
Absinken des pH-Werte wurde allerdings auch von Bafilomycin A1, einem potenten Inhibitor
der V-Typ H-ATPase, erzeugt. Es verhinderte ebenso die Erholung nach Azidifizierung.
Diese Ergebnisse sprechen fiir eine V-Typ H-ATPase in der Plasmamembran der Plasmodien,

die den Efflux von Protonen steuert. (Saliba & Kirk 1999)

Die Sittigbarkeit des Chloroquin-Ham-Komplexes wurde auch von Sullivan und Kollegen
1998 bestitigt. (s.0.) Es wurde zudem angenommen, dass nur der séttigbare Anteil an
Chloroquin fiir die Medikamenten-Aktivitit von Bedeutung ist, was auch schon in einer
fritheren Studie vorgeschlagen worden war. (Fitch 1979, Bray et al. 1998; Bray et al. 1999)
Es existiert eine nicht-sittigbare Chloroquin-Komponente, die der schwachen
Bindungsaffinitdt Chloroquins an zahlreiche zytosolische Proteine zugesprochen wird.

(Menting et al. 1997, Dorn et al. 1998)

Wie das Chloroquin nun erst die Plasma- und dann die Vakuolenmembran {iberwindet, ist
noch immer nicht aufgeklért. Eine aktiver Transport ins Zytosol und pH-abhingige Diffusion
in die Vakuole ? FPIX abhingige Diffusion in Zytosol und Vakuole ?

Soweit zu diesem kontroversen Thema, das im Kapitel iiber den Resistenzmechanismus

weitergefiihrt wird.
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1.2.3. Molekulargenetik der Resistenz

Die Kontroversen den Wirkmechanismus von Chloroquin betreffend erschweren natiirlich das
Verstehen der Resistenzentwicklung.

Man muf} annehmen, dass bei Resistenz die gewohnte Interaktion mit seinen Zielstrukturen
fiir Chloroquin nicht mehr moglich ist. Dieser Verdnderung konnten viele verschiedene
Ursachen zugrunde liegen. Die Idee einer molekularen Veridnderung oder Blockade der
Zielstrukturen von Chloroquin wére denkbar, die zu einer Hemmung der erwarteten
Reaktionskette oder einer verminderten Bindungsaffinitit von Chloroquin an seine
Zielstruktur fiihrt. Die Storung des Chloroquin-Hidmatin-Komplexes spielt bei dieser
Uberlegung eine zentrale Rolle.

Eine andere Uberlegung setzt an einem verinderten Transport Chloroquins zu oder von den
Zielstrukturen weg an. Verminderte Aufnahme, erhohte Ausfuhr oder eine verdnderte
intrazelluldre Verteilung konnten zu einem Wirkverlust von Chloroquin fiihren.

Ein Abbau der Substanz findet nicht statt. (Fitch 1969)

Schon 1969 wurde von Fitch beobachtet, dass Chloroquin-sensitive Parasiten das sechsfache
(Zelle : Medium: 600 : 1) an Medikamentenmenge ansammelten im Vergleich zu resistenten
Artgenossen (100 : 1). Er folgerte daraus eine Defizit der resistenten Zelle, Chloroquin mit
hoher Affinitit zu binden, und schlug eine Abnahme der Anzahl, der Affinitit oder
Erreichbarkeit von Rezeptoren bzw. Bindungsstellen fiir Chloroquin vor. (Fitch 1969)

Die Beobachtung, dass resistente Zellen weniger Chloroquin als sensitive Zellen anreichern,
wurde mehrfach bestétigt. (Ginsburg & Stein 1991 ; Bray et al. 1992, 1994, 1996 ; Martiney
et al. 1995 ; Sanchez et al. 1997 ; Wiinsch et al. 1998)

Wiére nun beispielsweise ein mit Hématin reagierendes und fiir die Entstehung des
Chloroquin-Hématin-Komplexes notwendiges Molekiil, etwa ein Protein, in seiner Struktur
verdndert, konnte dies zu einer verminderten Entstehung der Komplexe fiihren. Dies
wiederum hétte einen vermehrten Abbau toxischen Hidmatins zu Hdmozoin und damit eine
bessere Situation des Parasiten zur Folge.

Wie oben erwihnt zeigten Plasmodien mit transformiertem funktionell reduziertem Histidin-
reichen Protein II eine Reduktion der Himozoin-Produktion, einen verminderten Transport
von Vakuolenenzymen in die Nahrungsvakuole und zudem eine verminderte Sensitivitdt von
30% gegeniiber Chloroquin. Diese konnte mit einem Mangel an Keimbildnern des

Polymerisationsprozesses erkldrt werden. (Akompong et al. 2002)
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Eine ausreichende Erkldrung der Resistenz bietet diese Studie freilich nicht.

Eine andere Hypothese wurde beim Studium des Bindungs- und Sittigungsverhalten von
Chloroquin aufgestellt. Ein Resistenzmechanismus, der spezifisch die Bindung zwischen
Chloroquin und Hématin in der Nahrungsvakuole verhindert, die Erreichbarkeit erschwert,
wurde vermutet. Sowohl in resistenten wie in sensitiven Isolaten wurde eine gleiche Anzahl
an Bindungsstellen gefunden, die Affinitit der Bindung korrelierte allerdings mit der
Medikamentenwirksamkeit.(Bray et al. 1998, Raynes et al. 1999)

Interessanterweise 14Bt sich die Resistenz gegen Chloroquin durch relativ einfache
Modifikationen in der Basis der 4-Aminoquinolin-Struktur riickgéingig machen.

(Hawley ef al. 1996 ; De et al. 1998) Dies spricht fiir eine spezifische Hemmung.

Ein anderer Ansatz besteht in der Annahme einer Erniedrigung der Chloroquin-Konzentration
in der Ndhe der Reaktionspartner, ohne Verdnderung von Affinitdt oder Vulnerabilitdt der
Zielstrukturen. Vorstellbar ist eine verminderte Aufnahme von Chloroquin.

Dies konnte an einer Membranpermeabilititsstorung oder einer Anderung eines Transporters
oder einer Permease liegen, die sich an der Erythrozyten-, Parasitenzytosol- oder
Vakuolenmembran befindet. (Ferrari & Cutler 1991, Warhurst 1996, Ridley et al. 1998)
Simulationen zeigten, dass die Aufnahme von Chloroquin in chloroquin-sensitive Zellen
wesentlicher hoher ausfiel, als man Diffusion voraussetzend erwarten durfte. Resistente
Staimme hingegen nahmen die errechnete Menge an Medikament auf.

Daraus wurde geschlossen, dass ein Medikamenten-Importeur oder Transporter fiir
Chloroquin in sensitive Zellen existiert, welcher in resistenten abwesend ist. Der
Resistenzmechanismus stellt sich als ein Ausschalten des Transporters zum Schutz der Zelle
dar. (Ferrari & Cutler 1991)

Hier kommt der oben erwdhnt NHE wieder zur Sprache. Sanchez und Kollegen vermuteten
eine Chloroquin-Einschleusung mittels NHE. Zwar sprachen sie sowohl resistenten wie
sensitiven Isolaten einen erleichterten Chloroquin-Aufnahme zu, wiesen aber auf die
unterschiedliche  Kinetik  hin.  Chloroquin-resistente ~ Parasiten  zeigten  einen
Transportmechanismus von geringerer Aktivitit sowie verminderter Affinitét fiir Chloroquin.
Diese kinetischen Anderungen wiirden ein notwendiges Ereignis zur Erlangung der Resistenz

darstellen. (Sanchez et al. 1997)
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Eine andere Erklirung fiir die reduzierte Aufnahme konnte in der Anderung des pH-Wertes
verschiedener Kompartimente liegen. So konnte eine Erhohung des Vakuolen-pH-Wertes
bzw. eine Erniedrigung des Parasitenzytosol-pH-Wertes zu einer reduzierten Diffusion von
Chloroquin in die Nahrungsvakuole fiithren. (Yahon ef al. 1984)

Als Resistenzmechanismus wurde nun eine geschwichte Protonenpumpe der Nahrungs-
vakuole vorgeschlagen. (Ginsburg & Stein 1991)

Der pH-Wert der Vakuole miiite in resistenten Isolaten hoher als in sensitiven sein. Dies
konnte von Krogstad und Kollegen nicht bestétigt werden. (Krogstad et al. 1985;

Krogstad et al. 1992)

Eine andere Arbeitsgruppe konnte dafiir beobachten, daB3 chloroquin-resistente Parasiten
bestdndig einen erhohten zytoplasmatischen pH im Vergleich zu dem chloroquin-sensitiver

Zellen besallen. (Wiinsch et al. 1998)

Ein ganz anderer Ansatz geht von der Vorstellung von einem aktivem Efflux von Chloroquin
aus dem Lysosom aus. Hierzu wiirde der Parasit einen Transportmechanismus gebrauchen,
diese nur in resistenten Parasiten vorhandene Effluxpumpe konnte Chloroquin unter
Energieverbrauch aus seinem Wirkungskreis heraustransportieren.

Dieser Effluxmechanismus ist ein aus der Onkologie bekanntes Phdnomen.

Manche Tumorzellen haben die Féahigkeit entwickelt, sich Zytostatika mittels Effluxpumpe zu
entledigen und so keinen Schaden zu nehmen. Einmal erworben, schleust dieser Transporter
auch Medikamente heraus, mit denen die Zelle noch nie zuvor Kontakt hatte. Die Resistenz
wird durch die Amplifikation eines (multi-drug-resistance) mdr-Gens erklart. (Riordan et al.
1985)

Dieses codiert fiir ein sogenanntes P-Glycoprotein, das als aktiver Transporter toxische
Substanzen aus der Zelle schleust. Der Efflux wird mittels ATP betrieben und ist bis zu 50-
fach gegeniiber der sensitiven Zelle gesteigert. (Endicott & Ling 1989 ; Krogstad ef al. 1987)
Man fand heraus, dass Verapamil, ein Calcium-Kanal-Blocker, die entwickelte Resistenz
komplett autheben konnte. Es wurde ein kompetitiver Hemmechanismus vermutet. (Cano-

Gauci & Riordan 1987)

Aufgrund dieser Erkenntnis testete man in vitro, ob diese Wirkung auch bei resistenten
Plasmodien zu beobachten war. Verapamil war tatsdchlich in der Lage, in der gleichen

Dosierung Chloroquin-Resistenz aufzuheben, die bei Kulturen von neoplastischen mdr-Zellen
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benotigt wird. Die gleiche Dosis Verapamil hatte keinerlei Effekt auf chloroquin-sensitive
Parasiten. (Martin et al. 1987)

Nach Gabe von Verapamil konnten auch Jacobs und Kollegen ultrastrukturelle
morphologische Verdnderungen an Zellkernen, Mitochondrien und anderen Zellorganellen
beobachten, typische Zeichen der Einwirkung von Chloroquin. (Jacobs ef al. 1998)

Dieser Effekt wurde ebenso mit Vinblastin, Daunomycin, Chlorpromazin, Desipramin,
Diltiazem und Galopamil erreicht. (Krogstad ef al. 1987 ; Bray & Ward 1998)

Die Wirkung von Verapamil konnte durch eine Bindung an das P-Glycoprotein und die
Verhinderung des Efflux erklirt werden. (Cowman & Karcz 1991)

Sanchez und Kollegen schlugen als Erkldrung fiir die Reversibilitit der CQR mittels
Verapamil eine Modulation der Aktivitit des NHE vor. Dies sollte calcium/calmodulin-
abhingig reguliert werden. (Sanchez et al. )

Daunomycin als Modulator des parasitdren Chloroquin-Transports erhohte in einer anderen
Studie signifikant die Akkumulation von Chloroquin in chloroquin-resistenten und — zu einem
geringeren Grad — in chloroquin-sensitiven Isolaten. Daraus folgerten Bray und Kollegen
zuerst, dass Resistenz gegen 4-Aminoquinoline mit einer reduzierten Permeabilitit der
Parasiten assoziiert ist. (Bray et al. 1996) Eine pH-Erh6hung aufgrund dieser Substanz und
daraus folgender Erhdhung der Affinitdt Chloroquins zu FPIX wurde spiter in Erwdgung
gezogen. (Bray ef al. 1999)

Der Efflux von Chloroquin als alleiniger Resistenzmechanismus wurde seitdem immer wieder
kontrovers diskutiert. Bray und Kollegen sprachen sich in mehreren Studien gegen dieses
Modell aus. Anderungen in der Effluxrate wiren nicht ausreichend, Chloroquin-Resistenz zu
erklaren. (Bray et al. 1992 ; Bray et al. 1998)

Eine neuere Studie kommt zum gegenteiligen SchluB. Chloroquin ist demnach an
intrazellulire Bindungsplédtze sowohl in resistenten als auch sensitiven Zellen gebunden, der
Unterschied besteht in einem nur in resistenten Parasiten vorkommenden Transporter, der
Chloroquin energie-abhingig ausschleust. Ein mathematisches Modell unterstiitzt die

kinetischen Vorgénge. (Sanchez et al. 2003)

pfmdr

1995 konnte mittels Immunfluoreszenztechnik ein dem P-Glycoprotein homologes Protein
(P-Glycoprotein Homolog 1 = Pgh 1) in der Lysosomenmembran von Plasmodium falciparum
ermittelt werden. Es besitzt eine Gréfle von ca. 160 000 Dalton und eine zu 33% mit dem

menschlichen P-Glycoprotein in Tumorzellen identische Aminosdure/Gensequenz .
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(Cowman & Karcz 1991)

Das dazugehorige Gen wurde auf Chromosom 5 lokalisiert und Pfmdr 1 (Plasmodium
falciparum multi drug resistance-Gen) genannt. Ein weiteres Gen, das mit den mdr-Genen
verwandt zu sein scheint, wurde Chromosom 14 gefunden und Pfmdr 2 genannt. Es scheint

aber nicht mit Chloroquin-Resistenz assoziiert zu sein. (Cowman & Karcz 1991)

In Experimenten an Ovarzellen von chinesischen Hamstern konnte gezeigt werden, dass Pghl
beim Chloridtransport und der Einstellung des pH-Wertes beteiligt ist. Durch Transfektion
von pfmdr 1 mit Wildtyp-Form in Lysosomen von Sdugetieren konnte eine stirkere
Ansduerung erreicht werden. (Van Es ef al. 1994) Von Warhurst wurde 2001 vorgeschlagen,
dass die Ansduerung des Lysosomenmilieus vom Protein Pghl im Sinne -einer
Protonenpumpe geregelt werden konnte.

Interessanterweise wird Pgh 1 in der asexuellen Schizogonie, also der erythrozytdren
Reifephase exprimiert. Nur in dieser Zeit, wenn sich die Parasiten vom Abbau des
Héamoglobins erndhren, wirkt Chloroquin auf die Plasmodien biozid. In Chloroquin
resistenten Plasmodien konnten hohere Konzentrationen als in sensitiven registriert werden.
(Foote 1989, Cowman & Karcz 1991) Nach Chloroquin-, Chinin- und Mefloquin-Gabe
konnte eine Induktion der pfimdrl Expression auch in sensitiven Zellen nachgewiesen werden.
Die Transkriptionslevel von Pfmdr erhohten sich spezifisch um das 2,1-2,7-fache. (Myrick et
al. 2003)

Langen-Polymorphismen im Pghl-Protein, welche durch Verldngerung zweier repetitiver
Regionen im Pfmdrl-Gen entstehen, wurden anfangs mit Resistenz gegen Chloroquin in
Verbindung gebracht. (Saiki et al. 1988) Allerdings konnten sie in chloroquin-resistenten

Staimmen nicht nachgewiesen werden. (Bhattacharya ef al. 1997)

Seit Erfindung der PCR und der Moglichkeit, Gene zu sequenzieren, kann ein Genom bis auf
die letzte Nukleinsdure entschliisselt und jedes Gen zur Untersuchung beliebig amplifiziert
werden.

Foote und Kollegen sequenzierten nun das Pfmdr-Gen in chloroquin-sensitiven und —
resistenten Isolaten. Dieser entscheidende Schritt deckte mehrere genetische Unterschiede
zwischen den Isolaten auf. Die sensitiven Zellen zeigten eine identische Gensequenz, die
resistenten Stdmme, K1 und 7G8 Stimme, wiesen Punktmutationen im pfmdr-Gen auf, die

zum Austausch von fiinf Aminosduren im Pghl Protein fiihrten. (Foote ef al. 1990)
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Diese Anderung kann theoretisch eine verinderte Faltung und damit Funktion des Protein zur
Folge haben. Pghl zeigte je nach Plasmodienstamm an den Positionen 86, 184, 1034, 1042
und 1246 eine andere Primérstruktur. Speziell der Mutation an Codon 86 konnte besondere
Bedeutung zukommen. Die Aminosdure 86Tyrosin ist nach Einbringung in die
Plasmodienmembran an einer fiir das Protein Pghl spezifischen Stelle positioniert. In
Kanalndhe konnte sie die Substratspezifitdt des Proteins als Transporter bedingen.

Die Mutationen an den Codons 1246 und 1042 konnten ebenfalls Auswirkungen auf

Protononen- und Chloroquin-Transport zeigen.

Hier zu den fur diese Studie relevanten Mutationen eine Tabelle:

Tab. 1:
Pfmdr-Codon | Wildtyp Mutation
86 Asparagin Tyrosin
1042 Asparagin Asparaginsdure
1246 Asparaginsiure | Tyrosin

Diese Mutationen gaben der Forschergruppe ein System vor, anhand dessen sie den
Resistenzstatus der Isolate in vitro zu bestimmen versuchten. In 34 von 36 Fillen lagen sie
mit ihrer Vorhersage richtig.

Die 86 Tyr Mutation im Pfmdr-Gen wurde hauptséchlich in Isolaten aus Siidostasien entdeckt.
Die Mutationen an den Codons 1042 und 1246 hingegen fanden sich fast ausschlieBlich in
Isolaten aus Stidamerika.

Dieser Umstand fiihrte zu der Uberlegung, die Resistenzen hitten sich in Siidamerika und
Asien unabhingig voneinander entwickelt und verbreitet. (Foote ef al. 1990)

Nach Entdeckung dieser Mutationen wurden zahlreiche Studien durchgefiihrt und eine sehr
kontroverse Diskussion, die bis heute nicht geendet hat, begann.

Etliche Studien konnten einen glaubhaften Zusammenhang zwischen den Mutationen und
Therapieversagen aufgrund Medikamentenresistenz herstellen. (Adagu et al. 1995, 1996,
1997, Cox-Singh et al. 1995, Duraisingh et al. 1997, Nagesha et al. 2001)

Es gibt aber auch das andere Lager, das keinerlei oder zumindest keine signifikante
Korrelation zwischen diesen beiden GroB3en finden konnte. (Bhattacharya et al. 1997,

Basco & Ringwald et al. 1998, Povoa ef al. 1998, McCutcheon et al. 1999)
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Pfert

Auf der Suche nach anderen Genen, die mit Chloroquin-Resistenz in Zusammenhang stehen
konnten, fand die Forschergruppe um Fidock 2000 das Pfcrt-Gen auf Chromosom 7. Einige
Jahre zuvor hatte man dort das Gen Cg2 lokalisiert und fiir Resistenzen verantwortlich
gemacht. Nach dem jetzigen Stand der Forschung spielt dieses Gen jedoch keine Rolle im
Rahmen der Resistenzentwicklung gegen Chloroquin. (Fidock et al. 2000, Babiker et al.
2000) Im Gegensatz dazu wurde dem Pfcrt Gen eine Schliisselfunktion zugeschrieben. Pfert
steht fiir Plasmodium falciparum chloroquine resistance transporter.

Das Gen besteht aus 13 Exons und kodiert fiir ein Protein auf der Oberfldche der Lysosomen
von Plasmodium falciparum.

Fidock et al. fanden acht Punktmutationen, von denen die Mutation von Lysin zu Threonin an
Codon 76 die groBte Bedeutung zuzukommen scheint. Alle in vitro-resistenten Isolate
besallen diese Mutation, die jedoch in keiner sensitiven Linie gefunden werden konnte. Ein
Klon enthielt alle anderen sieben Mutationen, ohne Resistenz zu zeigen. Die Lys76Thr
Mutation fand sich allerdings nur in Anwesenheit der anderen Mutationen. Daraus schlof3
man, dass die anderen Polymorphismen fiir den parasitdren Stoffwechsel notwendig seien,
bevor die Mutation an Codon 76 zustandekommen koénne. Dieser Vorlauf in der
Resistenzbildung vertrdgt sich gut mit der Praxis der langsamen Resistenzentwicklung gegen
Chloroquin. Die Forscher kreuzten fiir diese Experimente chloroquin-resistente und —sensitive
Isolate aus Stidostasien, Afrika und Siidamerika.

Transformationsstudien derselben Forschergruppe , bei denen pfert-Mutationen mittels
Plasmiden in chloroquin-sensitive Klone eingebracht wurden, zeigten in vitro Chloroquin-
Resistenz. (Fidock et al. 2000). Wie oben erwéhnt, scheint Chloroquin-Resistenz an
mindestens zwei verschiedenen Foci entstanden zu sein, an denen iiberall die Mutation K76T
gefunden wurde. Dies scheint ein weiterer Beweis fiir die zentrale Rolle dieser Pfcrt-Mutation
zu sein. (Wellems & Plowe 2001)

Verschiedene Haplotypen und Mikrosatelliten Marker fiir das pfcrt-Gen sind mittlerweile
ermittelt worden, die AufschluB iiber die Herkunft der Plasmodien geben konnen.
Asiatische/afrikanische und siidamerikanische Isolate unterscheiden sich genotypisch, was ein
weiteres Indiz flir eine voneinander unabhingige Resistenzentwicklung in Asien und
Stidamerika zu sein scheint. S(V)MNT gilt als der siidamerikanische, C(V)IET als der
afrikanisch/siidostasiatische Haplotyp. In einer indischen Studie war erstaunlicherweise dort
der S(V)MNT-Typ verbreitet, iiber Laos liegen derzeit kein Daten vor. (Huaman et al. 2004;
Nagesha et al. 2003, Vathsala et al. 2004) Kiirzlich wurde ein asiatisches Pfcrt-Allel in
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Stidamerika gefunden. Die Forschergruppe vermutet, dass es von Asien oder Afrika nach

Stidamerika gelangt ist. (Vieira et al. 2002)

Dieses Protein PFCRT sitzt an einer strategisch glinstigen Position, an der Membran zwischen
Zytosol und Nahrungsvakuole, die das Chloroquin iiberwinden muf3, um zu seinem Wirkort
zu gelangen. So konnte das Protein als Protonentransporter dienen, der bei Resistenz erhdhte
Aktivitit zeigt. Der pH-Wert im Inneren der Lysosomen wiére in resistenten Plasmodien
vermindert, was zu einer verminderten Bildung des toxischen Hématin-Chloroquin-
Komplexes fiihrte, da weniger Hdmatin in freier Form vorldge. Es wiirde vermehrt in
Héamozoin umgewandelt. (Fidock et al. 2001, Dorn et al. 1998, Dzekunov et al. 2000,
Wellems & Plowe 2001)

Eine andere Vorstellung besagt folgendes: Wéhrend des Hémoglobinabbaus werden
protonierte Aminosduren zusammen mit Ferriprotoporphyrin IX aus der Nahrungsvakuole
geschleust. Dies soll mit Hilfe des transmembranen Proteins Pfcrt vonstatten gehen. Weiterhin
wird angenommen, dass Chloroquin, welches in der Vakuole protoniert vorliegt, in sensitiven
Zellen iiber diesen Transporter anstatt der Aminosiduren ausgeschleust werden konne. Die
Kapazitit sei wahrscheinlich eingeschrinkt, weshalb keine groeren Mengen des
Medikamentes exportiert werden wiirden. In resistenten Zellen stellt man sich nun aber vor,
wiirde die Mutation im pfcrt-Gen zu einer verdnderten Konformation des Proteins mit
gesteigerter Affinitét fiir Chloroquin fiihren und so einen relevanten Efflux bewirken.

Diese Theorie ist mit der Vorstellung von Pghl als Protonenpumpe kombiniert worden. Im
sensitiven Isolat mit einem pfmdr-Wildtyp dient das Protein als Protonenpumpe zur
Ansduerung des Vakuolenmilieus. Im Falle einer Mutation des Codons 86 oder mehrerer des
pfmdr-Gens konnte die Féhigkeit zum Protonentransport gestort sein, was die fiir den
Parasiten ungiinstige Ansduerung durch Protonen und nicht wegtransportierte Aminoséuren

bremsen konnte. Chloroquin wiirde weniger in die Vakuole diffundieren. (Warhurst 2001)

Auch zu dieser Mutation sind viele Studien durchgefiihrt worden. (Babiker er al. 2001,
Djimde et al. 2001, Pillai et al. 2001, Durand et al. 2001) Insgesamt scheint die Mutation,
eine Grundlage fiir die Resistenzentwicklung zu legen, zu der sich zusétzliche Mutationen in

Verbindung mit verschiedenen Faktoren gesellen miissen. (Warhurst 2001)

Tab. 2:

Pfcrt — Codon | Wildtyp | Mutation
76 Threonin | Lysin
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Eine kiirzlich neu entdeckte Mutation S163R auf Pfcrt scheint ebenfalls eine Rolle in der
Resistenzbildung zu fiihren und scheint in Zusammenhang mit einem Export von Chloroquin

zu stehen. (Johnson et al. 2004)

1.3. Pyrimethamin/Sulphadoxin

1.3.1. Resistenzentwicklung und —verbreitung

Antifolate und ihre Kombinationen waren in der Malariatherapie nicht so massiv wie
Chloroquin eingesetzt worden, doch kamen ihre einzelnen Vertreter auch bei einer Vielzahl
anderer Erkrankungen zum FEinsatz. Dies fiihrte schon 1954, also noch vor den ersten
bekannten chloroquin-resistenten Stimmen, zum Entstehen von Resistenzen gegeniiber der
Antifolat-Kombination. In Gebieten mit endemischer Malaria tragen weite Teile der
erwachsenen Bevolkerung immer wieder Parasiten in sich, ohne stark oder iliberhaupt zu
erkranken. Erhalten diese Menschen nun héufig Antifolate zur Therapie verschiedener
Erkrankungen besteht kontinuierlich Kontakt zwischen Plasmodien und Antifolaten. Dies
stellt einen geniigend hohen Selektionsdruck dar, um Resistenzen entstehen und wachsen zu
lassen.

Der vielerorts breite Einsatz trotz Resistenzentwicklung, der sich mit Aufkommen der
Chloroquin-Resistenz teilweise noch verstdrkte, filhrte zu immer hoheren Resistenzraten.
Unkontrollierter Gebrauch, eine am Finanziellen orientierte Gesundheitspolitik und besonders
in Afrika ausgedehnte Volkerwanderungen verschérften die Situation zunehmend.
(Kondrachine & Trigg 1997)

Eine lange Halbwertszeit der Wirkstoffe, wie es hier der Fall ist, konnte eine Selektion
resistenter Stimme begiinstigen. (Watkins & Moboso 1993)

Eine Therapie mit S/P scheint Gametozyten zu induzieren, Therapieversagen konnte zu einem
Anstieg und einer Persistenz der Gametozytdmie nach Behandlung fiihren. Die immer wieder
beobachtete Gametozytdmie unter S/P-Therapie und erhohten Gametozytenraten bei
Therapieversagen konnte so die Verbreitung der Resistenz erheblich vergroBBern. (Robert et al.

2000, Von Seidlein et al. 2001, Bousema et al. 2003, Sutanto et al. 2004)

In Asien wurden Resistenzen erstmals 1970 gemeldet. (Ebisawa et al. 1970) In Thailand ist
man aufgrund hoher Resistenzraten schon lange von diesem Mittel abgekommen. (Reacher ef

al. 1981) Studien aus Laos zeigten eher niedrige Resistenzraten von ca. 20 % fiir die
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Kombination Pyrimethamin und Sulphadoxin. Obwohl es offiziell als Mittel der zweiten
Wahl gehandelt wurde, fand es keine breite Anwendung. Das Standardtherapeutikum war
Chloroquin, bei Therapieversagen wurde meist mit Chinin weiterbehandelt. Derzeit planen
die Regierung von Laos und die WHO eine Umstellung der Malariaempfehlungen zu Gunsten
der Kombination Chloroquin und Fansidar. Allerdings ist nun mit einer raschen
Resistenzvermehrung wie in den Nachbarldndern zu rechnen. (Pillai ez al. 2001, Schwdbel et

al. 2002)

1.3.2. Wirkungsweise

Wie schon in Kapitel 1.2.1. erldutert bediirfen die Plasmodien zur Vermehrung und
Aufrechterhaltung ihres Stoffwechsels verschiedener Proteine, Fette und anderer Stoffe, die
sie entweder als Parasiten komplett ibernehmen oder aus Grundbausteinen des Wirtes iiber
de-novo-Synthese herstellen.

Ein essentieller Schritt ist die Folatsynthese aus GTP. Sie dient der Bereitstellung von
reduziertem Dihydrofolat, welches in die Pyrimidinsynthese eingespeist wird. Das
entstethende Thymidilat dTMP ist eines der Grundbausteine der DNS-Replikation. Der
Folatzyklus dient aber auch der Herstellung von Aminosduren, sowie der Reduktion von
NADP.

Sehr viele Enzyme sind beteiligt, eine Blockierung eines oder mehrerer dieser wiirde zum
Stillstand der Reaktionskette und letztendlich durch mangelnde DNS-Replikation zum
Absterben des Parasiten fiihren.

Die Antifolate Pyrimethamin und Sulphadoxin greifen durch Enzymblockade in dieses
Netzwerk ein.

