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1 Einleitung

1.1 Malaria

1.1.1 Epidemiologie und Erreger der Malaria
Malaria ist weltweit die haufigste parasitdre Infektionskrankheit. Sie kommt im
tropischen und subtropischen Raum (Afrika, Sudostasien, Indien, Indonesien,
Neuguinea, Salomon-Inseln, Mittel- und Sludamerika, Hispaniola und Teilen des
Nahen und Mittleren Ostens) vor (s. Abb. 1 ). Die World Health Organization (WHO)
schétzt die Inzidenz der Malaria auf 300 bis 500 Millionen Félle pro Jahr. Die Anzahl
der jahrlichen Todesfalle betragt nach Angaben des Robert Koch Instituts 1,5 bis 2,7
Millionen weltweit (s. World Malaria Report, 2005).

Abbildung 1: Ausbreitung der Malaria weltweit
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Ursache der Malariaerkrankung ist eine Infektion des Organismus mit Plasmodien.
Plasmodien werden den humanpathogenen Blut- und Gewebeprotozoen zugeordnet
und werden durch den Stich der weiblichen Anophelesmiicke (s. Abb. 2) auf den

Menschen Ubertragen.

Abbildung 2: Anophelesmiicke

Quelle: Centers for Disease Control and Prevention (CDC)

Abbildung 3: Plasmodium falciparum

Zu sehen sind Formen der erythrozytdren Vermehrung sowie ein Gametozyt, Giemsa-Farbung.
Quelle: Centers for Disease Control and Prevention (CDC)

Es werden vier humanpathogene Plasmodienarten und drei Krankheitsformen der

Malaria unterschieden:

Die Malaria tropica, die schwerste Form der Malaria, wird durch Plasmodium

falciparum (P. falciparum, s. Abb. 3) verursacht. Die Malaria tertiana kann durch



Plasmodium ovale (P. ovale) und Plasmodium vivax (P. vivax) verursacht werden.
Die Malaria quartana wird durch die Infektion mit Plasmodium malariae (P. malariae)

verursacht.

1.1.2 Entwicklungszyklus der Plasmodien

Durch den Stich der infizierten Anophelesmicke gelangen Sporozoiten Uber die
menschliche Blutbahn in die Leber, wo sie in Hepatozyten eindringen. Nach
Heranreifen zum Schizonten und Teilung in mehrere Tausend Merozoiten
(exoerythrozytare Schizogonie), setzt der befallene Hepatozyt die Merozoiten in den
Blutkreislauf frei. Diese Phase dauert mindestens 5% Tage bei Malaria tropica, 8 bis
9 Tage bei Malaria tertiana und 15 Tage bei Malaria quartana. Uber Endozytose
gelangen die Merozoiten in die Erythrozyten. Es folgt die erythrozytdre Schizogonie
(asexuelle Vermehrungsform). Dabei reift der Merozoit zundchst zum Trophozoit,
dann zum Schizont. Jeder Schizont wiederum teilt sich in 8 bis 32 Merozoiten,
abhéngig vom infizierenden Plasmodium-Typ. Die Schizonten werden durch
Hamolyse der parasitierten Erythrozyten freigesetzt und befallen die néachste
Generation Erythrozyten (s. auch Abb. 4). Der erythrozytare Vermehrungszyklus von
Plasmodium falciparum dauert 36 bis 48 Stunden, bei Plasmodium vivax und ovale

48 Stunden und bei Plasmodium malariae 72 Stunden.

Zeitgleich mit dem Zerplatzen der befallenen Erythrozyten und der Freisetzung der
Merozoiten treten grippeahnliche Symptome wie Fieber, Kopf- und Muskelschmerzen

auf.

Ein Teil der in den Erythrozyten gebildeten Merozoiten reift im Blut zu mannlichen
(Mikrogametozyten) und weiblichen (Makrogametozyten) Gametozyten. Diese
werden von der weiblichen Anophelesmiuicke, die sowohl Vektor als auch Endwirt ist,

bei einem erneuten Stich aufgenommen und reifen zu Gameten.

Im Gastrointestinaltrakt der Micke verschmelzen dann weibliche Makrogameten und
ménnliche Mikrogameten (sexuelle Phase der Vermehrung, Sporogonie) und bilden
eine Zygote. Diese entwickelt sich Uber Zwischenstadien (Ookinete, Oozyste) zu

Sporozoiten, die wiederum fiir den Menschen infektids sind.



Bei P. vivax und P. ovale reifen wéhrend der exoerythrozytdren Schizogonie einige
Parasiten nicht sofort zu Schizonten, sondern verbleiben als sog. Hypnozoiten in der
Leber. Diese kdnnen zu Spatrezidiven flihren.