Sulphadoxin stort die Folatsynthese, in dem es die Dihydropteroat Synthetase (DHPS)
hemmt, welches der Bildung von Dihydropteroat aus 6-Hydroxymethyldihydropterin-
pyrophosphat und para-Aminobenzoesdure (PABA) dient. (Walter et al. 1991, Foote &
Cowman 1994)

Pyrimethamin setzt spéter ein, es blockiert im Folatzyklus die Reduktion von 7,8-
Dihydrofolat mittels NADPH + H". Dies verhindert die Entstehung von NADP" und 5,6,7,8-
Tetrahydrofolat, welches methyliert fiir die Thymidilatsynthese, also die DNS-Replikation,
von noten ist. Das die Reduktion katalysierende Enzym heif3t Dihydrofolat-Reduktase
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(DHFR) und wird durch Pyrimethamin, Cycloguanil und Methotrexat (MTX) gehemmt. MTX
blockiert allerdings auch das humane Enzym, wihrend Pyrimethamin spezifisch die
Plasmodien-Reduktase angreift. (Ferone et al. 1977)

Die beiden Antifolate ergdnzen sich dementsprechend gut, ihre Wirkung ist synergistisch. Es
gilt als sehr effiziente und auch nicht zu teure Kombination gegen Malaria und wird in vielen
Landern als Mittel erster oder zweiter Wahl gehandelt.

Als Langzeit-Prophylaktikum eignet es sich wegen zahlreicher nicht unerheblicher
Nebenwirkungen nicht. Die Kombination kann zu reversiblen Blutbildverdnderungen, Leber-
und Knochenmarksstorungen, gastrointestinalen Storungen und allergischen Hautreaktionen

fiihren. (Bjorkman et al. 1991, Lang & Ldscher, Liillmann & Mohr)

1.3.3. Molekulargenetik der Resistenz

Ein grofler Vorteil gegeniiber Chloroquin besteht darin, dass Wirkmechanismus und -ort der
Medikamente weitgehend bekannt sind. Trotzdem gibt es theoretisch verschiedene
Moglichkeiten fiir den Parasiten, sich der Wirkung der Medikamente zu entziehen. Ein
wichtiger Schritt war die Entdeckung der betroffenen Enzyme und ihres Ursprungs, d.h. der
entsprechenden Gene. Das DHFR codierende Gen dhfr liegt auf Chromosom 4. DHPS
entsteht aus dem dhps-pppk-Gen auf Chromosom 8 mit zwei Introns, das fiir zwei Enzyme
codiert. PPPK wirkt ebenfalls bei der Folatsynthese mit.

Ein kurzer Uberblick zu den Uberlegungen und Theorien, die man sich zur Antifolat-

Resistenz gemacht hat.

Zuerst fanden Inselburg et al. 1987 in einem resistenten Laborstamm eine Uberproduktion
von Dihydrofolatreduktase (DHFR) durch Duplikation des dhfr-Gens. Sie folgerten daraus,
dass Pyrimethamin durch diese Uberproduktion das Enzym DHFR nicht mehr ausreichend
hemmen konnte. Die Resistenz wire also mit Wirkstoffmangel durch iiberproportionale
Produktion von Parasitenenzym begriindet.

Dieser Versuch erwies aber als nicht reproduzierbar. In einem nachfolgenden Experiment mit
Wildstdimmen fand sich in allen sowohl resistenten und als auch sensitiven Isolaten nur eine
Kopie des dhfr-Gens. (Foote ef al. 1990, Snewin et al. 1989, Cowman et al.1988).

Ahnliche Vermutungen wurden in Hinsicht auf die Sulphadoxin-Resistenz entwickelt.

Auch hier konnte man die Uberproduktion von DHPS mittels duplizierten dhps-Gens

ausschlieBen. In sensitiven wie resistenten Stdmmen lieB sich jeweils nur eine Kopie des Gens
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nachweisen. (Dieckmann et al. 1986, Triglia et al. 1994, Zhang et al. 1991, Brooks et al.
1994).

Eine andere Theorie besagte, dass Verdnderungen der parasitiren Membran zu einer
verminderten Medikamentenaufnahme fiihren wiirden. Eine herabgesetzte Permeabilitit hitte
niedrige Wirkstoffkonzentrationen im Plasmodium zur Folge. Dies konnte allerdings nie
nachgewiesen werden. Die Pyrimethamin-Konzentration war in resistenten und sensitiven

Parasiten anndhernd gleich. (Inselburg ef al.1987).

Ende der achtziger Jahre wurden dann mehrere Arbeiten zu einem neuen Ansatz
verdffentlicht. Wie auch bei Chloroquin suchte man nach Verdnderungen in den zustdndigen
Genen. Untersuchungstechniken wie die Sequenzierung von DNS und vor allem auch die
Erfindung der PCR ermoéglichten auch hier molekularbiologische Analysen. Das Genom der
Plasmodien wird vollstindig sequenziert und verschiedene Gene sind bekannt. Man
untersuchte die DNS von resistenten und sensitiven Laborstimmen sowie isolierten
resistenten Wildstimmen und fand verschiedene Mutationen im Genom der resistenten
Parasiten. So fielen auch Punktmutationen in den fiir DHPS und DHFR codierenden
Genabschnitten auf, die man nun mit der in vitro festgestellten Medikamentenresistenz
assoziierte. (Triglia & Cowman 1994, Cowman et al.1988, Foote et al. 1994, Peterson et
al. 1988, Zolg et al.1989) Punktmutationen kénnen zu einer veridnderten Sekunddr- oder
Tertidrstrukur, d.h. Faltung der Enzyme fithren und dadurch eine verminderte Aktivitit oder
sogar einen totalen Wirkverlust verursachen.

Verschiedene Codons auf beiden Genen sind Gegenstand der Forschung. Die Kombination

verschiedener Kombinationen scheint den Resistenzeffekt zu verstarken.

Mit Pyrimethamin-Resistenz werden hauptsdchlich Mutationen in fiinf verschiedenen Codons
des dhfr-Gens in Verbindung gebracht. Sie konnten anhand von Laborstimmen aus
verschiedenen Regionen der Erde untersucht werden.

Einen besonderen Stellenwert nimmt eine Punktmutation im Codon 108 ein. Sie bewirkt einen
Austausch der Aminosédure Serin (Zellinie 3D7 aus Afrika, entspricht dem Wildtyp) zu
Asparagin (HB3 aus Honduras). In vitro und in vivo wurde sie mit Pyrimethamin-Resistenz
assoziiert. (Zolg et al. 1989, Curtis et al. 1996, Sirawaraporn et al.1997b, Basco & Ringwald
1998)

Gegeniiber Proguanil bzw. seinem wirksamen Metaboliten Cycloguanil zeigten Parasiten mit

dieser Mutationen nur geringes Resistenzverhalten. Das Codon 108 kann allerdings eine
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weitere Mutation aufweisen, wodurch Serin mit Threonin (Stamm FCR-3 aus Gambia)
vertauscht wird. Die Kombination aus dieser Mutation zusammen mit einem
Aminosdureaustausch in Codon 16 (Alanin zu Valin) zeigte im in vitro Versuch Resistenz
gegeniiber Cycloguanil und nur geringen Sensitivititsverlust von Pyrimethamin. (Foote et al.
1990, Sirawaraporn et al. 1997b)

Mutationen in den Codons 51 (Asparagin zu Isoleucin) und 59 (Arginin zu Cystein) spricht
man eine verstirkende Wirkung der Resistenz bei Anwesenheit von Asparagin an Stelle 108
zu. (Zolg et al. 1989, Hyde et al. 1990, Curtis et al. 1998)

Weiterhin ist Codon 164 durch eine Mutation aufgefallen, die einen Austausch von Isoleucin
zu Leucin bewirkt.

Untersuchungen ergaben auch hier, dass die Kombination dieser Mutation in Codon 164
zusammen mit der Mutation zu Asn-108 erhohten Resistenz gegeniiber Pyrimethamin und

Cycloguanil fiihrten. (Peterson et al. 1990)

Tab. 3:
DHFR - Codon | Wildtyp Mutation
16 Alanin Valin
51 Asparagin Isoleucin
59 Cystein Arginin
108 Serin Asparagin/ Threonin
164 Isoleucin Leucin

DHPS betreffend sind &hnliche Studien durchgefiihrt und verschiedene Codons
hervorgehoben worden, die zu einer Resistenz fithren kdnnten.

Fiinf mutierte Genloci kommen in Gebieten mit hohen Resistenzraten besonders hiufig vor,
sie wurden in dieser Studie untersucht.

Besonders erwidhnenswert scheinen die Mutationen am Codon 436 und 437 zu sein.

Der Wildtyp von 436 codiert fiir Serin, die Mutation fiir Alanin. Sie ist in verschiedenen
Studien mit einem Wirkungsverlust von Sulphadoxine in Verbindung gebracht worden.
(Brooks et al. 1994, Triglia & Cowman 1994, Duraisingh et al. 1998)

Codon 436 kann auch bei entsprechender Mutation fiir Phenylalanin codieren. Diese
Verdnderung zusammen mit einer Mutation im Codon 613, die den Austausch der
Aminosdure Threonin oder Serin statt Alanin bewirkt, wurde ebenfalls bei verminderter
Sulphadoxin-Sensitivitit beobachtet. (Brooks et al. 1994, Wang et al. 1997)

Ein Austausch der Aminosdure Alanin gegen Glycin am Codon 581 fiihrte ebenso zu einer

erhohten Resistenz. (Brooks et al. 1994) In Kombination mit einer Mutation im Codon 437
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(Alanin zu Glycin), welche in der Linie K1 aus Thailand zu beobachten ist, potenzierte sich
der Resistenzeffekt um das 50-fache im Vergleich zum Wildtyp. Die in dieser Studie
ebenfalls getestete Linie Dd2 aus Indochina, welche drei Mutationen besitzt (436, 437 und
613), zeigte das hochste Niveau an Resistenz. Die Resistenz lag 20-fach hoher als bei K1.

Das mutierte Codon 437 allein (Linie 3D7 aus Afrika) zeigte eine leichte Stufe der Resistenz.
(Wang et al. 1997)

Brooks und Kollegen hingegen konnten dem mutierten Codon 437 keinerlei
resistenzverstirkende Wirkung zuschreiben. (Brooks et al. 1994)

Ein weiteres Codon, das Aufmerksamkeit gewinnen konnte, ist das an Stelle 540. Eine
Mutation dort fithrt zum Austausch der Aminosédure Lysin gegen Glutamat, die in Verbindung
mit den Codons 436 und 437 bei in vivo Resistenzen gegen Pyrimethamin-Sulphadoxin

beobachtet wurde. (Curtis et al. 1998)

Tab. 4:
DHPS - Codon | Wildtyp Mutation
436 Serin Alanin/ Phenylalanin
437 Alanin Glycin
581 Alanin Glycin
540 Lysin Glutamat
613 Alanin Serin/ Threonin

Bei Resistenz gegeniiber der Kombination S/P mufl von einem Zusammenspiel der beide
Gene betreffenden Mutationen ausgegangen und sollten daher dementsprechende
Untersuchungen anstellt werden.

Dieser synergistische Effekt wird natiirlich ebenso eine Rolle bei anderen

Medikamentenkombinationen spielen.
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2. Problemstellung und Zielsetzung

Der zunehmende Verlust der Wirksamkeit von Medikamenten wie Chloroquin und
Pyrimethamin/Sulphadoxin, die routinemifBig in vielen endemischen Gebieten verabreicht
werden, stellt einen Riickschritt in der Malariabekdmpfung dar, weshalb auch die WHO das
Authalten und Verhindern der Resistenzentwicklung als eines der Hauptziele der
Malariabekdmpfung definiert hat.

1998 initiierte sie das Programm ,,Roll Back Malaria®, das derzeit an diversen Problemen zu
scheitern droht. Die Anzahl der Todesfédlle durch Malaria ist seither angestiegen, obwohl man
als Ziel die Halbierung der Todesopfer bis zum Jahre 2010 veranschlagt hatte. (BMJ 2004)
Natiirlich stellt in den Entwicklungslindern die Finanzierung immer eines der grdéften
Probleme dar. Gerade deshalb ist dort eine verniinftige, Okonomisch effiziente
Therapiestrategie sehr wichtig. Eine den Resistenzen und dem Individuum angepalite, aber
nicht unndétig teure Medikation ist nur moglich, wenn schnelle, preiswerte und effiziente
Methoden zur Feststellung von Resistenzen zur Verfligung stehen. Optimalerweise sollte die
Resistenzlage der Erreger vor Therapie getestet werden konnen, um dann das Mittel der Wahl
einsetzen zu konnen. Man vermeidet so Therapieversagen oder Ubertherapie mit damit
verbundenem Anziichten von Resistenzen. Da die in vitro-Tests zeitaufwendig und teuer sind,
eignen sie sich nicht zur Routinediagnostik. Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein
preiswertes und schnelles Verfahren, das auch in Entwicklungslindern zum Einsatz kommen
und bei der Wahl der Medikamente helfen konnte.

Man assoziiert nun seit einigen Jahren bestimmte Punktmutationen auf Genen von
Plasmodium falciparum mit Resistenzen gegeniiber verschiedenen Medikamenten.

Mittels PCR lassen sich diese Mutationen schnell analysieren, die korrekte Vorhersage des
Therapieerfolges, bleibt derzeit noch unbefriedigend. Daf3 die gewissen Punktmutationen eine
Rolle zu spielen scheinen, haben schon verschiedene Studien gezeigt. Welche davon wirklich
aussagekriftig sind und sich fiir zuverldssige Vorhersagen eignen kdnnten, gilt es weiterhin
herauszufinden. Vor allem scheinen viele andere Faktoren den Therapieerfolg mehr oder
weniger zu beeinflussen, die Wirtsimmunitit spielt dabei eine entscheidende Rolle.
Interessanter als im individuellen Fall scheint die Anwendung der Punktmutationen als
molekulare Marker in epidemiologischen Studien zu sein, um Resistenzentwicklungen

frithzeitig zu erkennen.
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Chloroquin war noch immer Mittel der ersten Wahl im Studiengebiet Laos. Daher war
anzunehmen, dafl sich auch dort Resistenzen gegen dieses Medikament gebildet hatten,
ebenso gegen die Antifolat-Kombination Pyrimethamin-Sulphadoxin, die offiziell als Mittel
der zweiten Wahl gegeben wurde. Die Regierung von Laos plante gemeinsam mit der WHO
eine Anderung der Malariaempfehlungen. Die gesamte Studie diente der Aufklirung
beziiglich der Effektivitit der angewendeten Medikamente und der Resistenzlage der
Parasiten in der Provinz Attapeu.

In Zusammenarbeit mit der WHO und dem nationalen Malariainstitut von Laos hat die
Arbeitsgruppe wihrend der Regenzeit 2001 eine in vivo-Studie durchgefiihrt, deren Daten hier
verwendet werden. Das zu untersuchende Probenmaterial stammte von 119 Patienten mit
Fieber und mikroskopisch nachgewiesener Malaria tropica aus der Provinz Attapeu im
Stidosten der laotischen Volksrepublik. (Schwoebel et al. 2003) Dieses Gebiet grenzt an die
Lander Vietnam und Kambodscha, die hohe Resistenzraten aufweisen. Ein gewisser Einfluf}
auf die Resistenzlage laotischer Parasitenpopulationen im Grenzgebiet ist durch Migration zu
vermuten.

Die vorliegende Teilstudie hat also zum Ziel, den Resistenzstatus der entnommenen Proben
zu kldaren und mogliche Korrelationen zu den in vivo-Daten herzustellen, und liefert einen
Uberblick iiber die molekulare Resistenzlage in einem noch recht unerforschten, lange
isolierten Land wie Laos, das Grenzen zu Multiresistenzgebieten besitzt.

Die Proben wurden in Miinchen auf die bekannten Mutationen hin gepriift. Beziiglich der
Chloroquin-Resistenz wurden die Punktmutationen an den Codons 86, 1042, 1246 des pfmdr-
Gens und an Codon 76 des pfcrt-Gens untersucht. Pyrimethamin-Sulphadoxin-Resistenz wird
mit Punktmutationen an den Codons 16, 51, 59, 108 und 164 des dhfr-Gens und an den
Codons 436, 437, 540, 581 und 613 des dhps-Gens assoziiert und wurde darauthin getestet.
Die Hoffnung ist, eine signifikante Assoziation zwischen Punktmutationen auf relevanten
Genabschnitten von Plasmodium falciparum und Medikamentenresistenz in vivo nachweisen
zu konnen, um die Therapie optimieren und unnétiger Resistenzbildung vorbeugen zu
konnen. Sensitivitit und Spezifitit der Resistenzmarker werden iiber Praktikabilitdt und

Relevanz in epidemiologischen Studien und im klinischen Alltag entscheiden.
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3. Patienten, Material und Methoden

3.1. Proben

3.1.1. Studiengelédnde und Einschlusskriterien

Abb. 3:

Laos

Die hier vorliegende Studie wurde mit einer in vivo Studie kombiniert, welche die Effektivitat
der Medikamente Chloroquin und P/S einzeln und als Kombination bei Behandlung der
unkomplizierten Malaria tropica testen sollte. Die Proben wurden von August bis Oktober
2001 — also wéhrend der Regensaison - in allen fiinf Distrikten der Provinz Attapeu
gesammelt, die sich im Siidosten von Laos befindet und an Vietnam und Kambodscha grenzt.
Um an die Proben zu gelangen, wurden Patienten der ortlichen und Kreiskrankenhéduser auf
Infektion mit Plasmodium falciparum gescreent, der grofere Teil der Proben kam aber direkt
von der Bevolkerung aus verschiedenen Dorfern, der bei Verdacht auf Malaria, d.h. vor allem
bei Fieber, Blut abgenommen wurde. Die Blutproben wurden mikroskopisch auf Plasmodium

falciparum untersucht, auf Whatman 3MM Chromatographie Filterpapier fixiert und so nach
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Miinchen transportiert, wo sie im Labor der Abteilung fiir Infektions- und Tropenmedizin der

Ludwig-Maximilians-Universitidt Miinchen aufgearbeitet wurden.

119 Patienten wurden in die Studie aufgenommen, wovon 103 die 14-tdgige Verlaufsbeo-
bachtung absolvierten. Es wurden Blutproben an Tag Null, also vor Behandlung, dann am
zweiten, dritten, siebten und 14ten Tag der medikamentdsen Behandlung entnommen und auf
Filterpapier getropft.
Zu den EinschluBkriterien gehorten :

- Symptomen oder Zeichen einer unkomplizierten Malaria

- Plasmodium falciparum-Monoinfektion

- Mindestalter von einem Jahr

- Aufkldrung und Einwilligungserklarung des Patienten oder Erziehungsberechtigten

- AusschluB} einer Schwangerschaft

- Keine Einnahme von Medikamenten gegen Malaria

Die Parasitenanzahl spielte in der hier vorliegenden Studie keine Rolle, es wurden sowohl
Parasitenzahlen unter 1000 und {iber 100 000 Parasiten/pl mit aufgenommen, da nur der
mikroskopische und molekulare Nachweis von Plasmodium falciparum und dessen genetische

Polymorphismen interessierten.

3.1.2. Behandlung und Klassifikationskriterien

Die Gesamtdosis fiir Chloroquin lag bei 25mg/kg KG auf drei Tage verteilt, Patienten in der
Antifolat-Gruppe erhielten eine Einmal-Dosis Fansidar®

(Pyrimethamin/Sulphadoxin) dquivalent zu 1,25 Pyrimethamin/kg KG.

Die Kombinationstherapie bestand aus Gabe beider Medikamente mit gleicher Dosierung wie
in der Einzeltherapie.

Die Therapieergebnisse wurden anhand des WHO-Protokolls fiir Malaria-Gegenden mit

geringer oder moderater Transmissionsrate ausgewertet. Es gibt folgende Einteilung :

- Friihes Therapieversagen (Early Treatment Failure, ETF): Gefahrenzeichen oder kli-
nische Manifestation der schweren Form der Malaria vor oder an Tag drei, Parasitimie
an Tag zwei hoher als an Tag Null, Parasitimie an Tag drei liber 25 % erhoht im

Vergleich zu Tag Null oder Fieber und Parasitdmie an Tag drei
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- Spites Therapieversagen (Late Treatment Failure, LTF): Gefahrenzeichen oder kli-
nische Manifestation in Anwesenheit von Parasiten nach Tag drei oder irgendeine
Parasitdmie mit oder ohne Fieber nach Tag drei

- Adéquate klinische und parasitologische Antwort (Adequate Clinical and Parasitolo-

gical Response, ACPR): keine Kriterien oben genannten Therapieversagens

3.1.3. Plasmodium falciparum Stamme als Positivkontrollen

Fiir die verschiedenen PCRs dienten diverse Labor-Stimme von Plasmodium falciparum als
Positivkontrollen. Der am héufigsten verwendetete Stamm wird mit K1 bezeichnet und
kommt urspriinglich aus Thailand. Er wurde kultiviert und bei einer Parasitimie von 2-3%
kryokonserviert, was es moglich macht, ihn jederzeit wieder anzuziichten. Auf Filterpapier
getropft, konnte K1 genau wie die Proben extrahiert und weiterverwendet werden.

Weitere Laborstimme, die hier verwendet wurden, sind 7G8, 3D7, FCR3, V1/S, W2, T9/96.

Tab. 20: Resistenzmuster von K1

Gen |pfmdr pfcrt| DHFR DHPS

Codon | 86 104211246|76 |16 51 |59 |[108 (164|436 |437|540|581|613
* Mt Wt |Wt [Mt |Wt Wt |[Mt |[Mt |Wt | Wt Mt |Wt | Mt | Wt
AS Tyr |Asn |Asp |Lys |Ala Asn | Arg|Asn |Ile |Ser Gly|Lys|Gly|Ala

* Mt = Mutation, Wt = Wildtyp
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3.2. Material

3.2.1. Nukleotide

Oligonukleotide Primer : MWG-Biotech GMbH, Ebersberg
Spezies

rPLU 5:5° CCT GTT GTT GCC TTA AACTTC 3’

rPLU6: 5 TTA AAATTG TTG CAG TTA AAACG ¥

rFALL : 5° TTA AACTGG TTT GGG AAA ACC AAA TAT ATT 3’
rFAL2: 5 ACA CAA TGA ACT CAA TCA TGA CTA CCC GTC 3’

rVIV1 : 5> CGC TTC TAG CTT AAT CCA CAT AACTGA TAC ¥
rVIV2:5 ACT TCC AAG CCG AAG CAA AGA AAGTCCTTA 3°

pfmdr
pfmdr 1-1 : 5> AGA TGG TAA CCT CAG TATCA 3’
pfmdr 1-2 : 5 TTA CAT CCA TAC AAT AACTTG 3’

pfmdr 1-3 : 5 GCG TGT ATT TGC TGT AAG AG 3°
pfmdr 1-4 : 5 CAG CAT AACTAC CAG TTAAT ¥

pfmdr 1-5: 5 GTG GAA AAT CAA CTT TTA TGA 3°
pfmdr 1-6 : 5 TTA GGT TCT CTT AAT AAT GCT 3’

MDRI : 5> ATG GGT AAA GAG CAG AAAGA 3’
MDR?2 : 5’AAC GCA AGT AAT ACA TAA AGT CA 3’

MDR3 : 5 TGG TAA CCT CAG TAT CAAAGAA Y
MDR4 : 5 ATA AAC CTA AAA AGG AACTGG ¥’

Pfert
TCRP1:5 CCG TTA ATA ATA AAT ACA CGC AG 3’
TCRP2 : 5> CGG ATG TTA CAA AAC TAT AGT TACC 3
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TCRD1 : 5> TGT GCT CAT GTG TTT AAA CTT 3’
TCRD2 : 5 CAA ACC TAT AGT TAC CAATTT TG 3’

DHFR
M1 :5 TTT ATG ATG GAA CAA GTCTGC 3’
M5 : 57 AGT ATA TAC ATC GCT AAC AGA 3°

M3 :5 TTT ATG ATG GAA CAA GAC TGG GACGTT 3
F/ :5 AAATTCTTG ATA AAC AAC GGA ACCTTTTA 3’

M4 : 5 TTA ATT TCC CAA GTA AAA CTATTA GAGCTTC 3’
F :5 GAAATGTAATTC CCT AGA TAT GGA ATA ATT 3’

DHPS
R2:5 AAC CTA AACGTGCTGTTC AA 3’
R/ : 5 AAT TGT GTG ATT TGT CCA CAA 3°

K :5° TGC TAG TGT TAT AGA TAT AGG ATG AGC ATC ¥’
K/:5 CTA TAA CGA GGT ATT GCA TTT AAT GCA AGA AA %

L :5 ATA GGA TACTAT TTG ATA TTG GAC CAG GGA TTC 3’

L/:5 TAT TAC AAC ATT TTG ATC ATT CGC GCA ACCGG ¥’

dATP, dCTP, dGTP, dTTP ; je 10 mM Appligene, Heidelberg
100bp DNA-Leiter Gibco BRL, Eggenstein



3.2.2. Enzyme

Amplifikation und Enzymverdau wurde mit folgenden Enzymen durchgefiihrt:

Polymerase: Taq DNA-Polymerase (5U/ul) Appligene, Heidelberg
Restriktionsendonukleasen: New England Biolabs, Schwalbach

Afl 111 Bsl 1 Fok I

Apo | Bsr 1 Mnl I

Alul BstN I MspA 1

Ase I BstU I Nila III

Avall EcoR V Tsp509 1

Bsa WI Dral Xmn [

3.2.3. Chemikalien

Chelex: InstaGene DNA Reinigungskit/Matrix Bio Rad, Miinchen

Puffer MgCI? Appligene, Heidelberg

DMSO (Dimethylsulfoxid) Serva, Heidelberg

Tween 20 (1%) Merck, Darmstadt
Inkubationspuffer NE-1, NE-2, NE-3, NE-4 New England Biolabs Schwalbach
Ethidiumbromid Sigma, Deisenhofen

Mineralol ,,Light white oil*

Tris (2-Amino-2 (hydroxymethyl)-propan-1,3-diol)

Orange G

Bromophenolblau

EDTA

Ficoll 400

NuSieve TM Agarose FMC BioProducts,
SeaKem TM Agarose Rockland, ME, USA
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3.2.5. Gerite

Tischzentrifuge EBA 12/12 R
Minishaker MS1

UNO IT Thermocycler

u.a.

Wasserbad WBU 45
Horizontal-Gelelektrophoresekammer “A2
u.a.

Ultraviolet Transilluminator
Sofortbildkamera (Polaroid MP4)
Inkubator

3.2.6. Filme
Sofortbildfilm 667

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
IKA-Works, Wilmington, USA

Biometra, Gottingen

Memmert, Schwabach
Owl Scientific, Woburn, USA

UVP, Upland, USA
Polaroid

Heraeus Inkubator

Polaroid (Vertrieb : Sigma),

Deisenhofen

43



3.3. Methoden

3.3.1. Grundprinzipien der verwendeten Methoden

3.3.1.1. DNA-Extraktion

Um mit der Plasmodien-DNA arbeiten zu konnen, muf3 sie erst mal von Filterpapier und Blut
getrennt, sprich extrahiert werden. Die PCR kann durch diverse Hemmstoffe gestort werden,
die Gewinnung aus Blutproben auf Filterpapier ist aber unter Einhaltung spezieller Kriterien
eine effektive Methode (Long et al. 1995). Bei der Methode nach Kain und Lanar werden
durch Hitze die roten Blutkdrperchen zum Platzen gebracht und die Proteine denaturiert. Die
freigegebene Plasmodien-DNA wird durch das hinzugegebene Chelex und mehrmaliges
Zentrifrugieren von den anderen Bestandteilen getrennt. Wichtig dabei ist auch die
Entfernung des Hamoglobins, welches die Tag-Polymerase inaktiviert. (Higuchi et al.1989)
Wird die extrahierte DNS bei —20°C gelagert, steht sie bis zu sechs Monate ohne

Qualitidtsminderung fiir die Polymerasekettenreaktion zur Verfiigung.

3.3.1.2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Um eine ausreichende Menge DNS-Stréinge fiir die weiteren Schritte zur Verfligung zu haben,
miissen diese amplifiziert, d.h. vervielfdltigt werden. Die einfachste Methode, dies schnell,
kostengiinstig und selektiv, d.h. nur die bendtigten Abschnitte betreffend, zu bewerkstelligen,
stellt die Polymerasekettenreaktion dar.

Sie imitiert die wichtigsten Schritte des natiirliche Replikationsvorgangs in beliebiger
Wiederholung in-vitro.

Ausgehend von initial zwei komplementdren DNS-Stringen und einer Verdopplung der
jeweils vorhandenen Doppelstringe findet ein exponentielles Wachstum der Genabschnitte
statt, was nach 20 Zyklen zu ca. einer Millionen, nach 30 Zyklen zu einer Milliarde Kopien
dieses Abschnitts der Erbsubstanz fiihrt. (Saiki et al. 1988)

Damit nur der gewiinschte Abschnitt amplifiziert wird, miissen sogenannte Primer,
Oligonukleotide, hergestellt werden. Wie beim natiirlichen Replikationsprozef3 stellen sie die
Startmolekiile des neuen DNS-Stranges dar, von dem die weitere Replikation abhédngt. Die
Gensequenz in diesem Bereich muf} also genau bekannt sein, um fiir beide Einzelstringe
komplementidre Primer designen zu konnen, die den Abschnitt von beiden Seiten her

festlegen. Zueinander komplementér diirfen die beiden Primer nicht sein, da sonst sogenannte
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Primer-Dimere entstehen, die zu keiner Replikation des gewiinschten Abschnitts fiihren, auch
,mispriming* genannt. (Proll et al. 1997)

Der Vorgang besteht aus folgenden Schritten:

Die native als Doppelstrang vorliegende DNS wird in einem Erwirmungsschritt in
Einzelstrange aufgespalten. Diese Denaturierung erfolgt bei 94°C.

Nach Senkung der Temperatur findet als nidchstes das Annealing bei 50°C statt. An die beiden
Einzelstriange lagern sich die passenden Primer, die aufgrund der wesentlich geringeren Grof3e
schneller und beweglicher als die native DNS sind.

Da mit der Primeranlagerung ein kurzer Doppelstrang entstanden ist, kann die Tag-
Polymerase ihre Arbeit beginnen. Sie komplementiert den Einzelstrang mit den lose
hinzugegebenen vier Nukleotiden (Adenosin, Cytosin, Guanin und Thymindin), die als
Desoxynukleotidphosphate (dNTP) vorliegen. Vom freien 3’-OH-Ende des Primers
ausgehend verbindet die Polymerase die Nukleotide, indem sie diese durch Abspaltung der
Phosphatgruppen verestert. Dies geschieht bei einer Temperatur von 72°C. Die Tag-
Polymerase ist aus dem Bakterium Thermus aquaticus isoliert worden, das in heilen Quellen
lebt. Der vorliegenden Einzelstrang dient als Vorlage (Matrize) fiir den neu entstehenden.
Liegen erneut komplementdre Doppelstringe vor, kann der Vorgang von vorne beginnen.
Voraussetzung dafiir ist das Vorhandensein von einer ausreichenden Menge an Primers und
Nukleotiden, die bei jedem Zyklus verbraucht werden. Fiir den Nachweis der Produkte und

zur Kontrolle der PCR wird die Agarosegelelektrophorese verwendet.

3.3.1.3. Restriktionsanalyse (RFLP)

Wiéhrend die Polymerasekettenreaktion nur der Amplifikation des genetischen Materials
dient, stellt die Restriktionsanalyse den eigentlichen Untersuchungsschritt dar. Sie besteht aus
dem Verdau der Genabschnitte durch Restriktionsendonukleasen der Klasse II, die ohne
Cofaktoren arbeiten, sind aus Bakterien isolierte Enzyme. Sie dienen dem Schutz des
Bakteriums, indem sie eingedrungene fremde DNS, z.B. von Viren, spalten. Die ersten
wurden aus Escherichia coli gewonnen, inzwischen sind mehr als 2500 verschiedene bekannt
und kommerziell erhiltlich. Die Abkiirzungen der Enzyme weisen auf ihren Ursprung hin, so
z.B. jenes EcoRYV, das aus Escherichia coli isoliert wurde.

Die Endonukleasen besitzen die Fihigkeit, bestimmte Gensequenzen zu erkennen und diese
an spezifischer Stelle zu schneiden. Bei der Klasse II sind Erkennungs- und
Hydrolysesequenz identisch. Das PCR-Produkt wird also von einem bestimmten Enzym an

einer oder mehreren ganz spezifischen Stellen zerschnitten, wobei zwei oder mehr
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Restriktionsfragmente definierter Lénge entstehen. Daher kommt der Begriff Léngen-
Polymorphismus von Restriktionsfragmenten (Restriction-Fragment-Length-Polymorphism,
RFLP im Englischen). Befindet sich nun eine Punktmutation, ein Austausch einer Base, in der
Enzymschnittstelle eines zu untersuchenden DNS-Abschnitts, der mit der entsprechenden
Endonuklease inkubiert wird, erkennt diese ihre Schnittstelle nicht. Es entstehen nicht die
erwarteten Restriktionsfragmente. Umgekehrt kann durch eine Punktmutation eine neue
Schnittstelle entstehen. Der Enzymverdau dient also dem Nachweis von Punktmutationen in
einer definierten Gensequenz. Sichtbar gemacht wird das Ergebnis des Restriktionsverdaus

durch die Agarosegelelektrophorese.

3.3.1.4. Agarosegelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist eine physikalische Trennung von Molekiilen. In einem elektrischen
Feld wandern diese abhingig von ihrer Grée und Form, von der Nettoladung und der
angelegten Spannung unterschiedlich weit von Anode zu Kathode. Die DNS ist beim pH-
Wert des Laufpuffers negativ geladen. Als Tridgermaterial dient Agarosegel, das mit
Ethidiumbromid versehen wird. Durch die Einlagerung von Ethidiumbromid-Molekiilen kann
spater die DNS im ultravioletten Licht sichtbar gemacht werden.

Das zu untersuchende genetische Material wird in vorgeformte Geltaschen auf gleicher Hohe
einpipettiert und eine festgesetzte Spannung {iber einen bestimmten Zeitraum angelegt.
Abhéngig von ihrer Grofle wandern die Molekiile unterschiedlich schnell, DNS-Stringe von
geringem Molekulargewicht bewegen sich schneller als ldngere, schwerere Stringe. Es
entstehen unterschiedlich weit gewanderte Banden. Zur Lingenmarkierung lisst man eine
sogenannte DNS-Leiter parallel zum Untersuchungsmaterial laufen, um die GroBe der
verschiedenen Banden ablesen zu konnen. Sie zeigt logarithmisch alle 100bp eine Bande an.
Das Ethidiumbromid interkaliert mit der DNS-Doppelhelix und wandert in dieser angereichert
mit, dies verlangsamt Wanderungsgeschwindigkeit allerdings um ca. 15%. Ethidiumbromid
absorbiert UV-Licht der Wellenldnge 312nm und fluoresziert im sichtbaren Bereich bei
590nm rotorange.

Erscheint nun eine Bande in erwarteter Hohe, ist die Wahrscheinlichkeit grof3, daB3 es sich
dabei um die gesuchte Bande handelt.

Zur besseren Auswertung der Banden wurde das Ergebnis der Elektrophorese mit einer an den

PC angeschlossenen Kamera festgehalten und im PC abgespeichert.
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3.3.2. Durchfiihrung im Labor

3.3.2.1. DNA-Extraktion mit der Chelex-Methode
Die Extraktion der DNS
- Der auf Whatman Filterpapier getrocknete Tropfen wird ausgeschnitten (5x5mm) und
in einem 1,5 ml Eppendorf ReaktionsgefaBl mit 180 pul 5%-Chelex Losung versetzt.
- Darauthin wird das Gemisch bei 12 000 U fiir 30 Sekunden zentrifugiert und
anschliefend im Wasserbad von 100°C fiir 20 Minuten gekocht.
- Nun wird das Gefal3 erneut zentrifugiert bei 12 000 U fiir 3 Minuten.
- Der Uberstand von ungefiihr 120 pl wird mit einer 200ul Pipette aufgenommen und in
ein frisches 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefdl3 gegeben.
- Daraufhin wird wiederum der Uberstand bei 12 000 U fiir 3 Minuten zentrifugiert.
- Der Uberstand von ca. 100 pl wird in ein frisches nummeriertes 1,0 ml Eppendorf
Reaktionsgefdl einpipettiert.
- Die fiir die PCR gereinigten DNS-Templates werden bei —20°C im Gefrierschrank
gelagert.

Die von Kain und Lanar empfohlene Kiihlschranktemperatur von 4°C eignet sich nicht fiir die
langfristige Aufbewahrung der DNS. (Kain & Lanar 1991) Qualititseinbuflen im Sinne von
vermindertem Ansprechen der PCR lielen sich schon nach kurzer Zeit registrieren.

Ein ausgiebigeres Zentrifugieren der Chelex Losung mit dem Filterpapier sowie eine
Verldngerung der Kochzeit konnten das Ergebnis verbessern. Eine Verkiirzung beider
Vorginge war von Nachteil.

Eine Vergroferung des Blutvolumens konnte teilweise das Ergebnis der Extraktion bessern,
wobei eine zu grofle Menge ohne entsprechende Chelex Losung zu einer zu geringen Menge

an Uberstand fiihrte.

3.3.2.2. Amplifikation mit Hilfe der PCR

Bei der Herstellung der Ausgangssubstanzen fiir eine PCR wurde grundsétzlich in einem als
DNS-frei geltendem Raum unter Abzugshaube gearbeitet. Verwendete Pipetten und Sténder
wurden ausschlieBlich dafiir verwendet und nach jedem Arbeitsdurchlauf mit UVC-Licht

bestrahlt. Die fiir die PCR bendtigten Substanzen wurden in einem Eisschrank innerhalb des
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Raumes gelagert und nur fiir die jeweilige PCR aufgetaut. Speziell die Tag-Polymerase sollte
nicht ldnger als notwendig tiber Temperaturen von —20°C aufbewahrt werden.

Nach Herstellung von Primer- und Mastermix wurden die Tubes auf einen anderen Sténder
geladen und in einem speziellen Raum mit der DNS versehen. Die dortige Pipette und der
Minishaker zum Mixen der aufgetauten DNS wurden ausschlielich dafiir verwendet. Die so
aufbereiteten Tubes wurden in einen dritten Raum transportiert und in die PCR-Gerite
eingebracht. Hier fand dann auch die Gelelektrophorese statt.

Prinzipiell ist die Herstellung des PCR-Gemisches bei allen PCRs dhnlich. Zuerst wird mit
den beiden Primern ein Primermix hergestellt. Es sollte grundsitzlich ein um 4-5 Proben
groflerer Ansatz berechnet werden, da beim Pipettieren immer ein wenig Fliissigkeit verloren
geht bzw. ein kleiner Riickstand im Gefdl3 zuriickbleibt.

Die jeweilige Menge an Primermix wird nun in die nummerierten 0,2ml PCR-Tube
einpipettiert. Ebenso verfahrt man mit dem Mastermix, der fiir alle Proben zusammen
hergestellt, gemischt und dann auf die einzelnen Tubes verteilt wird. Die einzige Ausnahme
stellt hier die nested PCR fiir Pfmdr-86 dar, wo die Primer in den Mastermix gegeben werden
und alles zusammen nach Zentrifugation in die Tubes pipettiert wird.

Als Positivkontrollen dienten die verschiedenen Stimme von Plasmodium falciparum, die
weiter unten beschrieben werden. Sie wurden zum Verdau und zur Kontrolle der PCR
gebraucht. Waren diese ndmlich auch negativ, miiite man daraus einen systemischen Fehler
schlieBen, z.B. das Vergessen einer Substanz wie der Taq-Polymerase. Umgekehrt lie3 sich
bei einer positiven Negativkontrolle, die aus Aqua destillata anstelle von DNS bestand, auf
eine Kontamination schlie3en.

AnschlieBend wird ein Tropfen Ol in jedes Tube okuliert, das einer Verdampfung wihrend
der PCR entgegenwirken soll.

Die DNS wird eingebracht. Man sollte versuchen, sie an den Tuberand zu setzen, um eine
vorzeitige Mischung mit den anderen Substanzen zu vermeiden.

Nach Zentrifugation der Tubes 2 Minuten mit 12 000 U/min werden die Tubes in die PCR-
Geréte gegeben.

Nach Ende des Programms 146t man die Tubes auf Zimmertemperatur abkiihlen und friert sie
dann zur Aufbewahrung bei —20°C ein. Fiir Stunden bis wenige Tage reicht auch eine
Lagerung im Kiihlschrank bei 4°C aus.

Handelt es sich um eine nested PCR, kann man die Templates gleich weiterbenutzen.

Es hat sich als glinstiger erwiesen, die fertigen PCR-Produkte sofort weiterzuverarbeiten.

Sowohl bei der Gelelektrophorese als auch beim Enzymverdau erhélt man bessere Ergebnisse,
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wenn die DNS nicht zwischendurch eingefroren oder lingere Zeit im Kiihlschrank auftbewahrt

wird.

Die Primer- und Mastermixe der einzelnen PCRs setzen sich wie folgt zusammen:

Spezies
Bei dieser PCR zur Feststellung der Spezies handelt es sich um eine nested PCR. Das Blut

wurde auf DNS von Plasmodium falciparum und Plasmodium vivax getestet und stellt nur

eine Kontrolle der PCR im Vergleich zur mikroskopischen Arbeit dar.

PCR 1

Primermix

rPLUS (250uM) 2,00ul

rPLU6 (250uM)  2,00pl

Mastermix

dNTP (125uM) 10,00ul

PCR-Puffer 2,00ul

Taq Polymerase (0,02U/ul) 0,08ul

Aqua destillata 4,92ul

DNA-Template 1,00ul
20,00pl

PCR-Bedingungen:

Schritt 1 = Denaturierung: 95°C fiir 5,0 min

Schritt 2 = Annealing: 58°C fiir 2,0 min

Schritt 3 = Extension: 72°C fir 2,0 min

Schritt 4 = Denaturierung: 94°C fiir 1,0 min

Schritte 2 bis 4: 24 mal wiederholen

Schritt 5 = Annealing: 58°C fiir 2,0 min

Schritt 6 = Extension: 72°C fir 5,0 min

PCR2

Primermix fiir Plasmodium falciparum:

rFALI (250uM) 2,00ul

rFAL2 (250uM) 2,00ul

und fiir Plasmodium vivax:

VIV (250uM) 2,00ul

VIV (250uM) 2,00ul
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Mastermix wie bei PCR 1.

PCR-Bedingungen:

Schritt 1 = Denaturierung:
Schritt 2 = Annealing:
Schritt 3 = Extension:
Schritt 4 = Denaturierung:

95°C fiir 5,0 min
58°C fiir 2,0 min
72°C fir 2,0 min
94°C fir 1,0 min

Schritte 2 bis 4: 29 mal wiederholen

Schritt 5 = Annealing:
Schritt 6 = Extension:

58°C fiir 2,0 min
72°C fir 5,0 min

Als Positivkontrolle wurden hier die Stamme K1 und 3D7 verwendet.

Pfmdr

Fiir das Codon 86 wurden die Primer pfmdr 1-1 und pfmdr 1-2 verwendet, fiir Codon 1042

die Primer pfmdr 1-3 und pfmdr 1-4, fiir 1246 entsprechen pfmdr 1-5 und pfmdr 1-6. Primer-

und Master-Mix sind in allen drei PCRs vom Mischungsverhéltnis und den Materialien bis

auf die jeweils variierenden Primer identisch, ebenso die Bedingungen fiir die Amplifikation.

Primer-Mix:

Primer A (10uM)
Primer B (10uM)
Mastermix:

dNTP (1mM)
PCR-Puffer

Taq-Polymerase (5000U/ml)
Aqua destillata

DNA-Template

PCR-Bedingungen:

Schritt 1 = Denaturierung:
Schritt 2 = Denaturierung:
Schritt 3 = Annealing:
Schritt 4 = Extension:

1. Ansatz
1.00ul
1.00ul

10.00p1
2.00pl

0.08pl
3.92ul
2.00pl

20.00pl

94°C fir 2,5 min
94°C fiir 45 sec
47°C fur 1,0 min
72°C fir 2,0 min

Schritte 2 bis 4: 37 (25-45) mal wiederholen

Schritt 5 = Extension:

72°C fir 10,0 min

2. Ansatz
1.25ul
1.25ul

4.00pl (10mM)
5.00ul
0.25ul
33.25ul
5.00ul

50.00pl

Die erwartete Bandenldnge liegt fiir Codon 86 bei circa 300 bp, fiir Codon 1042 bei ca,
400bp und fiir Codon 1246 bei circa 500 bp.
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Pfmdr Codon 86 (nested PCR)

PCR 1
Gesamtansatz (Primer- und Mastermix werden gemeinsam hergestellt):
MDR 1 (10puM) 2,50ul
MDR 2 (10puM) 2,50ul
dNTP (200uM) 2,00ul
PCR-Puffer 2,50ul
Taq-Polymerase  (5000U/ml) 0,12ul
Aqua destillata 12,38ul
DNA-Template 3,00ul
25,00l

PCR-Bedingungen:

Schritt 1 = Denaturierung: 95°C fiir 3,0 min
Schritt 2 = Denaturierung: 92°C fiir 30 sec
Schritt 3 = Annealing: 48°C fiir 45 sec
Schritt 4 = Extension: 65°C fir 1,0 min
Schritte 2 bis 4: 44 mal wiederholen
Schritt 5 = Extension: 65°C fir 5,0 min
PCR 2
Gesamtansatz (Primer- und_Mastermix gemeinsam hergestellt):
MDR 3 (10puM) 2,50ul
MDR 4 (10puM) 2,50ul
dNTP (200puM) 2,00ul
PCR-Puffer 2,50ul
Taq-Polymerase  (5000U/ml) 0,12ul
Aqua destillata 12,38ul
PCR-Produkt 3,00ul

25,00l

PCR-Bedingungen:

Schritt 1 = Denaturierung: 95°C fiir 3,0 min
Schritt 2 = Denaturierung: 92°C fiir 30 sec
Schritt 3 = Annealing: 48°C fiir 45 sec
Schritt 4 = Extension: 65°C fir 1,0 min
Schritte 2 bis 4: 29 mal wiederholen

Schritt 5 = Extension: 65°C fir 5,0 min

Die erwartete Bandenldnge betrégt ca. 500 bp.
Fiir die PCR des pfmdr-Gens dienten als Positivkontrollen K1 und 7GS.
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Pfert

Nested PCR
PCR 1

Primermix:
TCRP 1 (10puM)
TCRP 2 (10pM)

Mastermix:
dNTP 20uM)
PCR-Puffer

Taq-Polymerase  (5000U/ml)

Aqua destillata
DNA-Template

PCR-Bedingungen:

Schritt 1 = Denaturierung:
Schritt 2 = Denaturierung:
Schritt 3 = Annealing:
Schritt 4 = Extension:
Schritt 5 = Extension:

Schritte 2 bis 4: 44 mal wiederholen

PCR 2

Primermix:

TCRD 1 (10uM)
TCRD 2 (10uM)

Identischer Mastermix wie in 1.

PCR-Bedingungen:

Schritt 1 = Denaturierung:
Schritt 2 = Denaturierung:
Schritt 3 = Annealing:
Schritt 4 = Extension:
Schritt 5 = Extension:

4,00ul
4,00ul
10,00ul
5,00ul
0,25ul
24,25ul
2,50ul
50,00ul
94°C fiir 2,5 min
94°C fiir 30 sec
56°C fir 30 sec
60°C fiir 1,0 min
60°C fiir 3,0 min
4,00ul
4,00ul
PCR.
92°C fiir 2,5 min
92°C fiir 30 sec
48°C fur 30 sec
65°C fur 30 sec
65°C fur 3,0 min

Schritte 2 bis 4: 29 mal wiederholen

Als Positivkontrolle dieser PCR dienten K1 und 3D7.
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DHFR

Nested PCR
PCR 1
Primermix:
M1 (0,25uM) 2,50ul
M5 (0,25uM) 2,50ul
Mastermix:
dNTP (200puM/Base) 4,00ul
PCR-Puffer 5,00ul
Taq-Polymerase  (5000U/ml) 0,20ul
Tween 20 (1%) 0,50ul
Aqua destillata 33,30ul
DNA-Template 2,00ul

50,00ul
PCR-Bedingungen:
Schritt 1 = Denaturierung: 94 C fiir 3,0 min
Schritt 2 = Denaturierung: 94°C fiir 1,0 min
Schritt 3 = Annealing: 50°C fiir 2,0 min
Schritt 4 = Extension: 72°C fir 2,0 min
Schritt 5 = Extension: 72°C fir 10,0 min
Schritte 2 bis 4: 39 mal wiederholen
PCR2
Primermix:
M3 (0,25uM) 4,0ul
F/ (0,25uM) 4,0ul
oder
M4 (0,25uM) 4,0ul
F (0,25uM) 4,0ul
Mastermix fir M3+F/ oder M4+F:
dNTP (200uM)  6,40ul
PCR-Puffer 8,00ul
Taq-Polymerase  (5000U/ml)0,32ul
DMSO 4,00ul
Aqua destillata 51,28ul
PCR-Produkt 2,00ul

80,00ul
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PCR-Bedingungen:

Schritt 1 = Denaturierung:
Schritt 2 = Denaturierung:
Schritt 3 = Annealing:
Schritt 4 = Extension:

94 C fiir
94°C fiir
45°C fiir
72°C fiir

Schritte 2 bis 4: 4 mal wiederholen

Schritt 5 = Denaturierung:
Schritt 6 =Annealing:
Schritt 7 = Extension:

94°C fiir
45°C fiir
72°C fiir

Schritte 5 bis 7 : 34 mal wiederholen
72°C fur 10 min

Schritt 8 = Extension:

Als Positivkontrollen wurden K1, 3D7, FCR3, W2, V1/S und T9/96 gebraucht.

DHPS

Nested PCR
PCR 1

Primermix:
R2 (0,25uM)
R/ (0,25uM)

Mastermix:

dNTP (200puM/Base)

PCR-Puffer

Taq-Polymerase  (5000U/ml)

Tween 20 (1%)
Aqua destillata
DNA-Template

2,50ul
2,50ul

4,00l
5,00ul
0,20ul
0,50ul
33,30ul
2,00ul

50,00l

PCR-Bedingungen: identisch mit DHFR Nest 1

PCR 2

Primermix:

K (0,25uM)
K/ (0,25uM)
Oder

L (0,25uM)
L/ (0,25uM)

4,0ul
4,0ul

4,0ul
4,0ul

2,0 min
1,0 min
2,0 min
2,0 min

1 min
1 min
1 min
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Mastermix fir K+K/ oder L+L/:

dNTP (200puM) 6,40ul
PCR-Puffer 8,00ul
Taq-Polymerase  (5000U/ml) 0,32ul
DMSO 4,00ul
Aqua destillata 51,28ul
PCR-Produkt 2,00ul

80,00ul

PCR-Bedingungen: identisch mit DHFR Nest 2

Die Positivkontrollen bestanden wie bei DHFR aus K1, 3D7, FCR3, W2, V1/S und T9/96.

3.3.2.3. Restriktionsverdau mit Endonukleasen (RFLP)

Ist nun die DNS amplifiziert und per Gelelektrophorese bestitigt worden, wird sie mit
Enzymen versetzt und verdaut. Da jedes PCR-Produkt eine andere Sequenz an Basenpaaren
besitzt, werden verschiedene Enzyme bendtigt. Die Endonukleasen der Klasse II bediirfen
keiner Cofaktoren wie ATP oder NAD+ , benotigen jedoch einen Puffer und teilweise BSA

sowie die richtige Umgebungstemperatur, um optimal schneiden zu kdnnen.

Der Standard-Ansatz ohne BSA/Tube lautet:

Enzym 0,5ul
NE-Puffer X 1,0ul
Aqua destillata 1,5ul
PCR-Endprodukt 7,0ul

10,0ul

Der Standard-Ansatz mit BSA/Tube verhélt sich wie folgt:

Enzym 0,5ul
NE-Puffer X 1,0ul
Aqua destillata 1,4ul
BSA 0,1ul
PCR-Endprodukt 7,0ul

10,0ul
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Man stellte erst den Gesamtansatz fiir die entsprechende Zahl von Proben her, pipettierte je
3ul in ein Tube und gibt dann 7pl PCR-Produkt hinzu. Ganz wichtig war auch hier wieder das
Nummerieren der Tubes. Dies sollte gerade beim Verdau im Wasserbad immer mit
wasserdichten Stiften erfolgen.

Da bei hoheren Temperaturen die Gefahr der Verdunstung besteht, wird empfohlen, einen
Tropfen Ol auf den fertigen Ansatz zu geben.

Die Tubes werden nun mit der fiir sie vorgeschriebenen Temperatur fiir mehrere Stunden oder
auch iiber Nacht inkubiert.

Die Proben sollten direkt nach dem Verdau auf ein Gel aufgetragen und abgelesen werden.

Als Negativkontrollen dienten ein Ansatz ohne Enzym und einer mit Enzym aber ohne DNS,
d.h. mit Aqua destillata. Als Positivkontrollen wurden die amplifizierten Positivkontrollen der

PCR verwendet.

Es gab nicht immer eindeutige Ergebnisse. Waren die Banden beispielsweise nicht stark
genug, wurde der Verdau wiederholt, bis man sie mit Sicherheit zuordnen konnte. Oft trat die
Kombination aus erwarteten Wildtyp- zusammen mit Mutationsbanden auf, was auf einen

Mischtyp schlieflen lieB3.

Man muB allerdings beachten, daf bei einem Verdau, wo nur in einem Falle geschnitten wird
und anderenfalls das ganze Fragment {ibrigbleibt, nicht nur ein Mischtyp fiir das
Vorhandensein der geschnittenen und ungeschnittenen Banden verantwortlich sein muf3. Eine
nicht ausreichende Inkubationsdauer oder ein Mangel an Enzymen kann durchaus auch zu
diesem Ergebnis fithren. Daher ist es immer sinnvoll, sowohl Mutation als auch Wildtyp mit
je einem Enzym nachzuweisen und Kontrollen mitlaufen zu lassen, von denen man das

Vedauungsergebnis kennt.

Zur Uberpriifung der Vollstindigkeit eines vorschriftsmiBig durchgefiihrten Verdaus dienen
auch die sogenannte Kontrollbanden. Je nach Fragment und Enzym entstehen diese in vorher
bekannter Linge und Anzahl. Sind diese nicht vorhanden, hat entweder eine Mutation in
threm Schnittbereich stattgefunden oder der Verdau insgesamt nicht funktioniert.

Mischtypen werden im {iibrigen in den Tabellen, die eine Korrelation zwischen in vivo Daten
und molekularen Ergebnissen darzustellen versuchen, als Mutationen gefiihrt, da in diesem

Falle nur das Vorhandensein der Mutation von Relevanz ist.
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Pfmdr

Tab. §:
Codon 86 Aminosiure Gensequenz*
Wildtyp Asparagin AAT
Mutation Tyrosin TAT
K1 Tyrosin TAT
7G8 Tyrosin TAT
Apo | Nachweis von Asparagin
Afl IIT Nachweis von Tyrosin
* Pubmed, GenBank; Triglia & Cowman 1994; Foote et al. 1989; Bzik et al. 1987
Tab. 6:
Codon 1042 Aminosdure Gensequenz
Wildtyp Asparagin AAT
Mutation Asparaginsiure GAT
K1 Asparagin AAT
7G8 Asparaginsiure GAT
Ase | Nachweis von Tyrosin
Tab. 7
Codon 1246 Aminosdure Gensequenz
Wildtyp Asparaginsiure GAT
Mutation Tyrosin TAT
K1 Asparaginsiure GAT
7G8 Tyrosin TAT
EcoRV Nachweis von Tyrosin
Pfcrt
Codon 76 Aminosdure Gensequenz
Wildtyp Threonin ACA
Mutation Lysin AAA
K1 Lysin AAA
3D7 Threonin ACA
Apo | Nachweis von Lysin
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Tab. 9:

Tab. 10:

Tab. 11:

Tab. 12:

DHFR

Codon 16 Aminosiure Gensequenz

Wildtyp Alanin GCA
Mutation Valin GTA

K1 Alanin GCA
FCR3 Valin GTA
Nla III Nachweis von Alanin

Codon 51 Aminosdure Gensequenz
Wildtyp Asparagin AAT
Mutation Isoleucin ATT
K1 Asparagin AAT
7G8, W2 Isoleucin ATT
Tsp509 1 Nachweis von Asparagin
Codon 59 Aminosdure Gensequenz
Wildtyp Cystein TGT
Mutation Arginin CGT
K1 Arginin CGT
FCR3 Cystein TGT
Xmn I Nachweis von Arginin
Codon 108 Aminosdure Gensequenz
(M3+F\ und M4+F)

Wildtyp Serin AGC
Mutation 1 Asparagin AAC
Mutation 2 Threonin ACC

K1 Asparagin AAC
T9/96, 3D7 Serin AGC
FCR 3 Threonin ACC
Alul Nachweis von Serin
Bsrl Nachweis von Asparagin
BstN I Nachweis von Threonin
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Tab. 13:

Tab. 14:

Tab. 15:

Tab. 16:

Codon 164 Aminosiure Gensequenz
Wildtyp Isoleucin ATA
Mutation Leucin TTA
K1, 3D7 Isoleucin ATA

V1/S Leucin TTA
Dral Nachweis von Isoleucin
DHPS
Codon 436 Aminosdure Gensequenz
Wildtyp Serin TCT
Mutation Alanin GCT
K1 Serin TCT

T9/96 Alanin GCT
Mnl I Nachweis von Serin

MspAl Nachweis von Alanin

Codon 437 Aminosdure Gensequenz
Wildtyp Alanin GCT
Mutation Glycin GGT

K1 Glycin GGT

FCR3 Alanin GCT

Ava Il Nachweis von Glycin

Mwo I Nachweis von Alanin

Codon 540 Aminosdure Gensequenz
Wildtyp Lysin AAA
Mutation Glutaminséure CAA
K1, 3D7 Lysin AAA

TN-1 * Glutaminséure CAA
Fok I Nachweis von Glutaminséiure

* stand nicht zur Verfiigung




Tab. 17:

Codon 581 Aminosdure Gensequenz
Wildtyp Alanin GCG
Mutation Glycin GGG

K1 Glycin GGG

FCR 3, 3D7 Alanin GCG

BstU I Nachweis von Alanin
Bsl1 Nachweis von Glycin
Tab. 18:

Codon 613 Aminosiure Gensequenz
Wildtyp Alanin GCC

Mutation 1 Serin TCC

Mutation 2 Threonin ACC

K1 Alanin GCC

W2 Serin TCC

V1/S Threonin ACC
Mwo I Nachweis von Alanin
BsaW I Nachweis von Serin

Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen

Pfmdr und pfert:

Apol
5..PuYAATTPy...3
3’..PyTT A AsPu...5’

AfL I
5..,AYCPuPyGT...3
3°..TGPyPuC.iA...5

Ase 1
5. . AT'TAAT..3
3. TAATATA..5
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EcoRV

3.

5 b

3 b
DHFR und
Alul

5 b

3 b
Avall

5 b

3 b
BsaWI

5 b

3 b
Bsll

5 b

3 b
Bsrl

5 b

3 b
BstNI

5 b
BstUI

5.
3.