Abbildung 4: Vermehrungszyklus von Plasmodien
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1.1.3 Klinische Aspekte der Malaria

Die Inkubationszeit der Malariaerkrankung ist speziesabhangig und variiert zwischen
7 und 50 Tagen, in seltenen Fallen kann die Inkubationszeit Gber ein Jahr betragen
(s. Tab. 1).

Zu Beginn der Erkrankung bietet der Patient oft uncharakteristische Symptome wie
plétzlich einsetzendes hohes, meist periodisch verlaufendes Fieber, Schuttelfrost,
gastrointestinale Beschwerden (fieberhafte Diarrhd), Erbrechen, Benommenheit,
Kopf-, Glieder- und Ruckenschmerzen (Myalgien). Auch bei milden Verlaufsformen
kann es zum Auftreten von Anédmie, Hepato- und Splenomegalie und einem leichten

Ikterus kommen (Weatherall et al., 2002).




Wahrend bei Malaria tertiana typischerweise jeden zweiten und bei Malaria quartana
jeden dritten Tag Fieber auftritt, kommen bei der Malaria tropica unterschiedliche
Fieberrhythmen vor.

Der klinische Verlauf der Malaria wird durch genetische Eigenschaften des Parasiten
(u. a. Neigung zur Adhédrenz parasitierter Erythrozyten am GefaBendothel sowie
Medikamentenresistenz) und des Wirtes beeinflusst. Ferner spielen Semiimmunitat,
Alter, Schwangerschaft und kulturelle sowie 6konomische Faktoren eine Rolle (Miller
et al., 2002).

Tabelle 1: Charakteristika der Malariaerkrankungen

Plasmodium | Regelinkubationszeit | Malariaform | Teilungsdauer/Fieberanfalle
P. falciparum 7 —30 Tage Malaria unregelmaBig
tropica
P. malariae 16 — 50 Tage Malaria 72 Stunden
quartana
P. ovale 12 -18 Tage Malaria 48 Stunden
tertiana
P. vivax 12 - 18 Tage Malaria 48 Stunden
tertiana

In seltenen Féllen sind bei allen Parasitenspezies Inkubationszeiten tiber ein Jahr méglich,
v.a. bei Rezidiven der Malaria tertiana durch Leber-Hypnozoiten.

Mindestens 5 bis 10 Millionen Menschen sind jahrlich von Komplikationen der
Malaria tropica betroffen. Die Gesamtmortalitat liegt zwischen 15 % und 30 %, wobei
cerebrale Malaria, Lungenédem und metabolische Azidose mit einer besonders
hohen Mortalitat einhergehen (Ho und White, 1999).

Komplizierend wirken sich auch die Anémie infolge von Hamolyse und Hemmung der
Erythropoese (Ho und White, 1999; Miller et al., 2002; Weatherall et al., 2002), die
Thrombozytopenie und eine Aktivierung der Gerinnung aus. Ein Ubergang in eine
disseminierte intravasale Gerinnung (DIC) ist jedoch selten (Horstmann und Dietrich,
1981 und 1985). Infolge der Anadmie und der rheologischen Verédnderungen kommt
es zur Einschrankung von Organfunktionen und letztlich zum Organversagen, z. B.

einem akuten Nierenversagen (Ho und White, 1999; Miller et al., 2002; Weatherall et




al., 2002). Im weiteren Verlauf kann sich innerhalb weniger Tage ein Multiorgan-

versagen manifestieren.

1.1.4 Diagnostik der Malaria
Fieber oder grippeartige Allgemeinsymptome nach einem Tropenaufenthalt sollten
Anlass zum Ausschluss einer Malariaerkrankung geben.

Bei der korperlichen Untersuchung kann ab dem 5. bis 7. Tag eine Splenomegalie

nachweisbar sein.

Basisdiagnostik ist die Mikroskopie zum Nachweis von Plasmodien im didnnen
Blutausstrich und im Dicken Tropfen (Goldstandard). Diese Praparate werden in der

Regel nach Giemsa gefarbt.

Andere Methoden zum Parasitennachweis haben sich aufgrund der hohen Kosten
und der hohen Sensitivitdt und Spezifitdt der Basisdiagnostik (Ausstrich, Dicker
Tropfen) in der Praxis nicht durchgesetzt. Zu erwdhnen sind der
immunchromatografische Nachweis von P. falciparum-histidine rich protein 2
(PfHRP-2) und anderer Parasitenproteine in einem Schnelltest, die Bestimmung der
parasitenspezifischen Laktatdehydrogenase (pLDH), die QBC-Methode (engl.:
L<quantitative Buffy coat) und der Nachweis plasmodienspezifischer DNA (engl.:

desoxyribonucleid acid) mittels PCR (engl.: polymerase chain reaction).