..GATYATC..3
.CTA.TAG...5

DHPS:

LAGYCT..®

. TCaGA..S

..G'GA/TCC..3
..CCT/AG.G...5

L AT'CCGGAIT...3
. T/AGGCC.LT/A...5

.CCNNNNN'NNGG..3

~GGNNLNNNNNCC.5

.ACTGGN"...3

. TGACLCN....5Y

.CCYA/ITGG...3
.GGT/A,CC...5

CGYCG..3>
.GC.GC...5
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Dral

Fokl

Mnll

MspAll

Mwol

Nlalll

Tsp5091

Xmnl

5,
3,

5,

3.

5.
3.

LTTTYAAA. .3
LAAALTTT..S

..GGATGN)"...3
...CCTAC®N)3a..5

L.CCTC(N),"....3°
..GGAG N)a...5

..CAICGYCG/TG...3
..GT/IGC.GC/AC...5

.GCNNNNN'NNGC..3
~CGNNANNNNNCG...5

...CATG'..>
.AGTAC....5

GAANNYNNTTC..3
CTTNNLNNAAG...5
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Tab. 19:

Reaktionsbedingungen und der Enzyme

Enzym Inkubations- |BSA | Temperatur Inkubations-
puffer in °C Zeitinh
Afl 1T 3 + 37 6-12
Alul 2 - 37 6-12
Apo | 3 + 60 6-12
Asel 3 - 37 6-12
Avall 4 - 37 6-12
BsaW I 2 - 60 6-12
Bsl1 3 - 55 6-12
Bsr1 3 -- 65 6-12
BstN I 2 + 60 6-12
BstU I 2 - 60 6-12
Dral 4 - 37 >12
EcoRV 3 + 37 6-12
Fok I 4 - 37 6-12
Mnl I 2 + 37 6-12
MspAll 4 + 37 6-12
Mwo I U + 60 6-12
Nla III 4 + 60 >12
Tsp509 1 1 - 65 6-12
Xmn I 2 + 37 6-12

3.3.2.4. Agarosegelelektrophorese zur Kontrolle von PCR und RFLP

Zur Zubereitung des Gels erhitzt man TAE-Puffer, der mit Wasser verdiinnt und mit
Agarosegel-Pulver gemischt wurde, in der Mikrowelle. Fiir die vorliegende Arbeit wurde
grundsitzlich eine 2%ige Losung verwendet. SeaKem und NuSieve Pulver wurden in einem
Verhiltnis von 3:1 gemischt. So wurde z.B. 100ml Puffer mit insgesamt 2g Pulver eine
Minute lang in der Mikrowelle erhitzt. Nach kriftigem Schwenken wurde die Mischung noch
mal kurz erhitzt, bis sich das Pulver vollstindig aufgelost hatte. Beim Schwenken sollte man
darauf achten, dal nicht zu viele Luftblasen entstehen. Man 146t dann die Mischung bis auf
ca. 60°C abkiihlen, bevor man Ethidiumbromid unter Schwenken hinzufiigt und alles in die

mit Kdmmen vorbereiteten Tabletts fiillt. Um ein Auslaufen zu verhindern, werden diese mit
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Klebestreifen verschlossen, die vor Einsetzen in die Kammer wieder entfernt werden. Auf
100ml Gel gibt man 2ul Ethidiumbromid. Man achte auf das Tragen von Handschuhen, da
diese Substanz als mutagen und eventuell kanzerogen gilt.

Das Gel 146t man nun erkalten, was je nach Gréf3e eine halbe bis eine Stunde dauern kann. Im
Kiihlschrank 146t sich der Vorgang natiirlich beschleunigen. Das Gel wird daraufhin in die
Kammern eingelegt, die mit TAE-Puffer soweit gefiillt sind, daBl sie die Gele vollstindig
bedecken. Die Kémme werden entfernt.

In die PCR-Tubes wird nun 5ul Orange-Puffer/Tube eingebracht. Nach Shaken dieser werden
je 10ul in eine Geltasche einpipettiert. Der Orange-Puffer erhoht die Dichte, was ein
Herabsinken der DNS-Puffer-Mischung in die Geltaschen bewirkt, und verhindert damit
Auslaufen und Vermischen der DNS-Losung. Zudem hilft die Anfarbung des farblosen PCR-
Produktes beim Fiillen der Geltaschen und ermdglicht eine Uberwachung des
Eletrophoreselaufs.

In die Taschen an den Enden der Kammern und je nach Grofle des Gels auch in der Mitte
wird die DNS-Leiter als Marker einpipettiert, um spiter die Grofle der Banden bestimmen zu
konnen. Diese wird vorher mit Bromphenolblau angefarbt.

Der Deckel der Kammer wird nun geschlossen und eine Spannung von 80-120V und 100-
400mA je nach Kammergrofle und gewollter Wanderungsgeschwindigkeit angelegt. Erwartet
man sehr kleine oder viele dicht hintereinander liegende Banden, ist es ratsam, das Gel
langsam iiber 2-3 Stunden laufen zu lassen, was besonders bei den Enzymverdauen der Fall
ist. In die Tubes der Restriktionsanalyse wird vor der Elektrophorese nur 2-3ul Orange-Puffer

eingebracht.
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4. Ergebnisse

4.1. Daten der in vivo-Studie

Zur Gruppe der ausschlieBlich mit Chloroquin behandelten gehdrten 36 Patienten. Die
mittlere Parasitimie in dieser Gruppe vor Behandlung betrug 15.140,2 Parasiten/pl (359 —
150.000). Das mittlere Alter der Patienten betrug 8,5 Jahre (1 - 49). Neunzehn (52,8 %)
Therapieversager traten auf, 15 davon wurden als spdte und 4 als friihe Therapieversager
klassifiziert.

Die Mehrheit der 33 Isolate der Antifolat-Gruppe zeigte in vivo-Sensitivitdt (86,1%). Vier
von fiinf Therapieversagern traten spét auf, nur einer an Tag 2. Die mittlere Parasitendichte
betrug vor Behandlung mit P/S 6.271,3 Parasiten/ul (480,0 — 50.700,0). Das mittlere Alter lag
bei 14,5 Jahren (1 - 70).

22,6 % der 31 Patienten, die mit der Kombination von Chloroquin und Pyrimethamin-
Sulphadoxin behandelt wurden, zeigten Resistenz gegen diese Medikamentenkombination. 5
Félle von spidtem und 2 von frithem Therapieversagen wurde ermittelt. 24 Patienten wurden
dagegen geheilt. Die mittlere Parasitendichte lag bei 7.735,2 (600 — 100.000) Parasiten/pl und
das mittlere Alter betrug 16,1 Jahre (3,00 — 60,00). (Unverdffentliche Daten der Studie;
Schwoebel et al. 2003)

Tab. 21:
Klinik |/ Patienten Chloroquin Antifolate Kombination
ACPR 17 28 24
LTF 15 4 5
ETF 4 1 2
Gesamt 36 33 31

4.2. PCR und Restriktionsverdau Tag 0 bis Tag 14

Alle PCRs und Enzymverdaue wurden der Vollstdndigkeit halber und in Hinblick auf eine
andere Studie bei allen Proben am Tag 0 durchgefiihrt. In dieser Studie werden nur die fiir den
jeweiligen Medikamentenarm relevanten Ergebnisse prasentiert.

Die Verlaufsuntersuchungen an den Tagen 2 oder 3, 7 und 14 werden nicht vollstindig
aufgefiihrt. Bedeutsam sind Anderungen in den entsprechenden Codons im Verlauf. Meist

handelt es sich um die Entwicklung von einer Mischinfektion zu einer reinen Mutation durch
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Medikamentendruck. Ab und zu war auch der Wandel von einem vermuteten Wildtyp zu
einer Mutation zu beobachten. Dies ist eher nicht auf eine spontane Neumutation
zuriickzufiihren. Es ist viel wahrscheinlicher, da3 die Anzahl der mutierten Gene an Tag Null
noch unter der Nachweisgrenze lag und es erst unter Therapie zu einer Selektion der Mutation
kam. Bei den klinisch sensitiven, also auf die Therapie erfolgreich ansprechenden Féllen,

konnte man an Tag 14 durchschnittlich in 32,3% der Félle DNS nachgewiesen werden.

4.2.1. Spezifizierung

Mittels nested PCR mit den Primerpaaren rPLUS und rPLU6 sowie rFAL1 und rFAL2 bzw.
rVIV1 und rVIV2 kann man molekular die beiden Spezies Plasmodium falciparum bzw.
Plasmodium vivax unterscheiden, indem jeweils ein Spezies-spezifisches Gen amplifiziert

wird.

4.2.1.1. Plasmodium falciparum-Nachweis

Eine Bande von 205 bp zeigte das amplifizierte Gen an. 114 von den 119 Proben an Tag 0
waren positiv, bei den restlichen fiinf lag die DNA-Menge anscheinend unter der
Nachweisgrenze dieser PCR mit Parasitimien zwischen 358 und 640 Parasiten/pl. In diesem
Falle war das Mikroskop also sensitiver als die PCR mit Gelelektrophorese. Die Ergebnisse
von Tag 14 ergaben meist nur positive Ergebnisse bei Therapieversagern und zeigten fiir diese

keine Abweichungen vom Tag 0.

Abb. 4:
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4.2.1.2. Plasmodium vivax-Nachweis
Das amplifizierte Gen ldsst sich als Bande von 120 bp darstellen, alle Proben waren jedoch

negativ - sowohl an Tag 0 als auch an Tag 14.

Mt = Mutation Leitern sind teilweise zur

Wt = Wildtyp besseren Ubersicht nachtriglich
0.E. = ohne Enzym eingefligt.

Pk = Positivkontrolle

Nk = Negativkontrolle

Abb. 5:

4.2.2. Pfmdr

Die Amplifizierung des multi-drug-resistance-Gen von Plasmodium falciparum erwies sich
anfangs als die PCR mit der niedrigsten Sensitivitit. Im ersten Ansatz konnte bei allen
Falciparum positiven Proben nur in 23,3% Codon 86, in 80,4% Codon 1042 und in 40,0%
Codon 1246 nachgewiesen werden. Der zweite Ansatz erzielte eine insgesamt hohere Quote:
66,7 % jeweils fiir Codon 86 und 1246 sowie 83,3% fiir Codon 1042 aller Falciparum
positiven Proben. Fiir die beiden relevanten Medikamentenarme Chloroquin allein und in
Kombination mit S/P verschoben sich die Werte leicht. (76,1% fiir Codon 86, 92,5% fiir
Codon 1042 und 50,8% fiir Codon 1246) Die nested PCR fiir Codon 86 mit den Primern
MDR 1-4 erwies sich als wesentlich sensitiver (97,0% fiir die relevanten Medikamenten-
arme), andererseits zeigte sich keine in der einfachen PCR positive Probe negativ in der
nested PCR. Es lielen sich also insgesamt durch verschiedene Reaktionsansdtze und andere
Primer letztendlich bessere Ergebnisse erzielen, die jedoch speziell fiir Codon 1246 nicht mit

denen der restlichen PCRs vergleichbar sind.
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4.2.2.1. Codon 86

Einfache PCR

Mittels Primerpaar Pfmdr 1-1 und Pfmdr 1-2 lie sich das Codon 86 auf dem pfmdr-Gen
amplifizieren und in der Gelelektrophorese als Bande von 330pb darstellen.

32 der 36 Proben in der Chloroquin-Gruppe und 19 der 31 Proben der Kombinations-Gruppe

waren zeigten die erwartete Bande.

Das Enzym Apo I schneidet, wenn Codon 86 fiir Asparagin, d.h. den Wildtyp codiert,
umgekehrt schneidet das Enzym Alf III, wenn Codon 86 fiir Tyrosin, d.h. die Mutation
codiert. In beiden Fillen entstehen bei positivem Verdau Banden von 220 bp und 110 bp,
findet die Restriktionsendonuklease ihre spezifische Schnittstelle nicht, bleibt die 330bp-
Bande erhalten. Ubereinstimmend lieBen sich insgesamt 2 Mutationen, 28 Wildtypen und 3
Mischtypen in der Chloroquin-Gruppe und 1 Mutation, 15 Wildtypen und 3 Mischtypen in
der Kombinationsgruppe am Tag 0 finden. Bis zum Tag 14 war keine Anderung des

genetischen Status zu beobachten.
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Abb.7: Apol

Me Wi 7GR

Abb.8: AfIIII

Nested PCR

Die nested PCR mit den Primern MDR1 und MDR2 sowie MDR3 und MDR4 ergab eine
Bande von 500bp.

In den Gruppenarmen mit Chloroquin und mit der Kombination CLX und S/P zeigte sich in
insgesamt 65 von den 67 Proben die jeweils erwartete Bande. Die nested PCR erwies sich als

die sensitivere Methode. Negative Proben waren auch in der Einfach-PCR negativ.
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Abb.9:

- 600
- 300

Der Verdau mit Apo I ergab fiir den Wildtyp eine Aufspaltung in zwei Banden von

250 bp. Der Kontroll-Verdau mit Afl III diente zum Nachweis der Mutation mit Tyrosin;
ebenfalls zwei Banden von 250 bp zeigen ihr Vorhandensein.

Die 3 Mutationen sowie die 6 Mischtypen aus der ersten PCR bestétigten sich, neue kamen
jedoch nicht hinzu. Der Anteil der Wildtypen vergroBerte sich somit auf 56 sowohl am Tag 0

als auch im weiteren Verlauf.

Abb.10: Apol

- il

- SOG

<250
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Abb.11: AfIIIT

4.2.2.2. Codon 1042
Fir die Amplifizierung des Codons 1042 wurden die Primer pfmdr 1-3 und pfmdr 1-4
verwendet. Bei positivem Ergebnis wird eine Bande von 400bp erwartet. 62 der 67 Proben

zeigten diese Bande.

Abb.12:

Nk K1 7G8

Das Enzym Ase I schneidet den Genabschnitt in zwei Stiicke der Bandenlédnge 240 bp und

160 bp, sofern am Codon 1042 die Mutation zur Codierung von Asparaginsdure vorliegt. Das
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war in 28 von den 62 Proben der Fall, wobei sich allerdings in allen diesen Proben ebenso der
Wildtyp nachweisen lie. Die Mischtypen zeigten sich an Tag 14 unverédndert, es hatte keine
Selektion zur Mutation stattgefunden. Der Rest der Proben, 34 an der Zahl, prisentierte
ausschlieBlich den Wildtyp, der sich durch Codierung fiir Asparagin durch Codon 1042
auszeichnet. Ase I schneidet zusétzlich das 240 bp-Fragment in zwei kleinere Abschnitte, so

dass man am Ende drei Banden von 160 bp, 130 bp und 110 bp erhilt.

Abb.13:

=240
- 160
- 130
=110

Mischtyp Wt Mt K1 Nk oF.

4.2.2.3. Codon 1246
Um das Codon 1246 untersuchen zu konnen, wurde ein entsprechender Genabschnitt mit den
Primern pfmdr 1-5 und pfmdr 1-6 amplifiziert. Leider lieB sich nur bei 34 von den 67 Proben

die charakteristische Bande von 500 bp nachweisen.

Abb.14:
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Verdaut wurde das PCR-Produkt mit der Endonuklease EcoR V. Das Codon 1246 enthilt als
mutierte Variante die Codierung fiir die Aminosédure Tyrosin und wird vom Enzym in zwei
gleich grofle Fragmente mit der Bandenldnge von je 250 bp geschnitten. Dies war nie der Fall.
Alle Proben zeigten vom Tag 0 bis Tag 14 den Wildtyp mit Asparaginsdure. Hierbei liegt fiir
das Enzym keine passende Schnittstelle vor, so dass es zu keinem Verdau kommt und

weiterhin eine Bande von 500 bp vorliegt.

Abb.15:

wt 7G8 Kl Nk

4.2.3. pfert
4.2.3.1. Codon 76
Die nested PCR fiihrte zu einer Bande von 145 bp. In allen 67 Proben war dieser Genabschnitt

nachweisbar.

Abb.16:

i - a00

LRI | W G RSN RS A e A i v Sl TN IR _ |4 4

7GR Kl Nk

73



Nach Enzymverdau mit Apo I zeigten sich 61 Mutationen, 4 Wild- und 2 Mischtypen am Tag
0. Am Tag 14 war der Wildtyp in den beiden Mischtyp-Proben nicht mehr nachweisbar.In den
Proben mit reinem Wildtyp war an Tag 14 keinerlei Plasmodien-DNS mehr nachweisbar. Alle
vier Patieten hatten auf die Therapie angesprochen.

Die Mutation im Codon 76 zeichnet sich durch die Aminosédure Lysin anstelle von Threonin
aus, das beim Wildtyp zu finden ist. Das Enzym kann nur schneiden, sofern der Wildtyp
vorliegt, es entstehen zwei Banden von 111 bp und 34 bp Linge. Im Falle der Mutation bleibt

es bei einer Bande von 145 bp.

Abb.17:

4.2.4. DHFR

Mit der oben beschriebenen nested PCR des DHFR-Gens, die sich bei der zweiten PCR in
zwei Arme aufteilt, entstehen die beiden PCR-Produkte mit der Bandenlidnge von 522bp (Pri-
mer: M3 und F\) und der von 326bp (Primer : M4 und F).

59 der 63 Proben zeigten eine Bande von 522bp. Dieses Fragment wird an vier Codons
untersucht mit sechs verschiedenen Enzymen. Fiir Codon 16, 51 und 164 wird jeweils nur ein
Verdau vorgenommen. Codon 108 wird hingegen mit drei verschiedenen
Restriktionsendonukleasen auf Wildtyp und zweierlei Mutationen untersucht.

Die 326bp Bande war bei 60 Patienten zu finden. Sie wird an den zwei Codons 59 und 108
untersucht. Jenes Codon 108 wird ebenfalls mit den gleichen drei Enzymen verdaut, es
handelt sich dabei natiirlich um dasselbe Codon, wie es sich auch auf der 522bp Bande

befindet.
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Abb. 18: Primer: M3 und F\
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Abb. 19: Primer: M4 und F
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4.2.4.1. Codon 16

Das Enzym Nla III schneidet die Bande von 522bp in zwei und mehr Fragmente. Als
Kontrollbande stellt sich in jedem Fall die Bande von 375bp dar.

Liegt nun die Punktmutation, die zur Aminosdure Val fiihrt, am Codon 16 vor, schneidet Nla
III das tibrige Fragment nicht weiter. Eine Bande von 147bp ldsst auf die Mutation schlieen.
Dies war bei keiner Probe bis zum Tag 14 der Fall. Alle 59 Proben wiesen den Wildtyp vor,
der fiir die Aminosdure Alanin codiert und sich durch zwei weitere Banden zusitzlich zur
Kontrollbande auszeichnet. Das Enzym zerschneidet das 147bp Fragment, wodurch die zwei
Banden mit Basenpaarlidnge 54 und 93 entstehen.

Die Inkubationsdauer sollte mindestens 6-12 Stunden betragen, weshalb die Proben immer

uber Nacht im Brutschrank verdaut wurden.

75



Abb. 20:
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4.2.4.2. Codon 51

Um eine Mutation an Codon 51 feststellen zu konnnen, wird die 522bp Bande mit dem
Enzym Tsp5091 inkubiert. Abgesehen von zahlreichen Kontrollbanden mit 5, 10, 46, 54, 67
und 120 Basenpaaren schneidet das Enzym an einer entscheidenden Stelle, die den Wildtyp
nachweist. Befindet sich nimlich am Codon 51 die Codierung fiir die Aminosédure Serin, wird
das Fragment in zwei weitere Stiicke von der Basenpaarldnge 62 und 153 zerlegt. Dies traf bei
40 von 59 Proben zu.

Die Mutation zu Isoleucin 148t sich dementsprechend bei den 18 Proben vermuten, die eine
Bande von 215bp zusitzlich zu den Kontrollbanden zeigten. In einem Fall waren alle hier
beschriebenen Banden zu sehen, was fiir einen Mischtyp spricht. An Tag 14 zeigten zwei
Proben, die an Tag 0 als reine Wildtypen gewertet worden waren, ein mutiertes Genom. Die

Probe mit Mischtyp an Tag 0 enthielt an Tag 14 keine nachweisbare Plasmodien-DNS mehr.
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Abb. 21:
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4.2.4.3. Codon 59

Die Restriktionsendonuklease Xmnl weist durch ihr Verdauungsverhalten die Mutation
Arginin nach, was sich durch die zwei Banden von 162bp und 28bp zeigt. Sie konnten in 49
von 60 Proben gefunden werden. Liegt der Wildtyp mit Cystein vor, wird die 190bp Bande
nicht verdaut, d.h. geschnitten, und wird zusammen mit der immer vorhandenen 136bp
Kontrollbanden der Gelelektrophorese sichtbar. Dies war bei 7 Proben der Fall. Die restlichen
4 Proben wiesen die sowohl den Wild-typ nachweisenden als auch die fiir die Mutation
charakteristischen Banden auf und wurden somit als Mischtypen gewertet. An Tag 14 konnte
in zwei der ehemaligen Mischtypen nur noch die Mutation nachgewiesen werden, die anderen
zwei Mischtypen lieferten an Tag 14 keinerlei Hinweis auf Plasmodien-DNS mehr. Eine
Wildtyp-Probe von Tag O prisentierte sich an Tag 14 als reine Mutation, was zu einer

Gesamtanzahl der Mutationen von 52, der Wildtypen von 6 und der Mischtypen von 2 fiihrte.

Abb. 22:
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4.2.4.4. Codon 108

Fiir dieses Codon standen nun pro PCR-Produkt drei Verdaue zur

Verfiigung, um letztendlich die eine ausschlaggebende Aminosédure aufzuspiiren.

Dies dient der besseren Kontrolle sowie der Bestimmung der Vorhandenen Mutation und
wiirde bei Ausschluf aller drei bekannten Varianten, die Entdeckung einer neuen Mutation
ermOglichen. Mischtypen sind wie immer durch das Vorhandensein der mutations- und
widltypspezifischen Banden gekennzeichnet. Die Endonuklease Alu I weist den Wildtyp an
Codon 108 nach, der fiir die Aminosdure Serin codiert. Das 522bp PCR-Produkt wird bei
Vorhandensein des Wildtyps in die Fragmente der Lidngen 327bp und 203bp geschnitten.
Andernfalls findet kein Verdau statt, was eine der anderen zwei bekannten Mutationen

vermuten lasst.

Abb. 23:
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Ahnlich gestaltet sich das beim Verdau des 326bp Fragmentes mit Alu I. Fiir den Wildtyp
spricht die Zerlegung des PCR-Produktes in zwei Fragmente der Linge von 190 und 119
Banden. Befindet sich nicht die Codierung fiir Serin am Codon 108, unterbleibt dieser Schritt
und es kann eine Bande von 309bp kann beobachtet werden.

Eine Kontrollbande von 22bp findet sich stets.
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Um die Mutation zur Aminosdure Asparagin nachzuweisen, inkubiert man das 522bp
Fragment mit dem Enzym Bsr I. Das PCR-Produkt wird neben einer immer vorhandenen
Kontrollbande von 22bp in zwei Fragmente der Lange von 190 und 309 Basen geschnitten.

Liegt der Wildtyp mit der Codierung fiir Serin am Codon 108 vor, bleibt dieser Schnitt aus, es

ldsst sich nur eine Bande von 499bp zusammen mit der Kontrollbande im Gel sehen.

Abb. 25:
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Genauso wird mit dem 326bp PCR-Produkt verfahren. Die enstehenden Fragment besitzen
andere Lingen, aber auch hier wird die Asparagin-Mutation nachgewiesen. Ist diese
vorhanden, entstehen zwei Stiicke der Lange 140 und 186 Basenpaare. Bleibt anderenfalls das
Fragment unverdaut d.h. ungeschnitten, wird das als Wildtyp mit Serin interpretiert. Eine
Kombination dieser Banden ldsst entweder auf einen Mischtyp, eine nicht ausreichende
Inkubationsdauer oder einen Mangel an Enzymen schlieBen. Daher ist es immer sinnvoll,
sowohl Mutation als auch Wildtyp mit je einem Enzym nachzuweisen und Kontrollen

mitlaufen zu lassen, von denen man das Vedauungsergebnis kennt.

Abb. 26:

Fiir den Nachweis der Aminosédure Threonin bendtigt man das Restriktionsenzym BstN 1.
Schneidet dieses das 522bp PCR-Produkt in zwei Fragmente der Lénge 332 und 190
Basenpaare, spricht das fiir die Mutation an diesem Codon, das fiir Threonin codiert.

Andernfalls zeigt sich ein Fragment mit 521 Basenpaaren.

Abb. 27:
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Das 326bp-Fragment wird von BstN I in zwei Stiicke der Lidnge von 186 und 140
Basenpaaren zerlegt, sofern die Mutation vorhanden ist. Liegt das Codon des Wildtyps oder

der Asparagin-Mutation vor, findet kein Verdau statt, das Fragment zeigt sich in voller Lénge.

Abb. 28:
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Ubereinstimmend konnten 45 von 59 Proben als Asparagin-Mutation und nur 4 als Wildtypen
gewertet werden. Die restlichen 10 Patienten trugen sowohl den Wildtyp als auch die
Asparagin-Mutation in sich. Es kam kein Fall von Threonin-Mutation in diesem
Probenkollektiv vor. Dies dnderte sich auch nicht an Tag 14. Allerdings war in drei der zehn
Mischtyp-Proben nur noch die Asparagin-Mutation zu finden. Die restlichen sieben wiesen an

Tag 14 keinerlei Plasmodien-DNS mehr auf.

4.2.4.5. Codon 164

Zum Nachweis der Mutation an Codon 164 dient die Restriktionsendonuklease Dra I. Sie
fithrt beim Verdau zum Entstehen mehrerer Fragmente, stets zu den Kontrollbanden von 106
und 246 Basenpaaren. Im Falle der Mutation mit Leucin an Codon 164 entstehen weitere zwei
Banden der Basenpaarlinge von 27 und 143. Diese Konstellation zeigte sich in keinem der 59
Fille.

Eine Bande von 170bp lie auf den Wildtyp schlieBen. Dies betraf alle Proben in diesem
Kollektiv. Eine lange Inkubationszeit ist bei diesem Verdau notwendig. Die Proben wurden
iiber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Die sehr seltene Mutation wurde in der
Chloroquingruppe an Tag O einmal gefunden wurde, was keine Konsequenzen fiir diese

Studie hatte. Die Mutation ist damit aber in Laos vorhanden.
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Abb. 29:

4.2.5. DHPS

Bei der nested PCR des DHPS-Gens enstehen nach der gemeinsamen ersten PCR zwei
verschiedene PCR-Produkte aus der zweiten PCR analog zum DHFR-Gen.

Mit den Primern K und K\ entsteht ein Fragment mit der Linge von 438 Basenpaaren, das mit
fiinf verschiedenen Enzymen an 3 Codons untersucht wird.

In 61 von 67 Proben konnte diese Bande nachgewiesen werden.

Die Primer L und L\ fiihren zur Amplifikation eines 161bp-Fragmentes, das mit vier
verschiedenen Enzymen an zwei Codons untersucht wird. Der Nachweis einer Bande dieser
Linge erfolgte bei 64 Patienten dieses Kollektivs.

Die doppelte Untersuchung mancher Codons diente auch hier der besseren Kontrolle.

Abb. 30: Primer: K und K\
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Abb. 31: Primer L und L\
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4.2.5.1. Codon 436

Der Wildtyp von Codon 436 codiert fiir die Aminosdure Serin. Diese ldsst sich mit dem
Enzym Mnl I nachweisen, welches das PCR-Produkt von 438bp in drei Fragmente schneidet.
Bedeutsam fiir den Wildtyp sind die Banden der Linge 39bp und 283bp. Die 115 bp Bande
stellt nur eine Kontrollbande dar, die auch im Falle einer Mutation zur Codierung von Alanin
entsteht. Die fiir den Wildtyp charakteristische Teilung der 324bp Bande findet beim

Vorliegen der Mutation nicht statt.

Abb. 32:

Mischtyp Mutation Wildtyp ohne Enzym

Beweisend fiir die Alanin-Mutation ist der Verdau mit der Endonuklease MspAl. Sie
schneidet das PCR-Produkt in zwei Fragmente, wovon eines ca. 410bp und das andere 28bp

Lange besitzt. Fiir die Differenzierung zum Wildtyp entscheidend ist, dass MspA 1 bei
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Vorliegen des Wildtyps, der fiir Serin codiert, gar nicht schneidet und durch eine 438bp
Bande dargestellt wird.

Abb. 33:

Ubereinstimmend lieBen sich 6 von 61 Proben an Tag 0 als Mutation auswerten. 5 Proben
waren als Mischtypen zu definieren. Die restlichen 50 Patienten trugen nachweisbar nur die
Wildtyp-DNS in sich.

An Tag 14 konnte in vier Proben, die an Tag 0 als Wildtyp eingestuft worden waren, nur noch
mutiertes Genom nachgewiesen werden. An einer Probe konnte man den Verlauf besonders
gut beobachten. An Tag 0 lieB sich nur Wildtyp-DNS nachweisen, an Tag 7 war das
Amplifikat als Mischtyp und an Tag 14 als reine Mutation einzuschétzen. Vier Mischtyp-
Proben von Tag 0 wiesen an Tag 14 keinerlei Plasmodien-DNS mehr nach, der fiinfte Patient
mit Mischtyp musste als frither Therapieversager am zweiten Tag mit Chinin behandelt

werden und konnte deshalb nicht weiterverfolgt werden.

4.2.5.2. Codon 437

Die Untersuchung des Polymorphismus an Codon 437 wird ebenso mit zwei verschiedenen
Ansitzen unternommen. Zum Nachweis des Wildtyps, der fiir die Aminosédure Alanin codiert,
wird die Restriktionsenonuklease Mwo I verwendet. Sie schneidet das PCR-Produkt von
438pb zweimal. Die Kontrollbande von 18bp entsteht bei jedem Verdau unabhidngig von der
Base im Codon 437. Beweisend fiir den Wildtyp ist das Entstehen von zwei Banden der
Linge 31bp und 387bp. Im Falle der Mutation, die zum Austausch von Alanin zu Glycin
fiihrt, wird an dieser Stelle nicht geschnitten, es bleibt eine Bande von 420bp.
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Abb. 34:
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Um Glycin als Mutation nachzuweisen, bedarf es des Restriktionsenzyms Ava II, welches das
PCR-Produkt in die beiden Fragment von der Lange 36bp und 402bp zerteilt. Handelt es sich
um den Wildtyp, erfolgt bei Inkubation mit Ava II kein Verdau, die Bande behilt ihre Lange

von 438 Basenpaaren.

Abb. 35:
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Ubereinstimmend konnten 11 Mutationen,11 Misch- und 39 Wildtypen an Tag 0
nachgewiesen werden.

Bis zum Tag 14 gab es hauptsidchlich Verdnderungen bei den Mischtypen. In sechs Proben
konnte man keinerlei Plasmodien-DNS mehr amplifizieren, drei der Mischtypen hatten sich
von der Wildtyp-DNS befreit und mussten als reine Mutation gewertet werden. Bei zwei
Patienten mit Wildtyp-DNS konnte an Tag 14 nur noch die Mutation in Codon 437

festgestellt werden.

4.2.5.3. Codon 540

Fiir dieses Codon wurde nur ein Ansatz verwendet. Mit Hilfe des Restriktionsenzyms Fok I
kann man eine Mutation des Codons feststellen, die zur Codierung der Aminoséure Glutamat
fiihrt. Aus dem 438bp Fragment entstehen die beiden mutationsweisenden Banden von 84bp
und 320bp, zusitzlich erscheint stets die Kontrollbande von 30bp. Der Wildtyp, fiir Lysin
codierend, presentiert sich in einer Bande von 404 bp.

Es konnten 4 Mutationen und 6 Mischtypen nachgewiesen werden, bei den restlichen 50

Proben nimmt man den Wildtyp an. Bis zum Tag 14 trat keine Veridnderung des Status ein.

Abb. 36 :

4.2.5.4. Codon 581
Um hier die Mutation, codierend fiir Glycin, nachweisen zu kénnen, wurde das Enzym Bsl |
verwendet. Es schneidet das 161bp Fragment in zwei Teile von 30 und 130 Basenpaaren.

Liegt der Wildtyp vor, bleibt das Fragment erhalten. Er codiert fiir die Aminosédure Alanin.
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Abb. 37:

Zum Nachweis des Wildtyps bendtigt man die Endonuklease BstU I, die das Fragment analog
in zwei Teile der Lange 30bp und 130 bp zerteilt. Bei Vorhandensein der Mutation findet kein

Verdau bzw. kein Schnitt statt.

Abb. 38:
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So konnten 3 Mutationen, 2 Misch- und 59 Wildtypen an Tag 0 nachgewiesen werden. Im
Verlauf fanden erhebliche Verdnderungen statt. 19 als Wildtypen eingestufte Proben zeigten
an Tag 14 die Mutation, ebenso 2 Mischtypen. Bei den Patienten mit Mischtyp-DNS konnte

man allerdings an Tag 14 keinerlei Plasmodien-DNS mehr nachweisen.
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4.2.5.5. Codon 613

Zum Nachweis der Beschaffenheit von Codon 613 dienten zwei verschiedene
Restriktionsendonukleasen. Beweisend fiir die Mutation, die zur Codierung von Serin im
Gegensatz zu Alanin beim Wildtyp fiihrt, ist ein positiver Verdau mit Bsa WI. Dieses Enzym
schneidet das 160bp Fragment in zwei Fragmente von je 30bp und 130bp. Bleibt das
Fragment ungeschnitten, spricht dies fiir den Wildtyp.

Abb. 39:

Umgekehrt ldsst sich der Wildtyp mit dem Restriktionsenzym Mwol nachweisen. Es
schneidet beim Vorkommen des nicht mutierten Codons das Fragment ebenfalls in zwei Teile

der Langen 30 und 130 Basenpaare.

Abb. 40:
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In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus beiden Verdauen lieBen sich 63 Wildtypen und
eine Mischinfektion an Tag 0 ermitteln.

Im Verlauf konnte man die Entwicklung von einem anfangs vermuteten Wildtypen zu einer
Mutation an Tag 14 beobachten. Der Mischtyp konnte nicht weiterverfolgt werden, da der
Patient am 3. Tag als friiher Therapieversager eingestuft werden mufite und mit Chinin

behandelt wurde.

4.3. Korrelation mit den in vivo-Daten

4.3.1. Chloroquin-Gruppe

Die Pfcrt-Mutation war in allen klinisch resistenten Isolaten nachweisbar (100,00%
Sensitivitit), aber auch hochprivalent in sensitiven Proben (94,11%). An Tag 0 zeigten zwei
Patienten multi-klonale Isolate mit der Mutation und DNA vom Wildtyp. Am Tag 14 fiihrte
das Chloroquin zu einer Selektion des mutierten Genotyps in beiden Féllen.

Wildtyp-DNS wurde nur bei einer sensitiven auf das Medikament anschlagenden

Parasitenpopulation gefunden.

Die pfmdr-86 Mutation wurde hdufiger in Patienten mit Chloroquin-Resistenz gefunden (OR
4,27; CI 0,31-106,99). Nur eine Mutation (6,25%) prisentierte sich in der sensitiven Gruppe
am Tag 0, dieser Patient trug aber gleichzeitig den Pfert Wildtyp.

Die Kombination der beiden Mutationen war in keinem Isolat mit in vivo Sensitivitdt zu
finden aber in 21,05 % der Patienten mit Medikamentenresistenz (100,00% Spezifitit und
PPV 100,00%).

Die 1042-Mutation wurde sowohl in sensitiven wie auch resistenten Isolaten entdeckt.

1246 zeigte keinerlei Mutation.
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Tab. 22:

. Pravalenz chloroquin- Pravalenz chloroquin- Odds ratio
Chloroquin sensitiver Isolate resistenter Isolate (95% CI*)
(n°/total n° in %) (n°/total n° in %)
Tag 0 - 14 Tag 0 - 14 Tag 0 - 14
Pfcrt-76- Mutation 16/17 (94,11) 19/19 (100,00) n.dF*
Pfmdr-86- Mutation 1/16 (6,25) 4/19 (21,05) 4,27 (0,31-106,99)
Pfmdr-1042-Mutation 8/16 (50,00) 10/17 (58,82) 1,43 (0,29-7,12)
Pfmdr-1246-Mutation 0/9 (0,00) 0/12 (0,00) n.d.
Pfcrt-76-Mutation +
Pfmdr-86-Mutation 0/17 (0,00) 4/19 (21,05) n.d.
Pfcrt-76- Mutation +
mind. 1 Pfmdr- Mut. 8/17 (47,06) 14/19 (73,68) 3,15 (0,64-16,36)

*CI = Konfidenzintervall

** n.d. = nicht definiert

4.3.2. Antifolate-Gruppe

Die Korrelation von in vivo Resistenz mit Mutationen im DHPS-Gen war hoch, besonders mit
den Codons 436 und 437 am Tag 14 (OR: 122,50; CI 1,04 — 201,41 und 10,00; CI 0,80 —
276,72). Fiir Codon 436 errechnete sich eine Sensitivitdt von 60,00% und Spezifitit von
89,34%, Codon 437 eine Sensitivitit von 80,00% und 71,40% Spezifitit zeigte.

An Tag 0 erschienen drei Isolate als monoklonale Wildtypen, erwiesen sich aber als
multiklonal mit mutiertem Genotyp an Tag 14. An Tag 0 lag die DNA mit Mutation noch
unter der Nachweisgrenze, der medikamentdse Druck fiihrte zum Verschwinden des Wildtyps
und der Vermehrung der mutierten Plasmodien.

Die Kombination der Mutationen auf beiden Codons zusammen mit der Mutation an Codon
613 zeigte eine erhohte Korrelation mit in vivo Resistenz (OR 19,59; CI 1,38 — 442,59) an
Tag 14.

Keine Korrelation zwischen in vivo Resistenz und Punktmutation lie3 sich fiir Codon 540 des
DHPS-Gens nachweisen.

Die 581-Glycin Mutation war ersichtlich in 36,36% aller Proben am Tag 14 aber nicht
korreliert mit dem in vivo Ergebnis.

Was die Mutationen an den Codons 59 und 108 des DHFR-Gens betrifft, war ihre Priavalenz
grundsitzlich sehr hoch (90,91% und 96,77%). Alle in vivo resistenten Isolate zeigten beide
Mutationen, allerdings auch die Mehrheit der sensitiven Proben. Die Kombination aus
108 Asn-Mutation und Mutationen an den Codons 51 und 59 war nicht signifikant korreliert

mit dem Heilerfolg.
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An den Codons 16 und 164 konnten keine Polymorphismen gefunden werden, Threonin an
Codon 108 wurde ebenfalls nicht entdeckt.

Selektion unter Medikamentendruck wurde wie oben schon erwédhnt auch in diesen Genen
gesehen. Multiklonale Infektionen an Tag 0 besonders in Codon 108 (11,11%) zeigten an Tag
14 die Mutation befreit vom Wildtyp.

Tab. 23:
. | . Pravalenz chloroquin- Pravalenz chloroquin- Odds ratio
Pyrimethamin / sensitiver Isolate resistenter Isolate (95% C))
Sulphadoxin (n°/total n® in %) (n°/total n® in %)
Tag 0 - 14 Tag 0 - 14 Tag 0 - 14
DHPS-436-Mutation 3/28 (10,71) 3/5 (60,00) 12,50 (1,04-201,41)
DHPS-437-Mutation 8/28 (28,57) 4/5 (80,00) 10,00 (0,80-276.7)
DHPS-540-Mutation 3/28 (10,71) 0/4 (0,00) n.d.
DHPS-581-Mutation 11/28 (39,29) 1/5 (20,00) 0,39 (0,01-4,7)
DHPS-613-Mutation 1/28 (3,57) 1/5 (20,00) 6,75 (0,00-328,41)
DHPS-436-437-613-Mut* 2/28 (7,14) 3/5 (60,00) 19,50 (1,38-442,59)
DHFR-16-Mutation 0/26 (0,00) 0/5 (0,00) n.d.
DHFR-51-Mutation 9/26 (34,62) 1/5 (20,00) 0,47 (0,02-5,97)
DHFR-59-Mutation 25/27 (92,59) 5/5 (100,00) n.d.
DHFR-108-Asn-Mutation 25/26 (96,15) 5/5(100,00) n.d.
DHFR-108-Thr-Mutation 0/26 (0,00) 0/5 (0,00) n.d.
DHFR-164-Mutation 0/26 (0,00) 0/5 (0,00) n.d.
DHFR-108-Asn-59 25/27 (92,31) 5/5 (100,00) n.d.

* Mindestens 2 Mutationen

4.3.3. Chloroquin-Antifolate-Kombination-Gruppe

Die Isolate zeigten eine hohe Privalenz der Mutationen im pfcrt-Gen. Die T 76-Mutation
wurde in allen klinisch resistenten Proben gefunden (100,00% Sensitivitit), aber wiederum
war die Spezifitdt niedrig (12,50 %). Medikamentdser Druck fiithrte hier auch zur Selektion
von multiklonalen Infektionen zum mutierten Genotyp. Alle vier Isolate mit reiner Wildtyp-
DNS erwiesen sich als klinisch sensitiv.

Die Inzidenz der Mutationen im Codon 86 war sehr gering (4 von 30 Proben). Eine relativ
niedrige Korrelation von in vivo Resistenz und pfmdr-86-Mutationen wurde beobachtet (OR
4,20; C1 0,31 — 60,72; Spezifitit 91,30).

Codon 1042 zeigte eine nur geringgradig hohere Korrelation.

Die Kombination aus pfcrt-Mutation und beliebiger pfmdr-Mutation (Asn86 oder 1042)

fiihrte zu einer hoheren Korrelation zwischen klinischen Ausgang und Mutationsrate. Bei den
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Genen, die mit P/S in Verbindung gebracht werden, korrelierte die DHPS-437 Mutation mit
der in vivo Resistenz gut. (OR 15,00; CI 1,23 —412,69).

Auch die DHPS 540 Mutation korrelierte (OR 3,19; CI 0,36 — 30,30). Die Privalenz der
DHFR Mutationen an den Codons 59 und Asnl08 war wiederum stark ausgeprigt in
sensitiven wie resistenten Proben.

Multiklonale Infektionen traten auch hier auf, besonders in Codon 108 (25,93%).

Selektion zum mutierten Genotyp unter Medikamenteneinsatz wurde ebenfalls beobachtet.
Kombinierte man Mutationen auf Codon 86 des pfmdr —Gens mit denen auf Codon 437 des
DHPS-Gens, stieg die Korrelation im Vergleich zum Wert von pfmdr allein an (OR 8,80; CI
0,46 —310,95), konnte aber nicht den signifikanten Wert von Codon 437 allein iibertreffen.

Die Spezifitit fiir die Kombination stieg jedoch auf 95,65% an.

Tab. 24:
| Pravalenz chloroquin- | Prdvalenz chloroquin- Odds ratio
CQund P/S sensitiver Isolate resistenter Isolate (95% CI
(n°/total n® in %) (n°/total n® in %)
Tag 0 - 14 Tag 0 - 14 Tag 0 - 14
Pfcrt-76-Mutation 21/24 (87,50) 7/7 (100,00) n.d.
Pfmdr-86-Mutation 2/23 (8,70) 2/7 (28,57) 4,20 (0,31-60,72)
Pfmdr-1042-Mutation 6/22 (27,27) 4/7 (57,14) 3,56 (0,46-30,13)
Pfert-+ eine Pfmdr-Mut. 7/23 (30,43) 5/7 (71,43) 5,71 (0,69-57,56)
Dhps-436-Mutation 6/21 (28,57) 3/7 (42,90) 1,88 (0,23-15,38)
Dhps-437-Mutation 6/21 (28,57) 6/7 (85,71) 15,00 (1,23-412,69)
Dhps-540-Mutation 4/21 (19,05) 3/7 (42,86) 3,19 (0,36-30,30)
Dhps-581-Mutation 10/24 (41,67) 2/7 (28,57) 0,56 (0,06-4,46)
Dhfr-51-Mutation 9/22 (40,91) 2/7 (28,57) 0,58 (0,06-4,74)
Dhfr-59-Mutation 18/22 (81,82) 6/6 (100,00) n.d.
Dhfr-108-Mutation 19/22 (86,36) 6/6 (100,00) n.d
Pfmdr-86-DHPS-436-Mut. 1/23 (4,35) 2/7 (28,57) 8,80 (0,46-310,95)
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5. Diskussion

Medikamentenresistente Malaria wird in erster Linie von Plasmodium falciparum verursacht
und ist mitverantwortlich fiir eine wieder zunehmende Mortalitdt durch Malaria tropica und
das Scheitern der globalen Bemiihungen, die Malaria auszurotten.(BMJ 2004)

Ein erster Schritt im Kampf gegen Resistenzen ist das Verstdndnis des Mechanismus dieser
Entwicklung.

Die Ergebnisse solcher Studien sind nicht befriedigend. Einig ist man sich, dal Mutationen im
Genom der Plasmodien zu einer hereditdren Resistenz fithren kénnen.

Der Wirkmechanismus von Chloroquin als einem der &ltesten und am lidngsten genutzten
Medikamente ist noch immer nicht vollstindig aufgeklart. Das beeintrichtigt natiirlich ebenso
das Verstindnis der Resistenzentwicklung. Vermutlich fiihrt im sensitiven Parasiten eine
Interaktion Chloroquins beim Hdmoglobinabbau zu einer Ansammlung toxischer Substanzen.
Dieser Mechanismus scheint bei Resistenz gestort zu sein. Eine allgemein akzeptierte These
besagt, dal in der Nahrungsvakuole, dem Zielmilieu, resistenter Plasmodien weniger
Chloroquin als der sensitiver vorzufinden ist. (Le Bras & Durand 2003) Dieser Beobachtung
konnte beispielsweise ein verdndertes Diffusionsverhalten aufgrund von ph-Wert-
Verschiebungen in Zytosol oder Nahrungsvakuole, ein verminderter Einstrom und/oder ein
aktiver Efflux von Chloroquin zugrunde liegen. Man vermutete daraufhin, dal verdnderte
Kanalproteine und Protonenpumpen fiir die Resistenzbildung verantwortlich sein kénnten.
Bestimmte Punktmutationen im Pfmdr-Gen werden seit einiger Zeit mit der
Resistenzentwicklung gegen Chloroquin in Verbindung gebracht. (Adagu et al. 1995,
Duraisingh et al. 1997, Flueck et al. 2000, Nagesha ef al. 2001) Dieses Gen codiert fiir ein
Kanalprotein in der Vakuolenmembran. Eine Schliisselrolle der CQ Resistenz ist fiir das pfert-
Gen von Fidock und Kollegen 2000 beschrieben worden, das ebenfalls fiir ein Kanalprotein
codiert, weitere Studien bestitigen dies. (Babiker et al. 2001, Pillai et al. 2001).
Veroffentliche Ergebnisse lassen sehr wenig Zweifel an der Wichtigkeit dieses Gens,

insbesondere der Mutationen an Codon 76, beziiglich der Resistenz gegen Chloroquin.
Die Resistenzbildung der Antifolate wird ebenfalls mit Mutationen in Genen erklért, die fiir

die Zielstrukturen der Medikamente codieren. Pyrimethamin-Resistenz wird mit

Punktmutationen im dhfr-Gen assoziiert. FEiner Resistenz gegen Sulphadoxin sollen
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Veridnderungen im dhps-Gen zugrunde liegen. (Zolg et al. 1989, Triglia & Cowman 1994,
Reeder et al. 1996, Wang et al. 1997a, Duraisingh et al. 1998, Basco & Ringwald 2000a)

Als Mittel der Wahl ist Chloroquin mittlerweile in den meisten Lédndern Asiens und Afrikas
durch Fansidar oder die Kombination von Chloroquin mit Fansidar ersetzt worden.
Chloroquin ist zwar preiswert, gut vertraglich und bei Sensitivitit des Erregers sehr effektiv,
bei zu hohen Resistenzraten kann die Anwendung aber nicht mehr verantwortet werden.
Fansidar, das Alternativprdaparat oder Mittel der ersten Wahl in Landern mit hoher
Chloroquin-Resistenz, ist eine Kombination aus Pyrimethamin und Sulphadoxin (P/S). Seit
Einfiihrung dieses Mittels und dessen grof3ziigiger Anwendung sind die Resistenzraten rapide
angestiegen.

Gebiete mit Multiresistenz (multidrug resistance) zeichnen sich meist durch Resistenz gegen
Chloroquin und Pyrimethamin/Sulphadoxin sowie Mefloquin und/oder Quinin aus. Zu ihnen
gehoren unter anderem Gebiete in Thailand, vor allem dessen sédmtliche Grenzgebiete, Teile
Kambodschas, Birmas und Vietnams, in denen man schon seit Jahren zu Mefloquin in
Kombination mit Artemisinderivaten als Therapie der Wahl iibergehen muflte. Sie alle stellen
Nachbarldander von Laos dar. (Wongsrichanalai et al. 2002) Auch die laotisch-chinesische
Grenzregion wies schon Anfang der 90er Jahre Resistenzraten von 95-100% gegen
Chloroquin vor. (Yang et al. 1997)

Wie bei der Tuberkulose werden mittlerweile Medikamentenkombinationen bei der Malaria
favorisiert, um der Resistenzbildung vorzubeugen und schon vorhandene Resistenzen zu

kompensieren. (Whitty et al. 2004)

Die dieser Arbeit zugrundeliegende in vivo-Medikamentenstudie, die in Zusammenarbeit mit
der WHO und dem nationalen Malariainstitut von Laos wéhrend der Regenzeit 2001
durchgefiihrt wurde, untersuchte die Resistenz gegen Chloroquin (44,8%), Fansidar

(17,8%) und die Kombination beider Mittel (16,7%). Die Kombinationstherapie
Fansidar/Chloroquin fithrte im Vergleich zu Fansidar allein also zu keinem signifikanten
Unterschied im Therapieerfolg. (Schwoebel et al. 2002) Dieses Ergebnis steht in Einklang mit
einer kiirzlich in Laos stattgefunden Studie von Pillai und Kollegen (CQR 46%) sowie
kleineren Studien zuvor. (Pillai et al. 2001) Erste Resistenzen gegen Chloroquin waren schon
1966 von Farid und gegen Fansidar 1970 von Ebisawa berichtet worden. Trotzdem war
Chloroquin zum Zeitpunkt der Studie noch immer Mittel der Wahl. Die in vivo-Studie sollte

nun die Effektivitit der Medikamente sowie die in vivo-Resistenz untersuchen, da die
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laotische Regierung gemeinsam mit der WHO ein Uberdenken der Malariaempfehlungen

plant.

Die hier vorliegende Studie hatte zum Ziel, eine mdgliche Korrelation von Polymorphismen
in oben genannten Genen und der in vivo-Resistenz gegen Chloroquin und Antifolate
herzustellen und zu bewerten. Mit eindeutigen Korrelationen konnte man die
Punktmutationen als Resistenzmarker definieren. Hohe Sensitivitit und Spezifitdt wiren fiir
epidemiologische Studien von groBer Bedeutung. Resistenzentwicklungen konnten frith

erkannt und ein Scheitern des Therapiekonzeptes verhindert werden.

Die Feldstudie fiir die vorliegenden Daten fand im Siiden von Laos, in der Provinz Attapeu,
wihrend der Regenzeit statt. Diese an Kambodscha und Vietnam grenzende Region ist als
Gebiet mit moderaten Transmissionsraten klassifiziert. Dies bedeutet eine ganzjdhrliche
Ubertragung mit einem seasonalen Gipfel korrelierend mit der Regenzeit von Ende Mai bis
Anfang Oktober, dem Monsun, und steht im Gegensatz zur perennealen Transmisson
gleichbleibender Stirke. Die Ubertragungsrate auBerhalb der Regenzeit ist miBig und
grofitenteils auf Feuchtgebiete beschrinkt. Malaria steht aber trotzdem an erster Stelle unter
den zehn fiihrenden Ursachen fiir Morbiditdt und Mortalitdt in Laos, da es aufgrund dieser
instabilen Malaria jedes Jahr zu verheerenden Ausbriichen der Krankheit kommt. Ein Drittel
der gesamten Bevolkerung leidet jéhrlich in irgendeiner Weise an Malaria und 1% der
Betroffenen verliert sein Leben. 2/3 der Toten sind Kinder. 95% der Malariainfektionen

werden von Plasmodium falciparum verursacht. (www.who.int/country/lao)

Die Patienten wurden in die drei oben erwidhnten Medikamentenarme aufgeteilt. Insgesamt 31
der 100 Patienten, bei denen ein Follow-up bis zum Tag 14 durchgefiihrt werden konnte,

wurden als Therapieversager klassifiziert.

5.1. Vergleich mit in vivo-Studien anderer Lénder

Chloroquin

Eine hohe Resistenzrate wurde in der mit Chloroquin behandelten Gruppe beobachtet
(52,8%). Dies war in Ubereinstimmung mit anderen Studien aus Laos. Schon 1977 konnte ein
Therapieversagen in 40% der Fille ermittelt werden. (Al Tawil 1977) In den Neunzigern lag
die Quote an Resistenzen zwischen 39 und 54%. (Pholsena 1992, Giboda et al. 1992, Pillai et
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al. 1999) Neueste Studien aus Laos ermittelten dhnliche bis hohere Resistenzraten. Eine 2000
in der Sekong Provinz durchgefiihrte Studie errechnete eine Resistenzrate von 39,7% bei 88
Patienten (Guthmann et al. 2002) Eine weitere Studie von 2000 mit 29 Patienten ermittelte
eine Therapieversagerquote von 78%. (Mayxay et al. 2003a) Die gleiche Gruppe erhielt in
einem Kollektiv von 100 Patienten eine Resistenzrate von nur 36% fiir Chloroquin. (Mayxay
et al. 2003b) Eine dazwischen liegende Quote (46%) erzielte die oben erwéhnte Studie mit 39
Patienten, die von Pillai und Kollegen durchgefiihrt wurde.

(Pillai et al. 2001) Zusammengefalt erhdlt man nun eine Rate, die auf jeden Fall zu hoch fiir
das Mittel der ersten Wahl ist.

Die Schwankungen konnen durch Verfélschung aufgrund einer zu kleinen Patientengruppe
sowie regionaler Unterschiede und Nachbarlinder verschiedener Resistenzraten verursacht
sein. Laos ist abgesehen von den sich im Siiden verbreiternden Ebenen am Mekong ein
vielfach zerschnittenes, unwegsames Bergland, in das Hochebenen und Becken eingeschaltet
sind. Die Malaria stellt in Laos sowohl in tiefer gelegenen Feucht- und Ufergegenden als auch
in den stark bewaldeten Hochebenen eine grofle Bedrohung dar. (Pholsena 1992) Laos ist ein
Land verschiedenster Ethnien, einige Stimme haben keinerlei Kontakt zur Au3enwelt, andere
leben in regem Austausch mit ihren Nachbarregionen, -ldndern.

Wie schon oben erwidhnt, grenzt Laos an Lénder mit etablierter Multiresistenz oder hohen
Resistenzraten gegen Chloroquin und P/S. Attapeu teilt sich im Siidwesten die Grenze mit
Kambodscha und im Siidosten mit Vietnam. Kambodscha, besonders an der Grenze zu
Thailand, ist einer der Foci, von wo sich CQR und spiter Multiresistenz entwickelte und
ausbreitete. Die norddstliche an Laos grenzende Region weist allerdings noch keine
bedeutende Resistenz gegen Chloroquin und P/S auf. (Mayxay ef al. 2003b, Lim ef al.

2003) Vietnam verzeichnete 1993 einen Anstieg auf 76% Resistenz gegen Chloroquin.
(Nguyen TA 1993) In Vietnam ist die Resistenzentwicklung enorm auf den Vietnamkrieg und
seine Folgen zuriickzufiihren, der auch in weite Teile der Nachbarlinder wie Kambodscha
und Laos getragen wurde. Spétere politische Unruhen sowie wirtschaftliche Faktoren fiihrten
immer wieder zu Fliichtlingsstrémen bzw. Migration zwischen den Lindern. Arbeiter aus
Kambodscha beispielsweise brachten wahrscheinlich Mefloquin-Resistenz nach Bangladesh
und Indien. (Wernsdorfer 1994)

Eine Beeinflussung des Resistenzstatus in Laos ist denkbar. Die Isolation der letzten Jahre
mull dabei beriicksichtigt werden. Die in vivo-Studie in Attapeu zeigte eine 100%ige

Sensitivitét fiir Mefloquin. (Schwobel ef al. 2003) Neuere Studien mit Mefloquin-Artesunat,
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dem Mittel der Wahl in Thailand, Kambodscha und Vietnam, erbrachten ebenfalls
Heilungsraten von 100%. (Mayxay et al. 2004, Stohrer et al. 2004)

Pfcrt
Die Pfcrt Mutation war in allen 19 klinisch resistenten Isolaten vorhanden (100%

Sensitivitdt), was auf eine absolute Selektion dieser Mutation unter CQ-Medikation in den
Parasiten schlieen 146t. Beide multi-klonalen Isolate mit Mutation- und Wildtyp-DNS an Tag
0 zeigten an Tag 14 eine Selektion zum mutierten Genotyp. Die Mutation an Codon 76
scheint eine notwendige Determinante fiir CQ-Resistenz zu sein. Der einzige reine Wildtyp
zeigte keine klinische Resistenz gegen Chloroquin. Allerdings wurden 16 der hier
untersuchten Patienten, die dieses Allel trugen, von CQ geheilt. Die Mutation kam in 94,11%
der klinisch sensitiven Isolate vor. Dies mindert die Aussagekraft dieses Resistenzmarkers
erheblich.

Zwei Studien aus Laos gehen konform mit diesen Ergebnissen. Pillai und Kollegen
beobachteten in ihrer Studie ebenfalls eine Sensitivitit fiir den Marker von 100%, andererseits
eine niedrige Spezifitit sowie eine Heilungsrate von 54% mittels Chloroquin trotz starker
Pravalenz der Mutation. Die Gruppe konnte daher keine Vorhersagen aus den Ergebnissen
erzielen. (Pillai et al. 2001) Die zweite Studie konzentrierte sich nur auf das Vorkommen von
mit CQR assoziierten Punktmutationen in Isolaten aus Laos und seinem Nachbarstaat
Thailand. Alle 25 laotischen Proben besaflen die Mutation, was auf eine hohe Pridvalenz
schlieen 14Bt. (Labbe et al. 2001)

Eine in vivo-Studie aus Indien mit 274 Plasmodium falciparum Isolaten erzielte ebenfalls eine
Sensitivitidt von 100% fiir die Mutation an Codon 76, d.h. alle klinisch resistenten Parasiten
trugen die Mutationen. Allerdings wiesen auch 96% der sensitiven Isolate diesen
Polymorphismus auf, dessen Nutzen damit zur Differenzierung in auf Chloroquin
ansprechende und nicht ansprechende Patienten gemindert ist. (Vinayak ef al. 2003)

Da in den Nachbarlidndern von Laos schon lange hohe Resistenzen gegen Chloroquin und S/P
zu anderen Therapiestrategien zwangen, wurden die in vivo-Studien dort eher mit Mefloquin
und Artemisinderivaten durchgefiihrt. Die Korrelation des Pfert-Gens mit CQR wurde aber
erst 2001 entdeckt.