Die weitere Diagnostik schlieBt ein groBes Blutbild, die tagliche Kontrolle der
Parasitamie, die Bestimmung von Thrombozytenzahl, Blutzucker, Elektrolyten,
Leber- und Nierenparametern sowie die Bestimmung des Gerinnungsstatus, die
Blutgasanalyse = und  apparative  Diagnostik  (EKG, Rontgen  Thorax,
Abdomensonographie) ein. Bei der kompliziert verlaufenden Malaria wird weiterhin
die engmaschige Kontrolle von Atemfrequenz, Puls, Blutdruck sowie der Ein- und

Ausfuhr empfohlen.

1.1.5 Therapie der Malaria
Die Therapie ist abhéngig von der Plasmodienart (P. vivax, P. ovale, P. malariae, P.

falciparum) und somit der Form der Malaria (M. tertiana, M. quartana und M. tropica).



Des Weiteren spielt das Infektionsgebiet (Resistenzen), die medikamentdse
Prophylaxe sowie der Schweregrad der Erkrankung, vor allem bei Malaria tropica
eine entscheidende Rolle.

Weitere Kriterien, die bei der Therapie berlicksichtigt werden mussen, sind bekannte
Allergien oder Medikamentenunvertraglichkeiten, Begleiterkrankungen oder aber das
Vorliegen einer Schwangerschaft.

Bei der Malaria tertiana und der Malaria quartana ist oral verabreichtes Chloroquin
das Mittel der Wahl. In Papua-Neuguinea und Irian Jaya sowie in Teilen Indochinas
kommen jedoch Resistenzen von P. vivax gegen Chloroquin vor. Daher ist bei einer
M. tertiana, die in diesen Gebieten erworben wurde, die Anwendung von anderen

Malariamedikamenten, zum Beispiel Mefloquin, erforderlich.

Bei allen Patienten mit M. tertiana, die nicht in Endemiegebieten wohnen, ist zur
Rezidivprophylaxe eine Nachbehandlung mit Primaquine, das gegen die
Leberschizonten wirkt, erforderlich. Vor der Gabe von Primaquine sollte ein Glukose-
6-Phosphat-Dehydrogenase-Mangel wegen der Gefahr einer hamolytischen Anamie

ausgeschlossen werden.

Wenn keine Komplikationen und keine Hinweise auf eine drohende Milzruptur
vorliegen, kann die Therapie bei Malaria tertiana und bei Malaria quartana haufig
ambulant erfolgen (Deutsche Gesellschaft fur Tropenmedizin und Internationale
Gesundheit e.V.).

Die Behandlung der Malaria tropica erfolgt bevorzugt stationdr. Bei unkompliziert
verlaufender Malaria tropica ist Chloroquin Mittel der Wahl, sofern die Infektion des
Patienten in einem Gebiet ohne bekannte Chloroquin-Resistenz erworben wurde
(Mittelamerika bis Panamakanal, Hispaniola). Bei Chloroquin-Resistenz erfolgt die
Behandlung in der Regel mit Mefloquin (Lariam®), mit Atovaquon/Proguanil

(Malarone®) oder mit Artemether/Lumefantrin (Riamet®).



Im Grenzgebiet Thailands zu Myanmar und Kambodscha kommen geh&uft
Resistenzen gegen Mefloquin vor. Eine in Indochina erworbene Malaria tropica sollte
daher nicht mit Mefloquin behandelt werden.

Aus Afrika ist vereinzelt Gber Resistenzen gegen Atovaquon/Proguanil und Mefloquin

berichtet worden.

Die Therapie der komplizieten Malaria tropica erfolgt mit Chinin (Chininum
dihydrochloricum) per infusionem, aufgrund genannter Komplikationen (ZNS-
Beteiligung, Nierenbeteiligung und anderer Organkomplikationen) sowie maoglicher
schwerer Nebenwirkungen (hyperinsulindmische Hypoglykdmie, Lebertoxizitat,
Herzrhythmusstérungen u.a.) nach Mdoglichkeit unter intensivmedizinischer
Uberwachung. In den USA erfolgt die Therapie der komplizierten M. tropica mit

Chinidin, da Chinin dort nicht zugelassen ist.

Zur Vermeidung von Rekrudeszenzen wird in der Regel zuséatzlich Doxycyclin fur 7
Tage gegeben, alternativ Clindamycin, v. a. bei Erkrankungen, die in Afrika,

Sudostasien oder Ozeanien erworben wurden.

Bei zunehmenden Resistenzen steht seit kurzem Artesunat zur intravendsen
Therapie in Kombination z. B. mit Chloroquin, Amodiaquin, einem Chloroquin

ahnlichen Arzneistoff, oder Mefloquin zur Verfligung.

Supportive MaBnahmen ergéanzen die antiparasitdre Therapie bei der komplizierten
Malaria tropica. Sie umfassen die Uberwachung des Fliissigkeitshaushaltes und der
Funktion lebenswichtiger Organe (Gehirn, Lunge, Niere, Herz und Leber) sowie die

Therapie von Anamie, Stérungen des Glukosehaushalts und Fieber.

Es gibt bisher keine allgemein als wirksam anerkannte supportive medikamentdse
Therapie. Die Gabe von Steroiden ist kontraindiziert, und Substanzen wie Heparin
und Pentoxifyllin erbringen keinen klinischen Nutzen (Warrell et al., 1982; Hoffman et
al., 1988; Hemmer et al., 1991; Hemmer et al., 1997).



1.1.6 Prophylaxe der Malaria und notfaliméaBige Selbstbehandlung

Um das Risiko einer Malaria und die moglichen Komplikationen einer Infektion so
gering wie mdglich zu halten, sollten bei Reisen in Endemiegebiete
SchutzmaBnahmen (Expositionsprophylaxe und Chemoprophylaxe) getroffen

werden.

Expositionsprophylaxe bezeichnet die Vermeidung von Insektenstichen. lhr kommt
angesichts der Resistenzentwicklung bei der Chemoprophylaxe besondere
Bedeutung zu. Bei einer Reise in betroffene Gebiete kann durch die Anwendung von
Moskitonetzen, durch das Tragen von hautbedeckender heller Kleidung, durch das
Einreiben unbedeckter Hautstellen mit mickenabweisenden Mitteln (Repellents mit
den Wirkstoffen DEET und Icaridin) und durch den Aufenthalt in mickensicheren
Raumen (Klimaanlage oder Insektengitter) eine Expositionsprophylaxe erfolgen.
Zusatzlich kommen Insektizide auch zur Impréagnierung von Moskitonetzen und

Kleidungsstiicken (zum Beispiel mit Permethrin) zur Anwendung.

Die Chemoprophylaxe (medikamentdse Vorbeugung) ist abhédngig vom Reiseziel, der
Reisezeit, der Reisedauer und dem Reisestil. Sie sollte unter Berticksichtigung von
Vorerkrankungen, Unvertraglichkeiten und bestehender Medikation erfolgen. Durch
die zunehmende Verbreitung von Resistenzen bei P. falciparum ist die
Chemoprophylaxe deutlich erschwert (s. Abb. 1).

Chloroquin ist aufgrund der Resistenzentwicklung in fast allen Malariagebieten als
Prophylaxe unbrauchbar geworden. Auch die haufige Mefloquin-Resistenz in
Indochina ist bei Prophylaxeentscheidungen =zu bericksichtigen. Vereinzelte
Resistenzen gegen Atovaquon/Proguanil haben zur Zeit noch keine praktische
Bedeutung.

Eine Chemoprophylaxe ist in Gebieten mit intensiver Malarialibertragung sinnvoll und
kann das Risiko auch in Regionen mit multiresistenten Malaria tropica-Erregern
wesentlich reduzieren. Hierfir kommen Mefloquin, Atovaquon/Proguanil oder
Doxycyclin zum Einsatz. Doxycyclin ist in Deutschland nicht als Malaria-Prophylaxe
zugelassen, kann aber, nach sorgfaltiger Aufklarung des Reisenden verwendet

werden (Off-Label-Use). Ungeeignet zur Prophylaxe sind Medikamente mit kurzer



Halbwertzeit (Chinin, Halofantrin, Artemisinin-Derivate) und sulfonamidhaltige
Praparate wie Sulfadoxin/Pyrimethamin (Fansidar®) und Dapson/Pyrimethamin
(Maloprim®)), letztere auch aufgrund erheblicher Nebenwirkungen bei

Dauereinnahme (Lyell-Syndrom bei Fansidar®).

Bei Auftreten von malariaverdéchtigen Symptomen kann, sofern innerhalb von 24
Stunden kein Arzt erreichbar ist, eine Selbstbehandlung durchgefiuhrt werden.
Entsprechend Resistenzlage kommen Chloroquin, Mefloquin, Atovaquon/Proguanil
oder Artemether/Lumefantrin zur Anwendung. Nach jeder, auch erfolgreichen

Selbstbehandlung, ist eine arztliche Vorstellung notwendig.

1.2 Die physiologische und pathophysiologische Funktion des
GefaBendothels

Das Endothel gewéhrleistet den kontrollierten Austausch von Né&hrstoffen und
Flussigkeit zwischen dem Blutkreislauf und dem Gewebe. Zudem ist das Endothel
beteiligt an der Steuerung von Blutgerinnung (Hamostase und Fibrinolyse,
Thrombozytenaggregation und Thrombozytenaggregationshemmung), Organdurch-
blutung (Vasodilatation und -konstriktion) und immunologischen Prozessen (Luscher
& Barton, 1997).