Djimde und Kollegen fanden in ihrer in vivo-Studie ebenfalls eine hohe Privalenz (86%) der
Mutation an Codon 76 an afrikanischen Isolaten. Die Korrelation mit in vivo-Resistenz war

mit einer Odds ratio von 18,8 sehr hoch, allerdings fehlte auch hier die genaue
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Vorhersagemoglichkeit des Therapieverlaufs. Sie beobachteten ebenfalls eine absolute
Selektion fiir diese Mutation unter Chloroquin-Therapie und kamen zu dem Schluf3, dall K76T
im pfcrt-Gen eine notwendige aber nicht ausschlieSliche Komponente der Resistenz darstellen
wiirde. (Djimde et al. 2001)

Mehrere afrikanische Studien kamen zu dhnlichen Ergebnissen im Sudan (Babiker ef al.
2001), in Kamerun (Basco & Ringwald 2001, Basco 2002) und in Tansania (Schneider et al.
2002). In Gabun konnten Binder und Kollegen in einer in vivo-Studie bei Kindern 100%
Prévalenz bei einer Resistenz von 100% messen. (Binder et al. 2002) Eine Aussage zu
sensitiven Isolaten 14Bt dieses Ergebnis natiirlich nicht zu. In Mauretanien konnte eine
Sensitivitdt von 100% beobachtet werden, allerdings lag die Spezifitét nur bei 65,3%.

(Jelinek et al. 2002) In Uganda korrelierte die Mutation gut mit hohen Resistenzleveln und
friihem Therapieversagen. (Talisuna et al. 2002) In einer nigerianischen Studie konnte
andererseits keine Korrelation der Mutation mit Chloroquin-Resistenz ermittelt werden, nur

eine sehr hohe Priavalenz von K76T wurde entdeckt. (Happi et al. 2003)

Zwei Studien aus verschiedenen Provinzen in Malawi zeigten indirekt einen Zusammenhang
der Mutation mit Resistenzbildung. In Malawi war Chloroquin wegen hoher Resistenzen 1993
als Mittel der Wahl von Fansidar abgelost worden. 1992 hatte die Pridvalenz von K76T in
Isolaten 85% betragen und war im Jahre 2000 auf 13% gesunken. Resistenzen gegen
Chloroquin wurden in der Studie keine beobachtet. (Kublin ez al. 2003) Die andere Studie
beobachtete ebenfalls eine reduzierte Privalenz (17% -> 2%) und einen Anstieg der
Sensitivitdt gegeniiber Chloroquin, es konnte allerdings keine signifikante Korrelation

zwischen in vivo-Resistenz und K76T festgestellt werden. (Mita et al. 2003)

Zusammengefalt kann man sagen, da3 die Sensitivitdt der Mutation in den meisten Lindern
sehr hoch und die Spezifitit aufgrund der starken Prévalenz der Mutation niedrig anzusiedeln
war. Eine individuelle Vorhersage ist dadurch nicht moglich, das Ergebnis gibt aber Hinweis
auf Resistenzstatus der Parasiten und indirekt Informationen zur Immunitit der
Untersuchungsgruppe. Die erworbene Immunitéit der Bevolkerung spielt bei in vivo-Studien

eine bedeutende Rolle und wird weiter unter besprochen.

Die Priavalenz in laotischen Isolaten differierte im Vergleich zu afrikanischen,

siidamerikanischen oder anderen asiatischen nicht, einzig verschiedene Haplotypen sind
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bekannt. Ein Zusammenhang zwischen den verschiedenen Typen und einem Unterschied in

der Resistenzbildung scheint nicht zu existieren.

Die Mutation im pfert-Gen wurde nun zunehmend als grundlegende Voraussetzung fiir die
Resistenzbildung aber nicht als alleinige Mutation betrachtet. Ein multigenetischer Ansatz
wurde angenommen. (Djimde et al. 2001, Pillai ef al. 2001, Basco & Ringwald 2001, Basco
2002)

Warhurst sah in dem Genprodukt einen Transporter in der Vakuolenmembran von
Plasmodium falciparum, der normalerweise Aminosduren ausschleust, bei Kontakt mit
Chloroquin dieses ebenso exportieren konne. Im Falle einer Mutation von Codon 76 wiirde
der Efflux gesteigert sein.

Eine Mutation im pfmdr-Gen an Codon 86, die zum Ausfall oder einer verminderten Aktivitat
der Protonenpumpe fiihren konnte, wiirde fiir die Aufrechterhaltung des Milieus sorgen, d.h.
eine zu starke Ansduerung durch nicht exportierte Aminosduren vermeiden. (Warhurst 2001)
Welche Funktion diese beiden Proteine auch genau haben mogen, eine Verstdrkung der

Resistenz durch Mutationen im pfmdr-Gen wurde hédufig beobachtet.

Pfindr

Die Korrelation der Punktmutationen in pfmdr Gen an Codon 86 mit in vivo Medikamenten
Resistenz war hoher als in der Studie von Pillai und Kollegen aus Laos (Pillai et al. 2001).
Allerdings konnte auch hier kein signifikanter Zusammenhang beobachtet werden. Die
Priavalenz dieses Polymorphismus war insgesamt mit 14,3% niedrig. Die Sensitivitit von
Codon 86 war gering (21,05%), was nicht fiir eine notwendige Anwesenheit der Mutation bei
Resistenz spricht. Die Spezifitdt lag mit 95,75% recht hoch. In Kombination mit K76T von
Pfert wuchs die Spezifitit auf 100,00% - mit einem positiven Vorhersagewert von 100,00%.
Die pfmdr-86 Mutation kam héufiger in Patienten mit Chloroquin-Resistenz vor. Nur eine
Mutation (6,25%) présentierte sich in der sensitiven Gruppe am Tag 0, bei diesem Patienten
fand sich aber gleichzeitig der pfcrt-Wildtyp. Die Kombination der beiden Mutationen
bedingt nicht in vivo-Resistenz, das Fehlen beider spricht aber fiir Sensitivitit. Das Fehlen
von K76T scheint ausschlaggebender zu sein.

Seit Foote und Kollegen erst erhohte Transkriptionslevel des pfmdr-Gens in chloroquin-
resistenten Plasmodien proklamierten und 1990 verschiedene Punktmutationen im besagten

Gen mit dieser Resistenz assoziierten, wurden sehr viele Studien zu diesem kontrovers
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diskutierten Thema durchgefiihrt. (Foote et al. 1989, Foote et al. 1990) Die Mutation war
sowohl in Asien und Afrika als auch in Stidamerika zu finden.

Bei einer genetischen Kreuzung von Laborstimmen konnte in den Nachkommen kein
Zusammenhang zwischen pfmdr-Genen, Chloroquin-Resistenz und dem Effluxmechanismus
festgestellt werden. (Wellems ef al. 1990)

Zahlreiche in vivo-Studien kamen zu édhnlichen Ergebnissen. Im Sudan konnte bei einer
Studie 1992 keine pfmdr-Mutation trotz in vivo-Resistenz gefunden werden.
(Awad-el-Kariem ef al. 1992), auch bei einer Studie in Peru 2004 trugen alle Plasmodien den
Wildtyp, obwohl alle gegen Chloroquin resistent waren. (Huaman et al. 2004)

In Kambodscha (Basco et al. 1996), Gambia (von Seidlein et al. 1997), Thailand

(Wilson et al. 1993, Chaiyaroj et al. 1999, Lopes et al. 2002), Nigeria (Happi et al. 2003) und
Bangladesch (Van den Broek ef al. 2004) konnte keinerlei Korrelation zwischen N86Y und in
vivo-Resistenz gemessen werden.

Eine Selektion unter Chloroquin, wie es bei Pfcrt oft beobachtet wurde, konnte in Tansania
auch nicht gefunden werden. (Schneider ef al. 2002)

Eine vorher schon erwdhnte Studie in Malawi zeigte keinen Riickgang der Pridvalenz von

N86Y nach Absetzen von Chloroquin als Malariatherapeutikum. (Mita et al. 2003)

Eine gewisse Korrelation ohne Vorhersagekraft wurde von in vivo-Studien aus Nigeria
(Adagu et al. 1999), Uganda (Flueck et al. 2000), Mali (Djimde ef al. 2001), Laos (Pillai ef al.
2001), Indonesien (Nagesha et al. 2001), Sudan (Babiker et al. 2002), Gabun

(Binder et al. 2002), Burkina Faso (Tinto et al. 2003) postuliert.

Sie alle hielten diese Mutation nicht fiir die grundlegende und einzig bestimmende, sie
schrieben ihr eher einen modulierenden Faktor zu. Nach Entdeckung des pfcrt-Gens und
dessen Codon 76 versuchte man die Aussagekraft beider Mutationen zu kombinieren.

In Djimdes Studie in Mali fiihrte die Kombination dieser Mutationen zu keiner hoheren
Aussagekraft. (Djimde et al. 2001)

Ein miBiger Zusammenhang der einzelnen Mutationen mit in vivo- und in vitro-Chloroquin-
Resistenz entwickelte sich in eine signifikante Korrelation bei Kombination von N86Y und
K76T, wie jedoch eine Studie aus dem Sudan zeigte. (Babiker ef al. 2001)

Eine in Mauretanien durchgefiihrte Studie erreichte eine deutlich erhohte Spezifitit im

Vergleich zu den Einzelaussagen. (Jelinek et al. 2002)
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Happi und Kollegen berichteten von einer Assoziation dieser Mutationskombination und
hochgradiger in vivo-Resistenz in Nigeria, wenngleich eine Vorhersage im individuellen Fall

nicht moglich war. (Happi et al. 2003)

In der vorliegenden Studie konnte keine Korrelation zwischen der Mutation in Codon 1042
und in vivo-Resistenz beobachtet werden. Mutationen traten in resistenten wie sensitiven
Isolaten auf.

Diese Beobachtung machten auch Povoa und Kollegen in Brasilien. (Povoa ef al. 1998)

In Thailand konnte auch keine Korrelation (Lopes et al. 2002) bzw. Mutation iiberhaupt
gefunden werden (Chaiyaroj ef al. 1999).

Im Gegensatz zu Studien aus Afrika und Siidamerika konnte hier kein Polymorphismus im
pfmdr Codon 1246 gefunden werden. Leider lie} sich nur bei 34 von den 67 Proben die
charakteristische Bande von 500 bp nachweisen, was wohl an der niedrigen Sensitivitét dieser
PCR und vielleicht unbekannter Storfaktoren liegen mag. Auch ein bedeutender Anstieg der
fiir die PCR zur Verfiigung gestellten DNA konnte keine Verbesserung erzielen. Soweit die
Ergebnisse auswertbar waren und wie auch andere Studien zeigten, scheint allerdings diese
Mutation fiir den asiatischen Raum nicht von grofer Bedeutung zu sein. (Chaiyaroj et al.
1999) Die Mutation scheint insgesamt nicht so hdufig zu sein zu sein. Einige Studien konnten
wie diese keine Mutation in dem Codon 1246 nachweisen, so in Isolaten aus verschiedenen
siidamerikanischen Landern (Grobusch et al. 1998), in Thailand (Chaiyaroj et al. 1999),
Nigeria (Happi et al. 2003) und Peru (Huaman et al. 2004).

Eine Assoziation dieser Mutation mit Chloroquin-Resistenz konnte von Flueck und Kollegen
in Uganda auch nicht hergestellt werden. (Flueck et al. 2000) Eine Studie aus Brasilien kam
zu dem gleichen SchluBl. (Povoa et al. 1998) Bei einer Studie in Kenia mit schwerer
chloroquin-resistenter Malaria konnte allerdings eine hohe Prdvalenz von N86Y (92%) und

Asp1246Tyr (83%) beobachtet werden (Omar ef al. 2001b)

Speziell in Indien wurden weitere Mutationen im pfmdr-Gen untersucht und versucht, eine
Assoziation mit Chloroquin-Resistenz herzustellen. Die Codons 754, 1049, 3598, 3622 und
4234 zeigten keinerlei Korrelation. (Bhattacharay et al. 1997, Bhattacharay & Pillai 1999)

Eine Assoziation von pfmdr-Amplifikation und Chloroquin-Resistenz, wie sie von Foote und

Kollegen 1989 formuliert wurde, konnte spéter nicht bestitigt werde. (Basco ef al. 1996)
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Insgesamt scheint das pfmdr-Gen eine groflere Rolle bei der Resistenz gegen Mefloquin zu
spielen. Eine Amplifikation des Gens mit dem Wildtyp an Codon 86 soll mit einem
verstiarkten Efflux des Medikamentes zusammenhéngen. Die Mutation hingegen zeigt erhohte
Sensitivitit gegeniiber Mefloquin. (Wilson et al. 1993, Price et al. 1999, Reed et al. 2000)
Warhurst stellte die These auf, daB dies aufgrund der partiellen Inaktivierung der Fahigkeit,
Mefloquin zu exportieren, geschieht, verursacht durch Mutationen im fiir Pghl codierenden
Gen pfmdr. (Warhurst 2001)

Die Resistenz der Parasiten gegen Mefloquin verhielt sich in mehreren Studien umgekehrt
zum Ausmal der Resistenz gegen Chloroquin. Je resistenter gegen Chloroquin eine Zelle war,
desto sensibler reagierte sie auf Mefloquin. (Peel et al. 1994, Cowman et al. 1994, Barnes et
al. 1992) Chaiyaroj und Kollegen fanden allerdings in mefloquin-resistenten Isolaten aus
Thailand keine Amplifikation des pfmdr-Gens, dies ist also keine notwendige Komponente
fiir die Resistenz, sondern verstéirkt sie womoglich. (Chaiyaroj et al. 1999)

Die Rolle des pfmdr-Gens ist fiir die Chloroquin-Resistenz noch nicht festgelegt, eine

verstarkende Wirkung im Falle der Mutation ist aber sehr wahrscheinlich.

Antifolate

Nur 5 (13,9%) Therapieversager traten in der Gruppe auf, die alleine mit Antifolaten
behandelt worden waren. Erste Studien in Laos konnten eine in vivo-Resistenz von 0-20%
messen. (Ebisawa et al. 1970, Al Tawil 1978, Pholsena 1989) In den Neunzigern lag die Rate
zwischen 7-9%. (Viengxay et al. 1996, 1997) Die hier ermittelte Resistenzrate deckt sich gut
mit fritheren Ergebnissen, eine rapide Resistenzentwicklung ist nicht erfolgt. Eine Erkldrung
konnte in der Tatsache liegen, dall — obwohl Fansidar offiziell zweites Mittel der Wahl war —
S/P nicht verbreitet genutzt wurde in Laos. Wie schon oben erwihnt, liegen die Resistenzraten
in den Nachbarldndern von Laos teilweise bedeutend hoher. In Vietnam wurde 1993 einen
Anstieg der in vivo-Resistenz gegen Fansidar auf 83% registriert. (Nguyen TA 1993) Der
angrenzende Nordosten Kambodschas gilt im Vergleich zum restlichen Land als wenig

resistent. (Lim ez al. 2003)

DHFR
Trotz der niedrigen in vivo-Resistenz beobachteten wir eine sehr hohe Prévalenz der

Asparagin-Mutation von Codon 108 des dhfr-Gens. Dieses Ergebnis stand in
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Ubereinstimmung mit anderen Studien aus Gegenden mit weit hoheren Resistenzraten, z.B.
aus Uganda (Jelinek ef al. 1998, Kyabayinze et al. 2003), Venezuela (Urdaneta et al. 1999),
Indien (Biswas et al. 2000), Brasilien (Vasconcelos et al. 2000) und Mali (Omar et al. 2001a).
Ausgedehnter Gebrauch von Sulphadoxin und vor allem Pyrimethamin als Antibiotika aller
Art konnten das Auftreten von Mutationen beschleunigen. Héufige gegen Plasmodien nicht
ausreichende Medikamentenspiegel, die aufgrund einer anderen Infektion erzielt wurden,

fiihren bei (sub-)klinischer Malaria zur Anzucht resistenter Plasmodienstimme.

Multiklonale Infektionen im DHFR Gen wurden hiufig beobachtet. Eine Selektion zum
mutierten Genotyp hin unter medikamentdsem Druck trat in jedem klinisch resistenten Isolat
an Tag 14 auf. Diese Selektion wurde auch in vielen anderen Studien beobachtet. (Curtis ef al.
1996, 1998, Jelinek et al. 1999a, 1999b, Diourte et al. 1999, Doumbo et al. 2000)

Die hohe Prédvalenz im Vergleich zur niedrigen Resistenz ergab zwar einen guten
Sensitivititswert, eine spezifische Aussage lieB3 sich jedoch nicht machen. Gleiches 148t sich
zum Codon 59 sagen. Eine absolute Selektion an Tag 14 konnte beobachtet werden. Dies
stimmt mit Studien aus Tansania und Bangladesch iiberein. (Jelinek et al. 1997, Jelinek et al.

1998, Van den Broek et al. 2004)

Andererseits wurde keine Korrelation zwischen den Mutationen in Codon 51 oder 59 und dem
klinischem Ergebnis gefunden. Das unterscheidet diese Studie von vielen anderen, die eine
Assoziation zwischen diesen Mutationen und Antifolat-Resistenz in endemischen Gegenden
gezeigt hatten (Peterson et al. 1989; Plowe ef al. 1997, Curtis et al. 1998, Basco et al. 2000,
Nagesha et al. 2001). In Uganda zeigte die Tripel-Mutation (Asn-108/Ile-51/Arg-59) sogar

eine signifikante Korrelation mit Resistenz gegen Cotrimoxazol. (Jelinek et al. 1999b)

Die Kombination von Asn-108 und Arg-59 hatte ebenso wie die Tripelmutation

(Asn-108/Ile-51/Arg-59) keine hohere Aussagekraft als die einzelnen Mutationen in unserer
Studie. In den fiinf resistenten Isolaten lagen an Tag 0 sowohl Wildtypen als auch Mutationen
aller drei Codons verschieden kombiniert vor. Codon 51 zeigte keine Selektion zur Mutation
an Tag 14. Dies deckt sich nicht mit einer Studie aus Afrika. Kinder in Mali erhielten dort
fiinf Wochen Pyrimethamin als Malariaprophylaxe. Die Priavalenz der Mutationen im dhfr-
Gen im Falle einer Malariainfektion nahm innerhalb dieser Zeit zu. Asn-108 stieg von 13%

auf 100%, was eine absolute Selektion bedeutet. Die Mutation lag an Tag 0 noch unter der
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Erfassungsgrenze. Ile-51 nahm von 4% auf 50% und Arg-59 von 11% auf 90% zu. (Doumbo
et al. 2000)

Plowe und Kollegen konnten fiir Asn-108 eine signifikante und Ile-51 und Arg-59 eine
Korrelation ohne Signifikanz bei in vivo-Studien aus Mali, Kenia, Malawi und Bolivien
nachweisen. (Plowe et al. 1997)

Kyabayinze und Kollegen fanden in Uganda 2003 eine hohe Prdvalenz von Asn-108 und Ile-
51, eine Korrelation war nur fiir Codon 59 herzuleiten. Nach einem Follow-up konnten hohere
Korrelationen gemessen werden. Codon 59 zeigte die groBte Assoziation. (Kyabayinze et al.
2003) Omar beobachtete eine Selektion fiir die Tripel-Mutation in Kenia, eine Aussage iiber

den Therapieverlauf war jedoch nicht moglich. (Omar et al. 2001a)

Die mit Resistenz gegen Cycloguanil, der aktiven Substanz des Proguanils, assoziierte
Mutationenkombination aus DHFR-Threonin-108 und —Valin-16 konnte in keinem unserer
Isolate entdeckt werden. (Peterson et al. 1990) Der Gebrauch dieses Medikamentes ist in Laos

auch nicht verbreitet.

Eine DHFR-Leucin-164 Mutation war ebenfalls nicht auffindbar. Diese Mutation war bisher
nur in Asien und Lateinamerika beschrieben und mit hoher Resistenz gegen Pyrimethamin
und auch Chlorproguanil-Dapson assoziiert worden. (Basco et al. 1995, Plowe ef al. 1997,
Masimirembwa et al. 1999) Die sogenannte Quadrupel-Mutation, die in vitro 1000-fach

weniger sensitiv gegeniiber Pyrimethamin ist, besteht aus der klassischen Tripel-Mutation und

Leu-164. (Wilairatana et al. 1997, Plowe et al. 1998, Nzila-Mounda et al. 1998)

In einem Dorf in Tansania wurden 1998 imprégnierte Bettnetze fiir Kinder eingefiihrt. Die
Préavalenz der Wildtypen in den Codons 108, 51 und 59 stieg bis zum Jahr 2000 merklich an.
Im Nachbardorf ohne Bettnetze herrschte eine wesentlich hohere Prévalenz der Mutationen.

Die Resistenzbildung hat anscheinend auch hier ein Potential zur Riickbildung. (Alifrangis et

al. 2003)

Zusammenfassend 146t sich sagen, dafl der beschriebene Polymorphismus an Codon 108 als
Voraussetzung fiir klinische Resistenz gegen Pyrimethamin angenommen werden kann. Die
hohe Prévalenz spricht fiir eine ausgeprigte Resistenz der Parasiten. Die in anderen Studien
die Resistenz verstirkenden zusétzlichen Mutationen haben sich hier nicht als aussagekréftig

erwiesen. Insgesamt mangelt es den meisten in vivo-Studien zu DHFR an signifikanter

104



Korrelation. Andere Faktoren im lebenden Wirtsorganismus wie die Immunitét beeinflussen
das Auftreten bzw. den Grad einer klinischen Resistenz. (Peterson et al. 1989, Zolg et al.

1989, Curtis et al. 1996, Sirawaporn et al. 1997b, Aubouy et al. 2003)

DHPS
Codon 437 von DHPS scheint eine Hauptrolle in der Entwicklung klinischer Resistenz gegen

Sulphadoxin zu spielen, in beiden Medikamenten-Armen mit S/P zeigte dieses Codon eine
hohe bis signifikante Korrelation zwischen klinischem Ergebnis und Mutation. Die Mutation
Ser-436 war mit S/P-Resistenz an Tag 0O einfach und an Tag 14 signifikant korreliert. Auch
andere Studien assoziierten diese Mutationen mit Resistenz gegen S/P. (Triglia & Cowman
1994, Brooks et al. 1994, Reeder et al. 1996, Triglia et al. 1997)

In einer in vitro-Studie stellte sich die Kombination von Ser-436, Gly-437 und Ser-613 als
hochgradig resistent gegen Sulphadoxin heraus. (Wang et al. 1997) Diese Tripelmutation
brachte auch in dieser Studie eine signifikante Korrelation mit einer Odds Ratio von 19,50
zutage.

Van den Broek und Kollegen konnten in Bangladesch gar keine Korrelation von in vivo-
Resistenz gegen S/P mit Polymorphismen im dhps- oder dhfr-Gen feststellen. (Van den Broek
et al. 2004)

Etliche Studien beobachteten eine einfache bis signifikante Korrelation bei unterschiedlichen
Konstellationen der Mutationen. Eine in Mali durchgefiihrte in vivo-Studie beobachtete eine
Selektion unter S/P-Therapie fiir die hier untersuchten Polymorphismen im dhps-Gen, die
aber keine Signifikanz erreichten. (Diourte ef al. 1999) Diese Beobachtung machte auch ein
Forscherteam in West Papua, Indonesien. Speziell Asn-108 oder Arg-59 von DHFR
gemeinsam mit Gly-437 implizierten scheinbar Resistenz verschiedenen Grades, die Mutation
Glu-540 war mehr mit héhergradiger Resistenz assoziiert. (Nagesha ef al. 2001)

Plowe und Kollegen erfaf3ten fiir die Mutation an Codon 540 eine signifikante Korrelation in
Isolaten aus Mali, Kenia, Malawi und Bolivien. Ohne Signifikanz korrelierte Ser-437. (Plowe
et al. 1997)

Kublin und Kollegen fanden einen Zusammenhang zwischen Resistenz gegen S/P und eine
sogenannte Quintupel-Mutation, die sich aus Asn-108, Ile-51, Arg-59 von DHFR und Gly-
437 und Glu-540 von DHPS zusammensetzte. Das Auftreten von Glu-540 und Arg-59 sagte
die Quintupel-Mutation voraus. Dies wiirde wieder fiir die Grundmutationen Asn-108,
nachfolgend Ile-51 und Gly-437 sprechen, die durch weitere Mutationen einen Anstieg der
Resistenzerfahren. (Kublin et al. 2002)
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Eine hohe Priavalenz dieser Quintupel-Mutation konnte auch bei schweren Malariafillen in
Kenia gemessen werden. Chloroquin und S/P als Monotherapie hatten bei allen versagt.
(Omar et al. 2001b) Diese Beobachtung einer Quintupel-Mutation konnte in unserer Studie
nicht bestétigt werden.

Das gleiche Team beobachtete bei einer weiteren in vivo-Studie in Kenia eine sehr hohe
Préavalenz dieser Mutationen. Eine Aussage beziiglich des Therpieverlaufs war unmdglich, da
die Spezifitdt sehr niedrig war. Als verfalschender Faktor wurde die angeeignete Immunitét
der Bevolkerung erwogen. (Omar ef al. 2001a)

Eine Vorhersage war auch fiir Kyabayinze und Kollegen in Uganda nicht moglich, die
Mutationen 436, 437 und 540 korrelierten allerdings mit Resistenz gegen S/P. Nach einem
Follow-up von 28 Tagen konnten durch Selektion der Mutation eine stirkere Assoziation
beobachtet werden, die bei Glu-540 bei DHPS und Arg-59 von DHFR am hochsten ausfiel.
(Kyabayinze et al. 2003)

Fiir Codon 540 konnte hier kein Zusammenhang mit einer Resistenzbildung beobachtet
werden, obwohl viele Studien aus anderen Léndern gerade diesem Codon eine grof3e
Bedeutung beimallen, wie oben beschrieben wurde. (Plowe ef al. 1997, Nagesha et al. 2001,
Kublin et al.. 2002, Kyabayinze et al. 2003)

Codon 581 und 613 alleine waren hier ebenfalls nicht mit Sulphadoxin-Resistenz assoziiert,
obwohl andere Studien eine positive Korrelation herstellen konnten. (Brooks et al. 1994,
Wang et al. 1997, Jelinek et al. 1999) Interessanterweise fand unter S/P-Therapie eine
Selektion der Mutation Gly-581 in beiden Medikamentenarmen bis Tag 14 statt. Die
Préavalenz der Mutationen wuchs von insgesamt 5 auf 24 von 64 Isolaten. Jedoch fanden sich
die meisten Mutationen in den klinisch sensitiven Féllen. Die Mutation an Codon 613 war
insgesamt sehr selten. Im gemischten Medikamentenarm wurde sie gar nicht entdeckt, im mit
S/P behandelten Zweig war eine Mutation an Tag 0 zu finden. An Tag 14 fand sich in dem
klinisch sensitiven Isolat keine Plasmodien-DNS mehr. Zwei Mutationen an Tag 14 hatten am
Tag O Wildtyp gezeigt. Es hatte also eine Selektion zur Mutation stattgefunden, die Isolate
erwiesen sich aber als klinisch sensitiv.

Bei Codon 581 wurde eine Sequenzierung einiger Templates durchgefiihrt, da Unklarheiten
beim Enzymverdau aufgetreten waren. Es liel sich aber an allen Proben nur die bekannte

Mutation, codierend fiir Glycin, nachweisen.
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In Gegenden hoher Resistenz gegen S/P lief3 sich hdufig eine hohe Prévalenz an Mutationen
finden. Urdaneta und Kollegen berichteten von einer Pravalenz von 100% fiir die Mutation an
Codon 437, von 96% an Codon 581 und fiir 96% an den Codons 437, 581, 108, 51 in Isolaten
aus Venezuela. (Urdaneta et al. 1999)

Auch beobachteten Jelinek und Kollegen in Uganda und Tansania eine Selektion der
Mutationen an Codon 436, 437, 540 und 581, konnten aber keine Korrelation herstellen
(Jelinek et al. 1998, 1999) Diese Selektion bestdtigten Curtis und Kollegen fiir 436, 437 und
540 unter S/P. Chlorproguanil-Dapson hatte hingegen keinerlei Effekt auf diese Codons.
(Curtis et al. 1998)

In indischen Isolaten lag die Pridvalenz der Mutationen mit 4,5% niedrig, im Vergleich zu
Thailand mit 66%, was auch den allgemeinen Resistenzraten entsprach. (Biswas et al. 2000)
Die vorliegende Studie ermittelte fiir Laos ebenfalls eine eher médfBige Privalenz an DHPS-
Mutationen (24,6%) bei méBiger S/P-Resistenz (18,25%, beide Medikamentenarme

Zusammengenommen) .

Es muf} beriicksichtigt werden, dafl Sulphadoxin immer mit Pyrimethamin gemeinsam
gegeben wurde. Die niedrige Prdvalenz der DHPS-Mutationen korreliert gut mit dem
Therapieergebnis. Die hohe Privalenz der DHFR-Mutationen und die schlechte Assoziation
diirfen nur gemeinsam mit dem Kombinationspartner betrachtet werden, der beziiglich Codon
436 und 437 gut korreliert. Fiir die anderen Mutationen konnte kein Zusammenhang bestatigt

werden, jedoch spielt natiirlich auch hier die Wirtsimmunitét eine entscheidende Rolle

Kombination

Zur Gruppe mit kombinierter Therapie 146t sich noch kurz einiges ergéinzen.

22,6% Therapieversagen konnte in dieser Gruppe registriert werden. Eine in Laos
durchgefiihrte in vivo-Studie {liber 42 Tage ermittelte eine Resistenzrate von nur 7% fiir diese
Medikamenten-Kombination. (Mayxay et al. 2004) Sie steht als Therapie der Wahl derzeit
zur Debatte.