Unter physiologischen Bedingungen ist der GefaBtonus niedrig. Das GefaBendothel
hemmt die Adh&sion und Aktivierung von Thrombozyten, es unterdrickt die
Aktivierung der Blutgerinnungskaskade und unterstltzt gleichzeitig die Fibrinolyse.
Das Endothel antagonisiert weiterhin inflammatorische Prozesse. So hemmt es zum
Beispiel durch Mediatoren wie Stickoxid (NO), Interleukin 10 (IL-10) und Adenosin
die Aktivierung und Adhéasion von Leukozyten am Endothel (Becker et al., 2000).

Bei Infektionen und Entzindungen wird das Endothel aktiviert. Es kommt zur
Verschiebung der Homdostase, es Uberwiegen jetzt proinflammatorische und
prokoagulatorische Eigenschaften (Cotran & Pober 1990; Becker et al., 2000).

Dabei kann das Endothel einerseits durch Mediatoren aktiviert werden, die sowohl

von Leukozyten (Monozyten, Makrophagen, Lymphozyten und Granulozyten) als
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auch vom Endothel selbst gebildet werden. Zu diesen Mediatoren gehdéren eine
Vielzahl von Zytokinen (z. B. Interferon (IFN) a, B und y, Tumor-Nekrose-Faktor-
alpha (TNF-a), die Interleukine (IL) 1, 4 und 6) und Wachstumsfaktoren - z. B.
Fibroblasten-Wachstumsfaktor (engl.: Fibroblast Growth Factor, FGF) und der
GefaB-Endothel-Wachstumsfaktor (engl.: Vascular Endothelial Cell Growth Factor,
VEGF; Pober & Cotran, 1990).

Andererseits kann das Endothel auch durch die Bindung von Leukozyten aktiviert
werden. Dabei binden Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten an
Adhésionsmolekilen auf der Endothelzelloberflache (Rubanyi, 1993). Dies fluhrt zur
verstarkten Expression weiterer Adhésionsmolekile (wie Intercellular Adhesion
Molecule-1 (ICAM-1), Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1), E-Selektin und
P-Selektin) am Endothel, die ihrerseits die Bindung von Leukozyten am Endothel

verstarken.

Uber ICAM-1 kénnen Neutrophile und B-Lymphozyten (Cotran & Pober, 1990), (iber
VCAM-1 vor allem Lymphozyten, Monozyten und eosinophile Granulozyten am
Endothel binden (Elhassan et al., 1994; Jakobsen et al., 1994; Bevilacqua et al.,
1994). Ein besonders wichtiges Adhasionsmolekil fir neutrophile und eosinophile
Granulozyten ist E-Selektin. Es interagiert ferner mit Monozyten und einigen
Lymphozyten (memory T-Zellen- Subklasse; Jakobsen,1994).

In der friihen Phase der Endothelaktivierung kommt es weiterhin zur Expression von
P-Selektin und zur Freisetzung des von Willebrand-Faktors (VWF). Dies flihrt zur
Thrombozyten-Leukozyten-Koaggregation (Becker et al., 2000). Zudem wird die
Aktivierung adhéarierender Thrombozyten am Endothel durch das Einlagern des
Plattchen aktivierenden Faktors (PAF) in die Endothelzellmembran verstarkt. Im
Rahmen der Immunantwort kann dabei die lokalisierte Formation von Thrombin und
Fibrin zum Endothelschaden fihren (Becker et al., 2000).

Des Weiteren setzen Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und Lymphozyten
toxische Substanzen frei, insbesondere proteolytische Enzyme und reaktive
Sauerstoffspezies, und bewirken so eine Schadigung der Endothelzellen, die bis zum
Zelluntergang fuhren kann. Ferner kbnnen Endothelzellen infolge einer Aggregation

11



von polymorphkernigen neutrophilen Leukozyten (PMN) zerstért werden (Talbott et
al., 1994).

Der Endothelschaden kann seinerseits die Entziindungsreaktion verstarken.
Geschadigte Endothelzellen erhéhen ferner die Thrombogenitat (Bombeli et al.,
1997). In der Folge kommt es zu Hypoperfusion und zum (Mikro-) GefaBverschluss.
Dieser fuhrt zu lokaler Ischdmie und somit zur Endorganschadigung (Luscher &
Barton, 1997).

1.3 Pathomechanismen bei Malaria

1.3.1 Endothelaktivierung bei Malaria

Sowohl bei der milden als auch bei der schweren Verlaufsform von M. tropica ist das
Endothel aktiviert (Kern et al., 2000; Turner et al., 1998). Dabei sind vor allem die
Adhésionsmolekile ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin auf der Endothelzelloberflache
(Turner et al., 1998; Silamut et al., 1999) und im Gewebe (Turner et al., 1994)
verstarkt exprimiert und in ihrer l6slichen Form vermehrt im Serum nachweisbar. Die
Serumkonzentration von l6slichem ICAM-1, léslichem E-Selektin und I6slichem
VCAM-1 ist bis zu neunfach erhéht (Boehme et al., 1994). Dabei korreliert die
Plasmakonzentration der Adhdsionsmolekile mit dem Schweregrad der Malaria.