In Bangladesch konnten Resistenzraten von 25,9-30,7% fiir diese Medikamentenkombination
ermittelt werden. Sie wurde daher nicht als Mittel der Wahl vorgeschlagen. (Rahman et al.
2004) In Uganda lag die Rate der Therapieversager bei 7,2%. (Gasasira et al. 2003)

Die Pravalenz der Mutationen pfcrt-76, DHFR-Asn-108 und DHFR-59 lag insgesamt so hoch,
daB keine Vorhersage moglich war. DHFR-51, DHPS-436 und DHPS-581 zeigten eine
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Selektion der Mutation bis spétestens zum Tag 14.

In einer Studie aus Kenia mit CQ- und S/P-resistenten Isolaten konnte eine hohe Privalenz an
mit folgender Mutationen beobachtet werden: Pfmdr Tyr-86 und Tyr-1246 sowie DHFR Asn-
108, Ile-51, Arg-59 und DHPS Gly-437 und Glu-540. (Omar et al. 2001a)

Einzig Codon 437 von DHPS zeigte eine signifikante Korrelation mit Resistenz in dieser
Gruppe. Die Kombination der Mutationen pfmdr-86 und DHPS-437 erwies sich in der
vorliegenden Studie als hoch spezifisch mit 95,65%. Aufgrund mangelnder Daten war ein

Vergleich mit Mutationskombinationen anderer Lander nicht moglich.

5.2. Vergleich mit in vitro-Studien

In vitro-Studien zeigen die Reaktionen der Plasmodien unbeeinflult von Wirtsfaktoren. Man
kann besser beurteilen, ob eine bestimmte Mutation dem Parasiten wirklich zu Resistenz
verhilft. Diese Studien zeigen insgesamt eine hohe Korrelation zwischen in vitro-Resistenz

und den hier untersuchten Mutationen.

Chloroquin

Die Entdecker des Gens, Fidock und Kollegen, konnten eine komplette Korrelation zwischen
Chloroquin-in vitro-Resistenz und der K76T Mutation im pfcrt-Gen in Plasmodienlinien aus
Asien, Afrika und Stidamerika herstellen. (Fidock et al. 2001)

Eine Studie aus Thailand errechnete ebenfalls eine signifikante Korrelation fiir Mutationen im
pfcrt-Gen einschlieBlich an Codon 76 und Chloroquin-Resistenz in vitro. (Lopes et al. 2002)
Weitere Studien in Kamerun (Basco & Ringwald 2001, Basco 2002), Thailand, Birma,
Vietnam und Bangladesch (Pickard et al. 2003) sowie Papua Neuguinea (Nagesha ef al. 2003)
beobachteten  gleichfalls eine hohe Korrelation, allerdings war eine Vorhersage des
Resistenzverhaltens allein mit der Mutation nicht mdglich. Huaman und Kollegen erfaf3ten bei
einer in vitro-Studie in Peru eine Chloroquin-Resistenz von 100% bei einer Privalenz von
K76T von 100%. (Huaman et al. 2004) Analysen in Siidvietnam zeigten ebenfalls eine
100%ige Privalenz der Mutation bei in vitro-Resistenz. (Ngo ef al. 2003). Tinto und Kollegen
berichteten von Isolaten aus Burkina Faso, die eine gute Korrelation in vitro zeigten. (Tinto et
al. 2003) Eine erst kiirzlich ver6ffentlichte Studie aus Kambodscha konnte zwar eine 100%
Sensitivitidt messen, die Spezifitidt war jedoch niedrig, da 15 von 17 in vitro sensitiven Isolaten

ebenfalls die Mutation trugen. (Lim ez al. 2003)
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Die Studien betreffend das pfmdr-Gen fallen sehr unterschiedlich aus.

Eine in vitro durchgefiihrte Studie mit Isolaten aus Siidamerika erzielte nur eine inkonsistente
Korrelation fiir die Mutation an Codon 86 (Grobusch ez al. 1998), ebenso eine in vitro-Studie
mit thaildndischen Priparaten. (Price et al. 1999)

Im Gegenzug wurden zahlreiche Studien verdffentlicht, die eine Korrelation zwischen N86Y
von pfmdr und Chloroquin-Resistenz herstellen konnten. In den meisten Féllen war sie
allerdings nicht signifikant. Cox-Singh und Kollegen beispielsweise konnten 1995 eine
positive Korrelation zwischen Codon 86 im pfmdr-Gen von malaysischen Isolaten und in
vitro-Resistenz beobachten. (Cox-Singh ef al. 1995) Duraisingh und Kollegen bestitigten dies
1997 mit verschiedenen Laborstimmen. (Duraisingh et al. 1997)

In vitro Studien aus Kambodscha (Lim et al. 2003) und Siidvietnam (Ngo et al. 2003) zeigten
nur eine geringe Korrelation zwischen dieser Mutation und in vitro-Resistenz. In vitro Studien
mit laotischen Priparaten standen mir zum Vergleich nicht zur Verfiigung.

Eine schwache Korrelation fiir die Codons 1042 und 1246 von pfmdr konnte in einer
afrikanischen (Tinto et al. 2003) und einer siidostasiatischen Studie mit Isolaten aus Thailand,
Myanmar, Vietnam und Bangladesch (Pickard et al. 2003) bestitigt werden.

Eine andere thaildndische in vitro-Studie von Lopes und Kollegen konnte keine Korrelation

mit Resistenz fiir Codon 1246 im pfmdr-Gen herstellen. (Lopes et al. 2002)

Einen Anstieg der in vitro-Resistenz konnten Tinto und Kollegen mit Isolaten aus Burkina
Faso bestdtigen, wenn sie Mutationen kombinierten. Die Mutationen N86Y und K76T
benotigten im Vergleich zu den einzelnen Mutationen die hdchste Hemmkonzentration.

(Tinto et al. 2003)

Antifolate

In vitro-Studien zeigen interessanterweise auch hier eine wesentlich hohere Korrelation mit
Resistenz als in vivo-Studien.

Zolg und Kollegen sequenzierten 1989 das dhfr-Gen verschiedener Laborstimme aus
Siidamerika, Asien und Afrika. Sie fanden vier differierende Nukleotide, d.h. Mutationen an
vier Codons, die sie auf in vitro-Resistenz testeten. Asn-108 schien fiir sie die Basis der
Resistenz gegen Pyrimethamin (Zolg ef al. 1989)

Dies folgerten auch Sirawaporn und Kollegen aus ihren Studien. Sie stellten DHFR-Produkte
mit kiinstlichen Mutationen an Codon 108 her. Alle 20 Aminosduren wurden ausprobiert,

neun Versionen waren enzymatische aktiv und resistent gegen Pyrimethamin. Das Protein mit
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Asn-108 zeigte sogar eine Aktivitdt anndhernd der des Wildtyps. Diese Eigenschaft in
Kombination mit einer guten Resistenz gegen Pyrimethamin und der Tatsache eines einfachen
Basenaustausches konnten die Selektion dieser Mutation erkldren. (Sirawaporn et al. 1997a).
Mutationen in den Codons 51, 59, 108 und 164 fiihrten zu Resistenzen gegen P, die in vitro-
Resistenz multipler Mutationen war grof3er als die Summe der einzelnen Mutationen, was auf
synergistische Effekte schlieen 146t. Die Resistenz wiirde mit der Asn108-Mutation beginnen
und sich von dort schrittweise weiterentwickeln. (Sirawaporn et al. 1997b)

Das Forscherteam Basco und Ringwald konnte in mehreren in vitro-Studien in Kamerun eine
gute Ubereinstimmung der Polymorphismen im dhfr-Gen und Pyrimethamin-Resistenz
finden. Sensitve Isolate bestanden in einer Studie zu 100% aus Wildtypen, 14 von 15
resistenten Préparaten zeigten Asn-108. (Basco & Ringwald 1998) 1999 konnten sie eine
95%ige Ubereinstimmung zwischen Mutationen und Resistenzen messen und 2000 war ihr
Fazit, dal desto mehr Resistenzen beobachtet werden konnten, je mehr Mutationen sich
anhduften in einem Isolat. Asnl08, Ile51 und Arg59 korrelierten mit in vitro-Resistenz.
(Basco & Ringwald 1999, 2000)

Eine signifikante Korrelation mit eben diesen Polymorphismen konnte auch von Khalil und
Kollegen und festgestellt werden. (Khalil ez al. 2003)

Eine Studie aus Gabon kam in ihren Untersuchungen der in vitro Resistenz zu dhnlichen
Ergebnissen mit hoher Korrelation fiir die Tripelmutation Asn-108, Ile-51 und Arg-59. Die
parallel gefiihrte in vivo-Studie konnte diese Korrelation jedoch nicht bestitigen. Der
Therapieerfolg stand in keinem Zusammenhang zur hohen Prédvalenz der Mutationen.
Mindestens zwei DHFR-Mutationen kombiniert mit mindestens einer im DHPS-Gen waren
notwendig fiir ein Therapieversagen. Diese Kombination fiihrte dennoch zu einer Heilung in
82% der Fille. Mutationen, die sich in vitro als hochresistent darstellten, erwiesen sich in vivo

als nicht ausreichend zur Ausbildung einer Resistenz. (Aubouy ef al. 2003)

Eine in vitro-Studie von Brooks und Kollegen konnte hochgradige Resistenz bei der
Kombination Ser-436 und Ala-613 oder der einzelnen Mutation Ala-581 des dhps-Gens
messen. Keine Korrelation wurde fiir die Mutation an 437 gefunden. Eine Amplifikation des
Gens hatte nicht stattgefunden. (Brooks ef al. 1994)

Eine andere Beobachtung konnten Khalil und Kollegen machen, ein Zusammenhang von
Sulphadoxin-Resistenz mit den Codons 436 und 437 wurde nicht gemessen. Sie erklérten,

dies konne mit der Anwesenheit von Folat im Medium zusammenhidngen. Wie oben erwéhnt,

110



reduziert Folat Sulphadoxin-Resistenz. Niedrige bis miBlige Resistenz konnte durch Folsédure
im Medium aufgehoben werden. (Khalil ef al. 2003)

Eine 1997 durchgefiihrte in vitro-Studie mit Laborstimmen aus Afrika, Thailand, Indochina
und Stidamerika testete alle flinf auch untersuchten Mutationen von DHPS. Eine alleinige
Mutation an Codon 437 (Laborstamm 3D7 aus Afrika) bewirkte einen signifikanten
Unterschied zum HB3-Stamm, der in allen fiinf Codons den Wildtyp trdgt und sensitiv
gegeniiber Sulphadoxin ist. Ein zweifache Mutation im Stamm K1 aus Thailand mit Gly-437
und Gly-581 verdreifachte die ndtige Hemmkonzentration. Die Mutation Ser-436 lag nur in
Kombination mit Gly-437 und Ser-613 im Stamm Dd2 aus Indochina vor. Diese
Triplemutation zeigte hochgradige Resistenz mit einer 20-30-fach hoheren 1C50.

(Wang et al. 1997) Die Kombination der Codons 436, 437 und 613 brachte auch in der
vorliegenden Studie eine signifikante Korrelation mit einer Odds Ratio von 19,50 zutage.
Diese Kombination wurde auch von Wang und Kollegen in einer in vitro-Studie favorisiert,
sie zeigte den hochsten Grad an Resistenz. Diese Studie machte noch auf einen anderen
Einflufaktor aufmerksam. Bei Folatgabe konnte die durch Mutationen gewonnene Resistenz
wieder behoben werden. Dieser Effekt war um so eindringlicher je resistenter der Stamm und
grofler die Folatmenge war. Das dafiir verantwortliche Gen scheint eng mit dem dhfr-Gen
verbunden zu sein. (Wang et al. 1997)

Die Studie von Aubouy kombinierte eine in vitro- mit einer in vivo-Studie. Sie wurde schon
im Zusammenhang mit dem dhfr-Gen erwdhnt. Die Codons 436, 437, 540 und 581 wurden
untersucht. 1-2 von ihnen in Kombination mit der Triple-Mutation Asn-108, Ile-51 und
Arg-59 von DHFR korrelierten in vitro gut mit Resistenz gegen P/S. In vivo erwies sich
jedoch diese Konstellation nicht ausreichend fiir eine Resistenzbildung. (Aubouy ef al. 2003)
In der hier vorliegenden in vivo-Studie konnte zwar eine Korrelation fiir Codon 436 und 437
bestdtigt werden, eine Vorhersage war jedoch nicht moglich.

Die Ergebnisse verdeutlichen gut den Unterschied zwischen in vivo- und in vitro-Studien. Die
im Wirtsorganismus sich abspielenden Prozesse spielen eine bedeutende den Therapieverlauf

bestimmende Rolle.
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5.3. Andere Faktoren

Die in vitro im Vergleich mit in vivo-Studien haben deutlich gezeigt, dass noch andere
Faktoren eine Rolle in der Resistenzbildung spielen miissen. Zwei Patienten konnen trotz
gleicher Mutationen ihrer Erreger verschiedene Krankheitsbilder mit unterschiedlichem
Therapieverlauf entwickeln. Sowohl Alter, angeeignete Immunitit, bei Frauen
Schwangerschaft, Erbkrankheiten der Erythrozyten wie Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-
Mangel, Sichelzellanimie oder die in Asien sehr verbreiteten Beta-Thalassdmien bestimmen
iiber den Verlauf von Krankheit und Therapie. (Allison 1954, Ruwende et al. 1995, Djimde et
al. 2001, Miihlberger et al. 2003, Sutanto et al. 2004, Suh ef al. 2004) Im Siiden von Laos ist
kiirzlich unter 603 Erwachsenen verschiedener Ethnien die hochste Frequenz an Hamoglobin
E, eine Himoglobinopathie, asienweit gefunden worden: 43,3% der erwachsenen
Bevdlkerung in der Sekong Provinz, 25,3% in Attapeu. (Flatz ef al. 2004) Allgemein herrscht
eine Privalenz von ca.15% in der siidostasiatischen Bevdlkerung. Malaria fiihrt zur
natiirlichen Selektion dieses Beta-Globin-Gens, da die Plasmodien sich in den Erythrozyten
dieser Gentrdger schlechter vermehren konnen. Es besteht also ein gewisser natiirlicher
Schutz vor Malaria, der den Nachteil des nicht voll funktionsfdhigen Himoglobins aufwiegt.
Eine milde hdmolytische Andmie 146t sich meist nur bei Homozygoten beobachten. (Lang &
Loscher) Die lange Isolation des Landes hat vielleicht die Konzentration dieses Gens in Laos
noch begiinstigt.

Bei Kindern ist eine Assoziation von Askaridenbefall mit schweren Malariaerkrankungen und
hohen Parasitimien beschrieben worden. (Le Hesran ef al. 2004) Ebenso scheint Unter- bzw.
Mangelerndhrung bei Kindern zwischen 2 und 18 Jahren eine Erkrankung an Malaria tropica
zu begiinstigen, wie eine Studie aus Laos herausfand. (Takakura ef al. 2001)

Begleitender Gesundheitszustand, chronische Erkrankungen und ein geschwéchtes

Immunsytem beeinflussen also zusdtzlich den Krankheits- und Therapieverlauf.

Die erworbene Wirtsimmunitidt spielt sicherlich die groBte Rolle unter den die in vivo-
Sensitivitdt beeinflussenden Faktoren. Die meisten Todesopfer der Malaria sind Kinder unter
5 Jahren, die noch kein effizientes Immunsystem aufbauen konnten. Viele durchgemachte
Erkrankungen erhohen den Grad der Immunitét, die nach einigen Jahren in Gebieten ohne
Malaria wieder verloren geht. Es wird angenommen, daf3 bis zu 80% der Infektionen in semi-
immunen Patienten asymptomatisch verlaufen. Spezifische Antikérper gegen die

verschiedenen Parasitenstadien und parasitiren Toxine werden gebildet. (Lang &
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Loscher, Owusu-Agyei et al. 2001, Malaguarnera & Musumeci 2002, Roshanravan et al.
2003) Eventuell ist der Erwerb der Immunitét spezifisch fiir einen Plasmodienstamm, weshalb
es mehrere Infektionen bendtigt, um mit allen Stdmmen der Umgebung in Kontakt zu
kommen. (Day & Marsh 1991) Zahlreiche Studien beziiglich der Immunitit wurden
durchgefiihrt, noch ist der Mechanismus nicht vollstindig verstanden.

Eine mit Plasmodium chaubaudi durchgefiihrte Studie zeigte, dafl Parasiten erfolgreich mit
Antimalariamitteln, gegen die sie in vitro Resistenz gezeigt hatten, in semi-immunen Wirten
eradiziert werden konnten. (Cravo et al. 2001)

Erworbene Semi-Immunitét wird in Gegenden mit hohen Transmissionsraten angenommen
(Smithhuis et al. 1997). Es ist mdglich, daB ein gewisser Grad von Immunitit ebenso in
Gegenden mit eher moderaten Transmissionsleveln wie Laos existiert (Anothay et al. 2000).
In einer im Siidosten von Laos durchgefiihrten Studie wurden 336 Bewohner zweier Dorfer
mikroskopisch und mittels PCR auf Plasmodium falciparum {tberprift. 17,3% waren
mikroskopisch, 34,8% molekular nachweisbar infiziert. Patienten, bei denen beide Methoden
positiv ausfielen, waren groftenteils junge Dorfbewohner, was die Pridsenz vieler
subklinischer Infektionen in dlteren Leuten vermuten 14Bt. (Toma et al. 2001)

Djimde und Kollegen fanden heraus, dal die Féhigkeit, chloroquin-resistente Parasiten zu
beseitigen, mit dem Alter zunimmt. Bei den unter 10-jdhrigen mit chloroquin-resistenten
Parasiten konnten nur 32% mit Chloroquin geheilt werden, wohingegen sich 66% der élteren
Kinder und Erwachsenen mit resistenten Plasmodien als klinisch sensitiv erwiesen. (Djimde
et al. 2001) Eine im Siiden von Laos durchgefiihrte Studie fand ebenfalls eine 4,9-fach hohere
Therapieversagerquote unter den 5-15-jdhrigen als unter den Erwachsenen, was fiir

die Prisenz einer angeeigneten Immunitét spricht. (Mayxay et al. 2003b)

Aus diesem Grund konnte eine junge, noch nicht semi-immune Studienpopulation
moglicherweise die Wahrscheinlichkeit einer zuverldssigen Vorhersage anhand der
molekularen Marker erhohen, aber die Anzahl der sehr jungen Kinder in unserer Studie ist

zu gering fiir eine genaue Analyse.

Erwidhnenswert ist aber das mittlere Alter in den verschiedenen Studiengruppen. Dieses lag
bei den auf die Medikamente ansprechenden Patienten grundsitzlich héher als bei den
Therapieversagern. Fiir die CQ-Gruppe errechnete sich ein mittleres Gesamtalter von 8,5
Jahren, insgesamt sehr jung, die Patienten mit resistenten Plasmodien besaflen ein mittleres
Alter von 5,8 Jahren. Beziiglich S/P ergaben sich Werte von 14,5 zu 12,7 Jahren (ein Patient
mit 50 Jahren hob das Gesamtalter der Therapieversager stark an) und fiir die kombiniert

behandelte Gruppe errechneten sich Werte von 16,1 zu 4,7 Jahren. Die recht hohe Differenz
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besonders in der letzten Gruppe spricht fiir ein altersabhiingiges Therapieansprechen. Das
mittlere Alter der Therapieversager von 4,7 Jahren entspricht dem Alter, in dem das
Immunsystem noch nicht ausreichend ausgebaut ist. Nicht das Alter an sich sondern der Grad
der Immunitdt, der mit den Lebensjahren in endemischen Malariagebieten gleichbedeutend
mit der Anzahl stattgehabter Infektionen positiv korreliert, scheint dafiir verantwortlich zu
sein. Bei nicht-immunen Patienten korreliert das Lebensalter eher mit der Schwere der
Erkrankung. (Miihlberger ef al. 2003)

Bei einer kiirzlich in Vietnam durchgefiihrten Studie mit 28 Tagen Follow-up wurde eine
semi-immune Gruppe mit einer nicht-immunen verglichen. Je zwei Studiengruppen aus zwei
verschiedenen Provinzen wurden mit je CQ + Artesunat und S/P + Artesunat behandelt. In der
Provinz Dac Lac wurden 57 Patienten ausgesucht, die seit Geburt potentiell der Malaria
ausgesetzt waren, die 66 Patienten von Bunh Phuoc stellten nicht-immune Arbeiter und ihre
Angehdrigen dar. Uber 96% der Patienten beider Gruppen aus Dac Lac sprachen klinisch auf
die Therapie an, 15,7% erwiesen sich per PCR als asymptomatische submikroskopische
Rekrudeszenz an Tag 28. In Binh Phuoc reagierten weniger als 52% klinisch sensitiv. Die
Privalenz von K76T war in Dac Lac fast 100% und korrelierte nicht gut mit in vivo-
Resistenz, in Binh Phuoc dagegen war eine Vorhersage des Therapieversagens anhand K76T
moglich. (Nguyen et al. 2003) Die hohe Pridvalenz in beiden Studiengebieten 148t auf eine
weiterhin hohe Resistenz der Plasmodien schlieen. Die Wiedereinfiihrung von Chloroquin
und S/P in Kombination mit Artesunat ist nicht zu empfehlen. Das gute Anschlagen in Dac
Lac ist wohl auf die Immunitét der Bevolkerung zurlickzufiihren, was der Vergleich mit der
nicht-immunen Untersuchungsgruppe in Binh Phuoc verdeutlicht. In diesen nicht-immunen
Patienten konnte K76T als Marker fiir klinische Resistenz verwendet werden. Die
submikroskopische Rekrudeszenz in Lac Dac konnte auch durch eine Gametozytimie
verursacht sein.

In der hier vorliegenden Studie galten Faktoren wie Schwangerschaft und starke
Untererndhrung als AusschluBkriterien. Erkrankungen der roten Blutkorperchen wiéren
grofitenteils mikroskopisch aufgefallen, sind aber nicht vollig auszuschlieBen. Man kann sie
als Teil der erworbenen Immunitét der Bevolkerung verstehen, die allerdings hereditér ist. Die
nach mehreren Infektionen angeeignete Semi-Immunitdt, die eine komplexe Immunantwort
auf die Plasmodien darstellt, kann den Therapieausgang bestimmen, wie oben genannte
Studien verdeutlichen. Studien aus dem Norden von Laos zeigten eine héhere Korrelation mit

den in vivo-Daten, d.h. hoheres Therapieversagen bei dhnlicher Privalenz der Mutationen. Da
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die Transmissionsraten im Siiden von Laos stirker sind, kann eine ausgeprigtere Semi-
Immunitét in dieser Bevolkerungsgruppe angenommen werden. (Mayxay et al. 2003b)

Beziiglich dieser Studie 148t sich abschlieBend Folgendes sagen. Die Pridvalenz von
Mutationen im pfert- und dhfr-Gen iiberragt diejenige der Therapieversager deutlich. Das
mittlere Alter der Therapieversager liegt mit 7,7 Jahren deutlich unter dem der gesundeten
Patienten, die durchschnittlich 13,0 Jahre alt waren. Dies spricht fiir eine starke Verbreitung
chloroquin- und pyrimethamin-resistenter Plasmodien, eine méfige Sulphadoxin-Resistenz

und eine nicht zu unterschédtzende Semi-Immunitét der laotischen Studienpopulation.

5.4. Rekrudeszenz-Reinfektion

Bei jeder in vivo-Studie stellt sich die Frage, ob es sich bei den spiten Parasitimien um
Therapieversager oder Neuinfektionen handelt.

Die Gefahr einer erneuten Infektion war in dieser Studie gegeben, da die Patienten auch nach
Therapiebeginn den Vektoren der Malaria ausgesetzt waren, Bettnetze zum Schlafen wurden
nicht verwendet. Die Halbwertszeit von S/P ist zwar mit 4 Tagen relativ kurz, eine Infektion
vor Tag 14 ist dennoch unwahrscheinlich, wenn das Medikament vollstindig resorbiert
wurde. Medikamentenspiegel konnen natiirlich individuell schwanken und dadurch den
Therapieverlauf verdndern. (Sowumni et al. 2003) Die lange Halbwertszeit von Chloroquin
(10-14 Tage) spricht ebenfalls zusammen mit der Inkubationsdauer der Plasmodien gegen
eine Reinfektion. Die Inkubationszeit der Malaria tropica liegt durchschnittlich bei 12 Tagen,
ein Krankheitsbeginn unter 7 Tagen ist nicht zu erwarten. (Lang & Loscher)

Die Dauer der Studie von 14 Tagen, die moderate Transmission in diesem Studienareal sowie
Inkubationszeit und Halbwertszeit der Medikamente machen eine Reinfektion daher sehr
unwahrscheinlich (Basco & Ringwald 2000b).

Eine Genotypisierung, wie es nach Tag 14 iiblich und notwendig ist, wurde aus diesem Grund
nicht durchgefiihrt. Meist werden dabei drei Genloci der Plasmodien) nach Grofle oder
Mutationen mittels RFLP verglichen: merozoite surfaces proteins 1 und 2 (MSP-1 und MSP-
2) und glutamate rich protein (GLURP). Finden sich am ersten und letzten Studientag die
gleichen Muster, wird eine Rekrudeszenz angenommen, finden sich unterschiedlich, wird eine
Reinfektion vermutet. Diese Methode birgt trotz guter Sensitivitit der PCR Risiken der
MifBinterpretation. Besonders multiple Infektionen erschweren die Auswertung. Allein die

Mischtypen dieser Studie zeigen schon eindeutig eine Infektion mit mindestens zwei
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verschiedenen Stammen. Eine gewisse Restunsicherheit bleibt bestehen und eine Reinfektion

ist oft nicht sicher auszuschlieBen. (Snounou & Beck 1998)

5.5. Rekrudeszenz-Gametozytimie

Die hohe Prdvalenz der DHFR- und Pfcrt-Mutationen in dieser Studie hitte auf ein
zahlreicheres Therapieversagen schlieBen lassen. Die médfige Rate an Mutationen im DHPS-
Gen deckt sich allerdings recht gut mit der Quantitit der gemessenen Resistenz.

Die in klinisch sensitiven Isolaten nachweisbaren Erreger an Tag 14, die oft eine Selektion zur
Mutation erfahren hatten, lassen an der VerldBlichkeit der Heilung zweifeln. Sieben Isolate
der CQ-Gruppe, fiinfzehn der S/P-Gruppe und zehn Isolate in der gemischten wiesen an Tag
14 noch Plasmodien-DNS vor. Da mikroskopisch allerdings keine Parasitimie mehr mefbar
war, mu3 auch an eine Gametozytimie gedacht werden. Diese geschlechtlichen Formen
entstehen nach mehreren asexuellen Vermehrungszyklen im Menschen und kénnen 12-16
Tage im Kreislauf persistieren. (Smalley & Sinden 1977, Sinden 1983) Gametozytdmien
treten bei Therapieversagern statistisch hédufiger auf, kommen aber auch bei Geheilten vor.
Dies trifft auf die Behandlung sowohl mit Chloroquin als auch mit Fansidar zu, da beide
Medikamente nur gegen die asexuellen Formen wirksam sind. Die Gametozytimien
resistenter Parasiten sind verantwortlich fiir die schnelle regionale Verbreitung von
Resistenzen. (Sowumni & Fataye 2003, Bousema ef al. 2003) Chloroquin soll die Genese
peripherer unreifer Gametozyten induzieren. (Aikawa & Ward 1974) Eine S/P-Behandlung
scheint sogar signifikant mit Gametozytdmien assoziiert zu sein. Zwischen Tag 7 und 14
wurden in einer Studie aus Nigeria die hochsten Gametozytdmien im Vergleich mit Gabe von
Chloroquin, Chloroquin plus Ketotifen bzw. Chlorpheniramin, S/P plus Chloroquin bzw.
Amodiaquin gemessen. (Sowumni & Fateye 2003) Auch in Laos konnten Gametozytdmien
mit P/S-Bhandlung und Therapieversagen assoziiert werden. (Mayxay et al. 2003b)

Ebenfalls verantwortlich fiir eine positive PCR an Tag 14 konnen asymptomatische
submikroskopische Rekrudeszenzen sein. Diese treten hédufig in einer semi-immunen
Bevolkerung auf. Die Erreger sind prinzipiell gegen das angewandte Medikament resistent,
dem Immunsystem des Wirtes gelingt aber zusammen mit dem Medikament eine
Unterdriickung des Wachstums der Parasiten. Die Parasitimien bleiben unter der

Nachweisgrenze. Nach Wirkungsverlust des Medikamentes steigt die Parasitimie jedoch
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an und kann erneut zu Symptomen fithren. Dies wiirde also ein Therapieversagen bedeuten,
das der Mikroskopie entgangen ist. Da fiir Laos eine gewisse Immunitét gegen Malaria in der
Bevolkerung angenommen wird, besteht diese Moglichkeit. Betrachtet man beispielsweise an
Codon 76 des pfert-Gens die sieben Patienten der Chloroquingruppe, bei denen an Tag 14

mikroskopisch keine Parasiten nachweisbar waren, die PCR jedoch positiv ausfiel, fallt

Folgendes auf:
Tab. 24:
Alter | Tag 0 Tag 2/3/7 Tag 14
5 PCR pos.: Mut* | Mut Mut
6 Mut Kein Nachweis | Mut
6 Mischtyp Kein Nachweis | Mut
8 Mut Mut Mut
13 Mut Kein Nachweis | Mut
13 Mut Mut Mut
49 | Mut Kein Nachweis | Mut
* Mutation

Es ist keine Ubereinstimmung mit dem Alter auszumachen. Es wiire jedoch denkbar, daB der
Fiinfjdhrige eine Gametozytdmie unter Therapie oder schon davor entwickelt hat und daher
durchgehend DNS bei ihm nachweisbar war. Der 49-jdhrige konnte statt dessen an Tag 7
aufgrund seiner erworbenen Immunitit eine Parasitimie unter der Nachweisgrenze gehabt
haben, die bis Tag 14 wegen abfallender Medikamentenspiegel zugenommen hat. Das wiirde
eine asymptomatische submikroskopische Rekrudeszenz bedeuten. Andererseits wére auch
hier eine Gametozytdmie denkbar. Die unreifen Gametozyten reifen normalerweise in der
Milz und im Knochenmark, erst die reifen Gametozyten werden in das periphere Blut
ausgeschwdmmt. Chloroquin scheint allerdings, wie oben erwéhnt, eine periphere unreife

Gametozytidmie zu begiinstigen. (Sowumni et al. 2003)

Submikroskopische Parasitimien, die aufgrund synchronisierter Zyklen auftreten, stellen eine
weitere Erkldrung dar, sind jedoch sehr unwahrscheinlich. Alle Parasiten miiiten sich im
gleichen Stadium befinden, synchronisiert sein. Da spéte Erythrozytenstadien im peripheren
Blut nahezu abwesend abwesend sein konnen, konnen sie in einem peripheren Blutausstrich
dem Mikroskop entgehen. Synchronisierte Zyklen sind bei Plasmodium falciparum aber eher
die Ausnahme. (Lang & Loscher, Snounou & Beck 1998)

Theoretisch ist auch moglich, da3 die Inokulation, der Einstich, einer mehrfach infizierten
Miicke zur Infektion mit verschiedenen Parasitenstimmen fiihrt, die Variationen in der

Entwicklung der Leberstadien aufzeigen. Dies wiirde zur zeitlich versetzten Ausschwemmung
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der reifen Plasmodien fithren und eine Infektion mit einem anderen Stamm verursachen,
obwohl kein neuer Einstich erfolgte. Multiple Infektionen sind in endemischen Gebiete sehr
hdufig. (Snounou & Beck 1998)

Da die DNS zerfallener Plasmodien schnell beseitigt zu werden scheint, wird es sich eher
nicht um DNS toter Parasiten handeln PCR-Analysen in Maiusen zeigen, daf} die
Amplifikation nicht langer als 24h nach Verschwinden der Parasiten aus dem Blutkreislauf
aufrecht erhalten wird. Daher wird angenommen, dall die DNS toter Plasmodien sehr schnell
aus dem peripheren Kreislauf beseitigt wird. (Snounou & Beck 1998) . Bei klinisch sensitiven
Parasiten war an Tag 2-7 in den meisten Fillen keine DNS mehr zu messen.