Der Nachweis einer verstarkten Expression der Adhasionsmolekile E-Selektin und
VCAM-1 gilt als charakteristisch fir die Endothelaktivierung (Silamut et al., 1999).
Kommt es zu einer vermehrten Expression aller Adhasionsmolekile, einschlieBlich
ICAM-1, ist ein Endothelschaden wahrscheinlich (Boehme et al., 1994).

Somit weisen erhéhte Konzentrationen der genannten Adhasionsmolekile im Serum
nicht nur auf eine Endothelaktivierung, sondern auch auf eine Endothelschadigung

bei Malaria hin.

1.3.2 Die Bedeutung verschiedener Zytokine bei Malaria
Unter physiologischen Bedingungen besteht ein Gleichgewicht zwischen pro- und

antiinflammatorischen  Zytokinen. Bei Malaria werden zahlreiche Zytokine,
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korrelierend mit dem Schweregrad, vermehrt exprimiert (Perkins et al., 2000) und so

die inflammatorische Situation moduliert.

Interleukin 1 (IL-1) ist ein proinflammatorisches Zytokin. Sowohl seine membran-
sténdige Form IL-1q, als auch seine sezernierte Form IL-1[3 sind bei Malaria tropica
vermehrt nachweisbar. In vitro induzieren P. falciparum-Antigene die Synthese von
IL-1a (Prada et al., 1995) und IL-1B (Pichyangkul et al., 1994) durch Makrophagen.
Als Autokrin stimuliert es die weitere Produktion und Freisetzung seiner selbst durch
Endothelzellen. Dartber hinaus stimuliert es die Freisetzung weiterer
proinflammatorischer Zytokine und verstarkt die Expression von
Adhésionsmolekllen, vor allem von VCAM-1 und E-Selektin (Shimizu et al., 1991).
Dabei wirkt es synergistisch mit TNF-a. Bei Patienten mit Malaria tropica korreliert
der IL-1-Plasmaspiegel mit dem Plasmaspiegel von TNF-a und mit dem

Schweregrad der Malariaerkrankung (Kwiatkowski et al., 1990).

TNF-a (Tumor-Nekrose-Faktor-alpha) nimmt als proinflammatorisches Zytokin eine
zentrale Rolle im septischen Schock und bei der komplizierten Malaria tropica ein. Es
wird von Monozyten und Makrophagen nach Stimulation mit Plasmodienantigen in
vitro und in vivo produziert (Bate et al., 1988 und 1989; Taverne et al., 1990a und
1990b). Auch Th1-Lymphozyten kénnen TNF-a produzieren (Boehme et al., 1994).
TNF-a induziert seinerseits die Leukozytenadhdasion, -aggregation und -aktivierung
sowie die Freisetzung von Sauerstoffradikalen und proteolytischen Enzymen durch
Granulozyten. Da Letztere vor allem Malariaparasiten, aber auch Endothelzellen
schadigen (Cotran & Pober, 1990), tragt TNF-a einerseits zur Bekédmpfung der
Malariaparasiten (Taverne et al., 1987), andererseits auch zur Entwicklung von
Komplikationen im Wirtsorganismus bei (Grau et al., 1987; Grau et al., 1989a und
1989b). Bei Patienten mit Malaria tropica korreliert der Plasmaspiegel von TNF-a mit
der Parasitamie und dem klinischen Schweregrad der Erkrankung (Kern et al., 1989;
Grau et al., 1989a und 1989b; Kwiatkowski et al., 1990). Im Tiermodell (P. berghei-
Malaria der Maus) konnten cerebrale Komplikationen durch Neutralisation von TNF-a
verhindert werden (Grau et al., 1987).

IFN-y (Interferon-gamma) ist ein proinflammatorisches Zytokin und wird durch
aktivierte T-Zellen synthetisiert. Bei Malariapatienten ist der Serumspiegel des IFN-y
erhoht (Kwiatkowski et al., 1990). IFN-y aktiviert Makrophagen und stimuliert indirekt
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die B-Zellreifung und B-Zelldifferenzierung. Am Endothel férdert es die Expression
von ICAM-1 und begunstigt so die Leukozytenadhésion, synergistisch mit TNF-a
(Cotran & Pober, 1990). Auf neutrophile Granulozyten hat IFN-y keinen Effekt
(Cotran & Pober, 1990). Im Mausmodell scheint IFN-y bei der Entwicklung cerebraler
Komplikationen bei Malaria eine Rolle zu spielen (de Kossodo & Grau, 1993). Eine
Korrelation zwischen Serumspiegel und Outcome der Erkrankung von
Malariapatienten konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (Kern et al., 1989;
Jakobsen et al., 1994).