Eine endgiiltige Entscheidung ist hier nicht zu treffen. Sowohl Parasitdimien als auch
Gametozytidmien sind fiir diese Patienten denkbar, die Beobachtungen hoher Gametozytdmien
unter diesen beiden Medikamenten auch bei erfolgreicher Therapie spricht gerade bei den

jiingeren noch nicht immunkompetenten Patienten fiir eine Gametozytimie.

5.6. Dauer der Follow up-Periode

Diese Studie wurde nach den Protokollen der WHO (1996) fiir Gebiete mit niedriger bis
moderater Transmission und einer empfohlenen Verlaufskontrolle (Follow up) von 14 Tagen
durchgefiihrt. Die erwarteten méfBigen Resistenzraten sprachen gegen eine modifizierte
Version mit einem Follow-up von 28 bis 42 Tagen, wie es in Thailand und Gebieten mit
Multiresistenz iiblich geworden ist.

Wenn die Gebiete schwer zugédnglich sind, die Studienpopulation sehr verstreut lebt und eine
Anreise zum Studienzentrum beschwerlich ist, wie es hier der Fall war, sind kiirzere Perioden
auch daher von Vorteil, da eventuell viele Patienten den Follow-up nicht beenden wiirden.

Ein weiterer Nachteil von einer Verlaufskontrolle von iiber 14 Tagen ist die Gefahr der
Reinfektion, weswegen dann eine Genotypisierung vorgenommen werden mul. Diese

Methode birgt, wie oben erwihnt, eine gewisse Unsicherheit bei der Interpretation der Daten.

Die Beobachtung hoher Rekrudeszenzraten nach Tag 14 bei Behandlung mit CQ, P/S und
anderen Malariamedikamenten fiihrte zu einem verldngerten Follow-up in holoendemischen
Gebieten mit perennealen Transmissionsraten. Spite Therapieversager treten aufgrund der

erworbenen Immunitét in der Bevilkerung oft erst nach Tag 14 auf.
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Die relativ kurze Follow up-Periode von 14 Tagen in dieser Studie konnte die moderate
Therapieversager Quote in der P/S-und CQ & P/S-Gruppe und die niedrige Korrelation
zwischen Asn-108 Mutationen von DHFR und klinischem Ausgang erkldren. Es ist
vorstellbar, dafl nach 28 Tagen hohere Raten fiir Rekrudeszenz bzw. spétes Therapieversagen
ermittelt worden wiren.

In Thailand werden die meisten Studien 28 - 42 Tage durchgefiihrt. (Fontanet et al. 1994)
Allerdings herrscht dort Multiresistenz, als Folge sind Artemisinderivate wie Artesunat in
Kombination mit beispielsweise Mefloquin oder Atovaquon Mittel der Wahl. Die Artemisine
zeigen eine gute und schnelle Wirksamkeit und reduzieren die Parasiten innerhalb von
Stunden. Jedoch ist z.B. Artesunat als Monotherapie in sehr hoher Dosierung zu verabreichen,
um radikal alle Parasiten abzutdten. Bei Resistenz wurden Rekrudeszenzraten schon vor Tag
7 beobachtet. (White et al. 1994, Hien et al. 1997, Hoshen et al. 2000) Bei Kombination von
Artesunat mit einem ldnger wirkenden Medikament wie Chloroquin ist die Dosierung von
Artesunat gerade bei hohen Parasitimien oft nicht ausreichend, um alle Erreger abtéten zu
konnen. Sind die Parasiten resistent gegen CQ kann es dadurch zu einer langsamen
Rekrudeszenz dieser Stimme fiithren. Frithes Therapieversagen wird reduziert, spétes tritt
dann meist erst nach Tag 14 auf. Aufgrund dieser Dynamik sind Follow-up-Perioden von 28-
42 Tagen sinnvoll. (Adjuik et al. 2002, Sutherland ef al. 2003)

Seit jedoch auch hohe Rekrudeszenzraten nach Tag 14 bei Monotherapie mit CQ und S/P
beobachtet werden, schlagen neue Empfehlungen generell Verlaufskontrollen von mindestens
28 Tagen fiir in vivo-Studien mit Malariamedikamenten vor. (Stepniewska et al. 2004).

In Myanmar, einem Land mit hoheren Resistenzraten als in Laos, wurde nach einem Follow-
up von 14 Tagen unter Monotherapie mit CQ- 72% bzw. S/P 47% an Therapieversagern
ermittelt, am Tag 28 stieg die Quote auf 82% bzw. 67%. (Smithuis et al. 1997)

Eine in Laos von den Arzten ohne Grenzen durchgefiihrte Studie mit 88 Patienten wurde
ebenfalls 28 Tage verfolgt. 17 von 28 Therapieversagern traten bis zum Tag 14 auf, die
weiteren 11 (39,2%) ereigneten sich zwischen Tag 15 und 28. Neuinfektionen wurden

nach Tag 7 weitesgehend mittels PCR ausgeschlossen, insgesamt 5 Reinfektionen ereigneten
sich zwischen Tag 8 bis 28. Aufgrund dieser Ergebnisse empfehlen die Autoren Follow-up-
Perioden von 28 Tagen auch fiir Gegenden niedriger und moderater Transmission sowie
Genotypisierung nach Tag 14. (Guthmann et al. 2002) Dies bestdtigte eine weitere Studie aus
Laos. Sie verfolgte den Therapieverlauf sogar iiber 42 Tage, zwischen Tag 28 und Tag 42

konnte jedoch nur ein Therapieversager registriert werden. (Mayxay et al. 2003b)
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In anderen Studien scheint die Mehrzahl der Therapieversager unter CQ oder S/P vor Tag 14
aufzutreten. Die von Pillai und Kollegen in Laos unternommene Studie ermittelte 13 von 18
Therapieversager bis Tag 7 und insgesamt 5 an den Tagen 14 und 28, d.h. zwischen Tag 8
und 28. 72,2% der Therapieversager waren also schon bis Tag 7 aufgetreten. (Pillai et al.
2001) Eine andere Studie aus dem Indonesischen Papua untersuchte iiber 28 Tage 51 nicht-
immune immigrierte Javaner mit unkomplizierter Malaria tropica unter Chloroquingabe. 50
Therapieversager traten insgesamt auf, 45 bis zum Tag 14, die weiteren 5 bis zum Tag 18.
Dies zeigt deutlich, daB3 die meisten Therapieversager bis zum Tag 14 eingetreten sind. Eine

Genotypisierung wurde nicht durchgefiihrt. (Sumawinata et al. 2003)

5.7. SchluB3betrachtungen

Die Polymerasekettenreaktion ist ein sehr sensitiver (>90%) und spezifischer (~100%) Test in
der Diagnostik der Malaria. (Snounou et al. 1993) Die Methode ist schnell und preiswert im
Vergleich zu in vitro-Tests sowie relativ einfach durchfiihrbar. (Adagu & Warhurst 1999)

Mit Etablierung der Real-time-PCR beispielsweise konnten unnétige Kontaminationen
praktisch vermieden und die Prézision der Methode verbessert werden. Die Gelelektrophorese
eriibrigt sich fiir dieses Verfahren. (Farcas et al. 2004)

Von Untersuchungen der derzeit bekannten Resistenzgene ist kein pridiktives Potential fiir
den Einzelfall in vivo zu erwarten. Grofter Storfaktor ist der Wirt Mensch. Die in
Endemiegebieten erworbene Immunitét kann den Therapieverlauf entscheidend beeinflussen.
Ergebnisse von in vivo-Studien in Endemiegebieten sind daher mit Vorsicht zu betrachten, da
sie den wahren Resistenzstatus der Plasmodien verfédlschen konnen. Begleitende in vitro-
Studien oder molekulare Tests der Parasiten sind nétig, den Faktor der Semi-Immunitit
herauszufiltern. Da mit der PCR wesentlich schneller und preisgiinstiger zu arbeiten ist, stellt

dies die Methode der Wahl dar.

Auch wenn immer wieder Studien durchgefiihrt werden, bei denen die molekularen Marker
zur Vorhersage von Therapieversagern im Einzelfall dienen sollen, lassen sich eher
epidemiologische Aussagen als im individuellen Fall der Diagnostik treffen. Plowe und
Kollegen schlugen schon 1995 vor, die PCR zum Zwecke der Surveillance bei Pyrimthamin-
Resistenz einzusetzen. (Plowe et al. 1995)

Aufgrund hoher Privalenzen bestimmter Mutationen und deren Kombinationen konnte

beispielsweise von einem Therapieschema abgeraten, die Einfiihrung eines anderen erwogen
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werden. Soll in einem Land wie Laos das Mittel der ersten Wahl durch ein neues Medikament
ersetzt werden, da die in vivo-Resistenzen einen Grad erreicht haben, der nicht mehr tragbar
ist, so wire es von Vorteil, liber den Resistenzgrad des Alternativmittels schon im Vorfeld
bescheid zu wissen. Durch einige in vivo-Studien sei das moderate Ausmall der Resistenz
gegen das Mittel der zweiten Wahl, Fansidar, bekannt. Hétte man nun aufgrund der
Mutationen in den DHPS- und DHFR-Genen iiber neue Therapieempfehlungen entscheiden
miissen, wire man eventuell zu demselben Schluf3 gekommen. Die hohe Prévalenz von Asn-
108 beispielsweise ist abschreckend, jedoch ist das Vorkommen der verstirkenden
Mutationen eher gering, die Privalenz der DHPS-Mutationen deckt sich mit der Héhe der
beobachteten in vivo-Resistenz.

Die mit absoluter Resistenz assoziierte Quadripel-Mutation von DHFR (Asn-108, Arg-59, Ile-
51 und Leu-164) konnte nicht entdeckt werden. (Wongsrichanalai et al. 2002)

Fiir Chloroquin 148t sich schwerer ein Zusammenhang ermitteln, die Prdvalenz von Pfcrt-
Tyr-76 zeugt von einem sehr hohen selektiven Druck, aber das eher niedrige Vorkommen der
pfmdr-Mutationen deckt sich nicht mit der relativ hohen in vivo-Resistenz.

Die Prédvalenz einer korrelierenden Mutation zeigt in jedem Fall den Resistenzgrad der
Plasmodien. Die in vivo-Reaktion ist von der erworbenen Immunitit der Bevdlkerung und
anderen Faktoren abhingig. Gegen ein Medikament resistente Parasiten konnen mit genau
dem Medikament in einem semi-immunen Patienten beseitigt werden. Diese Patienten wiirde
unter Umstdnden auch ganz ohne Medikament auskommen, die Clearence der Parasiten
konnte sich aber verzogern. Eine subklinische latente Infektion kann sich bis zu sechs Monate
und lénger hinziehen. In Endemiegebieten verlaufen viele der Infektionen mit Plasmodium
falciparum chronisch mit klinischen Episoden. Hohe Gametozytdmien fiihren bei resistenten
Stimmen zur Ausbreitung der Resistenz durch Ubertragung der Gametozyten auf den Vektor.
(Snounou & Beck 1998) Verstirkte Gametozytdmien und hiufigere Rekrudeszenzraten
sprechen deshalb gegen die Weiterverwendung eines Medikamentes, das trotz Resistenz der
Plasmodien aufgrund der Semi-Immunitét greift. Ein noch wichtigerer Punkt ist, daf} gerade
die Kindersterblichkeit in Malaria-Endemiegebieten sehr hoch ist, dieser noch nicht immune
Teil der Bevolkerung muBl effektive Medikamente erhalten. Kinder, die viele
Malariaerkrankungen iiberlebt haben, tragen hdufig korperlichen Schaden oder geistige
Retardierung davon. Schwangere Frauen sowie der Fetus sind ebenfalls hidufige Opfer der
Malaria. Niedriges Geburtsgewicht, Aborte, Frithgeburten und Tod der Mutter sind die

Folgen. In Laos existiert der Spruch: ,,Schwanger zu sein ist wie auf seinen eigenen Tod zu
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warten. Molekulare Surveillance in endemischen Gegenden ist daher von grofler
Wichtigkeit, um rechtzeitig Resistenzentwicklung zu erkennen und vorzubeugen.

Medikamentenstudien in semi-immunen Erwachsenen {iiberschitzen die Effektivitidt der
Antimalariamittel und  werden  hdufig dazu  benutzt ineffektive  nationale

Therapieempfehlungen zu unterstiitzen. (White 2002)

In einigen Gegenden sind molekulare Marker schon epidemiologisch eingesetzt worden.
(Wernsdorfer & Noedl 2003, Djimde et al. 2004)

In Malawi konnte nach Aussetzen Chloroquins iiber mehrere Jahre ein Riickgang der
klinischen Resistenz zusammen mit einer niedrigeren Pridvalenz der Mutation an Codon 76
vom pfcrt-Gen beobachtet werden. (Mita et al. 2003) Eine andere Gruppe beobachte die
gleiche Entwicklung in einem anderen Gebiet von Malawi. Nach einer Chloroquinpause von
ein paar Jahren wurde die Effektivitit dieses Medikamentes wieder deutlich verstiarkt und die
Priavalenz der K76T-Mutation nahm deutlich ab. (Kublin et al. 2003) Eine Reduktion von
Fansidar assoziierten Mutationen wurde auch nach Gebrauch von imprignierten Bettnetzen
beobachtet. (Alifrangis et al. 2003)

Ein molekularer Marker - epidemiologisch eingesetzt - kann also Hinweise auf das
Vorhandensein klinischer Resistenz geben und bei Erwédgung einer Wiedereinfiihrung eines
Medikamentes hinzugezogen werden. Dies war auch der Fall bei einer kiirzlich in Vietnam
durchgefiihrten Studie mit 28 Tagen Follow-up, die bereits oben erwidhnt wurde. Zwei
unterschiedlichen Gruppen (erworben immun und nicht-immun) wurde entweder CQ plus
Artesunat oder S/P plus Artesunat verabreicht. Die Resistenzraten fiir CQ und S/P waren in
Vietnam so hoch gewesen, da3 man diese Therapie verlassen hatte, eine Wiedereinfiihrung in
Kombination mit Artesunat wurde nun iiberdacht. Die Patienten mit erworbener Immunitét
sprachen gut auf beide Therapieschemata an, wahrenddessen die nicht immune Gruppe fast
zur Hélfte Therapieversager zeigte. Die sehr hohe Priavalenz von K76T in den mit Chloroquin
behandelten Gruppen korrelierte nicht in der immunen, aber gut in der nicht-immunen Gruppe
mit Therapieversagen. Die Prdvalenz der Mutation ist immer noch sehr hoch, das gute
Ansprechen in der einen Gruppe ist auf den immunologischen Status zuriickzufiihren, was
man deutlich an der nicht-immunen Vergleichsgruppe sieht. Eine Wiedereinfithrung von CQ
wire in diesem Gebiet nicht zu befiirworten. (Nguyen et al. 2003)

Auch eine Studie aus dem Grenzgebiet von China und Myanmar untersuchte die Privalenz
der Mutationen K76T von pfcrt und N86T von pfmdr, wo 1994 in vivo-Resistenzen gegen CQ
von 96-100% geherrscht hatten und diese Therapie im Austausch mit Mefloquin plus
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Artemisininderivaten verlassen worden war. Dies war Teil einer in vivo-Studie mit
Chloroquin und Chloroquin plus Artesunat, zum Vergleich standen 12 Proben, die zwischen
1983-1992 gesammelt worden waren, fiir in vitro und molekulare Tests zur Vefiigung. Die
Ergebnisse zeigten ein Zunahme der Privalenz des Wildtypes von Codon 86 im Vergleich zu
den Isolaten vor 1994. Zum einen fordert die fiinfjadhrige Chloroquinpause diese
Riickentwicklung, zum anderen scheint Mefloquin, wie schon erwihnt, zu einer Selektion des
Wildtyps zu fiihren. Die Pravalenz von K76T lag mit 100% hoher als bei den &lteren Isolaten.
Die jiingste war allerdings von 1992 und Chloroquin wurde erst 1994 langsam verlassen. Die
Heilungsrate fiir Chloroquin lag bei 10%, damit hoher als vor Verlassen dieser Therapie. In
Kombination mit Artesunat wurde eine Heilungsrate von 48% erreicht, die weiter hinter den
86% einer Monotherapie mit Artesunat blieb. Dies liegt anscheinend an einem
antagonistischen Effekt dieser zwei Medikamente, wie die Autoren dieser Studie postulierten.
Eine Kombination dieser Pridparate wire daher nicht zu empfehlen. Da die Mutation K76T
sich in diesem Gebiet trotz abnehmenden Selektionsdruckes gut gehalten hat, wére eine
Wiedereinfithrung Chloroquins als Monotherapie zum jetzigen Zeitpunkt vollig verfriiht.
(Yang et al. 2002)

Eine &hnliche Beobachtung wurde an Isolaten aus Kambodscha gemacht, auch hier
persistierte die Mutation K76T. (Lim et al. 2003)

Eine reine Privalenzstudie aus Kolumbien untersuchte Mutation an den Genen von DHPS
und DHFR. Aufgrund einer méfigen Anzahl von dhfr- und geringem AusmaBl an dhps-
assoziierten Mutationen kann eine beginnende Resistenzentwicklung angenommen werden.
Der Einsatz dieser Praparate sollte mit Vorsicht beobachtet werden. (Schmider et al. 2003)
Eine andere Studie untersuchte Prévalenzen in Mauretanien und kam wegen hoher
Vorkommen von dhps- und méBiger dhfr-Mutationen zu dem Schluf3, dafl Fansidar als Mittel
der Wahl nicht zu empfehlen wire. Weitere Studien dieser Art fanden fiir beide hier
untersuchten Medikamente statt und zeigen die Anwendbarkeit als Marker fiir

epidemiologische Studien.

Zusammengefalt 146t sich sagen, dal es von Vorteil zu sein scheint, verschiedene
kombinierte Schliisselmutationen zu analysieren, sofern man Modelle zur Vorhersage von
Therapieversagen entwerfen mochte. Eine Prognose bei Medikamentenkombinationen ist
durch mogliche Interaktionen noch komplizierter, doch die Kombination der Mutationen hat
sich in dieser Studie teilweise als vorteilhaft erwiesen. Obwohl hier keine spezifische

Kombination von Mutationen mit einem pradiktivem Potential ermittelt werden konnte,
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deuten hohere Korrelationen bei Kombination, die die Summe der einzelnen iiberschreiten,
auf diese Moglichkeit hin. (Kublin ef al. 2002)

Laos betreffend 148t sich sagen, daB die Kombination von S/P mit CQ gegeniiber S/P als
Monotherapie keinen signifikanten Unterschied gezeigt hat. Die Resistenzraten sind in beiden
Gruppen relativ hoch, eine Empfehlung zum Mittel der Wahl wiirde eher in Richtung
Mefloquin in Kombination mit Artesunat oder Artemether-Lumefantrin ausfallen. (Mayxay et
al. 2004, Stohrer et al. 2004)

Die Priavalenz von K76T im pfert-Gen spricht gegen eine weitere Anwendung von

Chloroquin, eine Pause konnte eventuell wieder zur Selektion des Wildtyps flihren.
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6. Zusammenfassung

Die Malaria ist trotz aller Eradikationsversuche und neuer Therapiekonzepte auch im neuen
Jahrtausend eine gefiirchtete Erkrankung, die jedes Jahr bis zu zwei Millionen Opfer fordert.
Seit dem Auftreten von Resistenzen gegen die zwei am meisten eingesetzten Medikamente
Chloroquin (CQ) und Pyrimethamin-Sulphadoxin (P/S), schwanden die Hoffnungen auf eine
baldige Ausrottung dieser gefahrlichen Infektionskrankheit.

Sowohl Wirkmechanismus von als auch Resistenz gegen Chloroquin sind ein viel diskutiertes
Thema. Eine gewisse Einigkeit herrscht beziiglich der Annahme, CQ blockiere den
Hamoglobinabbau der Plasmodien. Als Resistenzmechanismen kommen eine verminderte
Anreicherung, eine verdnderte Substrataffinitdt und/oder ein Efflux des Medikamentes in
Frage. Verschiedene Proteine, die als Membrankanéle oder Protonenpumpen agieren konnten,
sind studiert und ihre Ursprungsgene sequenziert und auf Punktmutationen untersucht
worden. Das Plasmodium falciparum-multidrug resistance (pfmdr)-Gen mit den Codons 86,
1042 und 1246 und das Plasmodium falciparum-chloroquine resistance transporter (pfcrt)-
Gen mit dem Codon 76 gelten derzeit als die fiir Chloroquin-Resistenz (CQR) relevantesten
Gene.

Die Kombination aus Pyrimethamin und Sulphadoxin (Fansidar®) wirkt iiber eine Hemmung
der Folsduresynthese und ihres Zyklus’, in dessen Verlauf der lebensnotwendige DNS-
Bausstein Thymidylat entsteht. Pyrimethamin blockiert ein Enzym namens Dihydrofolat-
reduktase (DHFR), codiert vom Gen dhfr. Sechs Mutationen an fiinf verschiedenen Codons
wurden in fritheren Studien hiufig mit Resistenz gegen Pyrimethamin assoziiert. (16, 51, 59,
108 und 164). Sulphadoxin greift schon bei der Folsduresynthese an und hemmt das Enzym
Dihydropteroatsynthetase (DHPS), codiert vom dhps-pppk-Gen. Die Untersuchung dieses
Gens fiihrte ebenfalls zur Entdeckung verschiedener Punktmutationen, von denen sechs an
fiinf verschiedenen Codons als Resistenzmarker favorisiert werden (436, 437, 540, 581 und

613).

Eine in Laos durchgefiihrte Feldstudie mit 119 Patienten lieferte das Untersuchungsmaterial
und Daten fiir diese Studie, die nun die Korrelation von dokumentierter in vivo-Resistenz
gegen Antimalaria-Medikamente und genetischen Polymorphismen oben genannter Art
analysiert. (Schwoebel et al. 2003)

In der mit Chloroquin behandelten Gruppe wurde eine grofe Zahl an Therapieversagern

beobachtet (52,8%). Die Korrelation mit den Mutationen auf dem pfmdr-Gen erreichte keine
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Signifikanz. Die mit Resistenz assoziierte Mutation im Codon 76 des pfcrt-Gens war in allen
klinisch resistenten Isolaten vorhanden und scheint eine notwendige Determinante fiir CQR
zu sein. Die Kombination dieser Mutation mit der in Codon 86 des pfmdr-Gens ergab einen
pradiktiven Vorhersagewert von 100%.

Die in vivo-Resistenz gegen Antifolate (P/S) erwies sich mit 13,9% als relativ gering.

Die Mutation zu Arginin an Codon 108 des dhfr-Gens wird als Voraussetzung fiir klinische
Resistenz gegen Pyrimethamin angenommen, aber zusétzliche Mutationen und Faktoren
erscheinen notwendig bzw. verstirkend, fiir ein Auftreten der klinischen Resistenz zu sein.
(Peterson et al.1989; Curtis et al.1996) Diese Annahme konnte hier aufgrund der hohen
Prévalenz und gleichzeitig geringen Korrelation der Mutation bestétigt werden. Codon 436
des dhps-Gens scheint, eine Hauptrolle in der Entwicklung klinischer Resistenz gegen
Sulphadoxin zu spielen. (Jelinek ef al. 1999; Omar ef al. 2001) In diesem Medikamenten-Arm
zeigte das Codon eine signifikante Korrelation zwischen klinischem Ergebnis und der
Mutation. Die Kombination von Codon 436, 437 und 613 (DHPS) erwies sich aufgrund einer
sehr hohen Korrelation mit den in vivo-Daten als guter Marker fiir das Auftreten klinischer
Resistenz.

22,6% Therapieversagen konnte in der Gruppe mit kombinierter Medikation registriert
werden. Codon 437 des dhps-Gens zeigte eine signifikante Korrelation mit in vivo-Resistenz.
Die Kombination der Mutationen an Codon 86 des pfmdr-Gens und an Codon 437 des dhps-
Gens wies eine hohe Spezifitit fiir Resistenz von 95,65% auf.

Die Ergebnisse zeigen, dall in Laos Resistenzen gegen CQ und P/S vorkommen und die mit
Resistenz assoziierten Mutationen auf Genen von Plasmodium falciparum vorhanden sind.
Aufgrund anderer den Therapieverlauf beeinflussender Faktoren — im besonderen Malle der
ganz individuellen Wirtsimmunitidt — besitzen die Resistenzmarker nicht das Potential zur
Vorhersage im individuellen Fall. Sensitivitit und Spezifitit der Resistenzmarker sind aber
geeignet, Aussagen zur parasitiren Resistenz in einer bestimmten Region zu treffen. Die
neuen molekularen Marker sind in der Lage, in epidemiologischen Studien
Resistenzentwicklungen und ebenso einen Riickgang der Resistenz zu erkennen, um
rechtzeitig andere Mittel einsetzen oder eine Wiedereinfithrung erwéigen zu konnen.
Insbesondere konnen sie helfen, eine zukiinftige Resistenzentwicklung friihzeitig vorherzu-

sagen, bevor Daten beziiglich in vivo-Resistenzen gewonnen werden konnten.

126



7. Danksagung

Mein Dank gebiihrt in erster Linie meinem Betreuer PD Dr. med. Tomas Jelinek, der dieses
Projekt fiir mich ausgewihlt und mich in allen Unternehmungen unterstiitzt und bestarkt hat.
Ebenso natiirlich meinem Doktorvater, dem Schirmherrn des Projekts, Professor Dr. Thomas
Loscher.

GroB3e Hilfe erwiesen mir die Labormitarbeiter, insbesondere Frau Peyerl-Hoffmann, die mich
geduldig in die verschiedenen Techniken eingewiesen und mich mit allem vertraut gemacht
haben.

Diese Studie ist Teil eines groBeren Projektes, an dem viele Leute beteiligt waren, denen ich
zu Dank verpflichtet bin. Im einzelnen sind das Dr. Bounlay Phommasak (Deputy Director,
Department of Hygiene and Prevention, Ministry of Health, Laos), das Center of Malariology,
Parasitology and Entomology in Vientiane, der Attapeu Provincial Health Service und die
Attapeu Provincial Malaria Station mit allen Mitarbeitern. AuBerdem mochte ich allen
teilnehmenden Dorfbewohner von Attapeu fiir ihre Kooperation, Unterstiitzung und Assistenz

in der Feldarbeit danken.

Sehr dankbar bin ich auch dem WHO Office in Vientiane, das etliche Stadien des Projektes
ermOglicht und die Arbeit erleichtert hat.

Finanzielle Unterstlitzung wurde von der Friedrich Baur Stiftung in Miinchen und dem

Western Pacific Reginalbiiro der WHO geliefert. Dafiir mochte ich mich auch recht herzlich

bedanken.

127



8. Abkiirzungen

PCR
Pfert
Pfmdr
P/S-R
RFLP
Ser

Taq

Tyr

WHO

Adenosin

Adenosintriphosphat

Chloroquinresistenz

Cytosin

Dystein

Dihydrofolatreduktase

Dihydropteroatsynthetase

Desoxyribonukleinsdure

Desoxynukleotidtriphosphat: dATP, dCTP, dGTP, dTTP
Lat.: und andere (et alii), Bez. fiir Koautoren

Guanin

molar (molare Konzentration)

multiple drug resistance

Mikroliter

Odds Ratio

polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
Plasmodium falciparum chloroquine resistance transporter
Plasmodium falciparum multiple drug resistance
Pyrimethamin/Sulphadoxin-Resistenz

restriction fragment length polymorphism

Serin

Thermus aquaticus

Thymin

Tyrosin

unit (Einheit der Enzymaktivitdt) oder Umdrehung bei Zentrifugation
World Health Organisation
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