IL-10 (Interleukin 10) ist ein antiinflammatorischer Gegenspieler der oben genannten
Zytokine. Th2-Lymphozyten setzten IL-10 frei. Es hemmt die Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen einschlieBlich TNF-a, IFN-y, IL-2 und dem
Makrophagen-Kolonie-Stimulierenden-Faktor (M-CSF; Fiorentino et al., 1991). Ferner
vermindert IL-10 die Expression von ICAM-1 auf Endothelzellen (Ho & White, 1999).
Eine erhdéhte Serumkonzentration von IL-10 bei Patienten mit P. falciparum konnte in
klinischen Studien nachgewiesen werden (Peyron et al., 1994). Ein im Verhaltnis zu
TNF-a erniedrigter IL-10-Spiegel scheint einen komplizierten Verlauf der Malaria zu
begunstigen (Othoro et al., 1999; Ho & White, 1999; May et al., 2000; Perimann &
Troye-Blomberg, 2002).

1.3.3 Die Bedeutung verschiedener Blutzellpopulationen bei Malaria

Im Verlauf der Malaria-Erkrankung sind alle Blutzellpopulationen (Leukozyten,
Erythrozyten, Thrombozyten) am Erkrankungsgeschehen beteiligt. In einem
komplexen Zusammenspiel erfullen sie unterschiedliche Funktionen und tragen zum

Auftreten von Komplikationen bei.

Neutrophile Granulozyten kénnen durch parasitierte Erythrozyten, durch Plasmodium
falciparum-Merozoiten und durch Parasitenprodukte in vitro (Malhotra et al., 1988)
und in vivo (Kharazmi et al., 1987) aktiviert werden. Aktivierte Neutrophile hemmen
das Plasmodienwachstum (Kharazmi & Jepsen, 1984), téten Parasiten (Golenser et
al., 1992) und phagozytieren infizierte Erythrozyten (Celada et al., 1983a und 1983b).
Bei Patienten mit Malaria tropica ist der Plasmaspiegel der Humanen Neutrophilen-
Elastase (HNE) als Zeichen der Aktivierung von neutrophilen Granulozyten erhéht.

Der erhéhte Plasmaspiegel der HNE korreliert mit einem erhéhten Plasmaspiegel
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von Thrombomodulin (TM). TM, ein membranstandiger Rezeptor der Endothelzellen,
wird vor allem von geschadigten Endothelzellen freigesetzt. Westlin & Gimbrone
konnten 1993 durch die Aktivierung von Neutrophilen mit IL-1-haltigem Serum
Endothelschaden in vitro induzieren. Auch Hemmer et al. belegten 1994 die
Induktion von Endothelschaden durch aktivierte neutrophile Granulozyten in vitro. Die
Neutrophilen wurden dabei mit TNF-a-haltigem Serum von Malariapatienten aktiviert.
Es ist daher anzunehmen, dass die Neutrophilenaktivierung, vermehrter HNE-
Nachweis, im Zusammenhang mit einer Endothelschddigung, vermehrter TM-

Nachweis, bei Malaria tropica steht (Hemmer et al., 1994).

In der akuten Phase der Infektion kann eine Mono- und Lymphozytose auftreten
(Weatherall et al., 2002). Ex-vivo-Experimente zeigen, dass TNF-a Monozyten und
Lymphozyten von Patienten mit Malaria tropica aktiviert (Muniz-dunqueira et al.,
2001). Zudem weisen Untersuchungen im Mausmodell und am Menschen darauf hin,
dass mononukledre Zellen und ihre Zytokine zur Elimination von Malariaparasiten
und damit zur Begrenzung der Parasitdmie entscheidend beitragen (Jason et al.,
2001).

Monozyten sezernieren wéhrend einer Malariaerkrankung vermehrt IL-6, IL-1 und
TNF-a (Grau et al., 1989a; Kern et al., 1989; Pichyangkul et al., 1994; Goldring &
Nemaorani, 1999). AuBerdem weisen Monozyten wahrend der Infektion mit
Plasmodium falciparum eine erhdhte Phagozytoseaktivitdt auf und exprimieren
vermehrt Adhé&sionsmoleklle. Dies ermoglicht die Bindung von infizierten
Erythrozyten an Monozyten und damit die Elimination des Parasiten (Goldring &
Nemaorani, 1999).

Die Exposition von Lymphozyten gegenuber Plasmodienantigenen fahrt in vitro zur
Aktivierung von T-Lymphozyten in Form von T-Zellproliferation und Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen (z. B.: IL-4 und IFN-y; Perimann & Troye-Blomberg,
2002). Neben zahlreichen proinflammatorischen Zytokinen kénnen in vivo auch
Immunglobuline vermehrt nachgewiesen werden, was auf eine B-Zellaktivierung
hinweist. Ein nur geringer Anteil erregerspezifischer Antikérper (Perimann & Troye-
Blomberg, 2002) spricht daflir, dass es sich bei Malaria um eine polyklonale B-
Zellaktivierung handelt. Wahrend die T-Lymphozyten vor allem in der Frihphase der
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Erkrankung die rasche Abnahme der Parasitamie bewirken, spielen die B-
Lymphozyten in der Spatphase bei der vollstdndigen Elimination der Parasiten eine
Rolle (von der Weid et al., 1996; Taylor-Robinson & Phillips 1994 und 1996;
Langhorne et al., 1998). Im Mausmodell (Infektion mit Plasmodium berghei) konnten
durch die Entfernung von CD4- (Grau et al.,1986; Hermsen et al., 1997) und CD8-
Zellen (Hermsen et al.,, 1997; Yanez et al., 1996) cerebrale Komplikationen
verhindert werden. Dies bedeutet, dass die T-Zellen nicht nur zur Parasitenabwehr

sondern auch zum Entstehen der Komplikationen beitragen.

Mit Plasmodium falciparum parasitierte Erythrozyten binden spezifisch am
GefaBendothel. Dies wird als Sequestration oder Zelladharenz bezeichnet. Sie fihrt
zur Obstruktion von Kapillaren, zur Verminderung des Blutflusses und zur
Gewebehypoxie (Miller et al., 2002). Die Sequestration parasitierter Erythrozyten
kommt ausschlieBlich bei P. falciparum, nicht jedoch bei den anderen
humanpathogenen Plasmodienspezies vor und gilt als wesentlicher Faktor fur das
Auftreten von letalen Komplikationen der Malaria tropica (MacPherson et al., 1985;
Ockenhouse et al., 1992). Parasitierte Erythrozyten kénnen zudem das GefaB-
endothel durch Auslésen von Apoptose schadigen (Pino et al.,, 2003). Auch
nichtparasitierte Erythrozyten kénnen bei der schweren Form der Malaria tropica
verandert sein und insbesondere durch eine verminderte Elastizitat (Miller et al.,
2002) die Rheologie verandern und werden bei der Milzpassage zurtickgehalten. Sie
stehen dem Kreislauf folglich nicht mehr zur Verfligung. Dies tragt zur Entwicklung
der Anadmie bei Malaria bei.

Im Rahmen der Malaria tropica zeigt ein GroBteil der Patienten eine
Thrombozytopenie. Ursachlich ist vermutlich eine erhdhte Thrombozytenaktivierung
und ein erhéhter Thrombozytenverbauch (Essien & Ebhota, 1983; Dérmer et al.,
1983; Abdalla, 1990). Aktivierte Thrombozyten binden am Endothel und kdénnen
Lumina verlegen, wie am Mausmodell (P. berghei) fir Gehirnvenolen gezeigt. Dabei
kommt es auch zu Teilfusionen der Thrombozyten mit geschadigten Endothelzellen
(Lou et al., 2001). Die Sequestration der Thrombozyten konnte durch Gabe eines
monoklonalen Antikérpers (gegen das Leukozyten-funktions-assoziierte Antigen-1,
Anti-LFA-1-Mab) blockiert werden, und es kam im Mausmodell zu einer Abnahme der

cerebralen Komplikationen (Lou et al., 2001).
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Ferner férdert die Thrombozytenaktivierung bei Malaria die Gerinnungsaktivierung
(Horstmann et al., 1981; Weatherall et al., 2002). Das Vollbild der Verbrauchs-

koagulopathie ist jedoch auch bei schwerer Malaria tropica selten.

1.4 Zelltod: Nekrose und Apoptose

Der Zelltod ist einerseits das irreversible Endstadium einer Zellschadigung als Folge
hypoxischer, toxischer, physikalischer, immunologischer oder mikrobieller Einflisse,
andererseits ein physiologischer Vorgang im Rahmen der Embryonalentwicklung und

des normalen Gewebeumsatzes.

Man unterscheidet zwei Formen des Zelltodes: Eine passive Form, Nekrose genannt,
bei der meist mehrere Zellen oder ein Zellverband betroffen sind, und eine aktive

Form, Apoptose genannt, die meist einzelne Zellen betrifft.

1.4.1 Pathophysiologie der Nekrose

Nekrose wird durch auBere Einflisse (mechanische, physikalische oder chemische
Reize) ausgeldst. Sie lasst sich nach dem zeitlichen Verlauf in zwei Stadien
untergliedern. Das frihe Stadium der Nekrose ist gekennzeichnet von Zell-
schwellung, Ausbuchtungen der Zellmembran, Verdnderungen am endo-
plasmatischen Retikulum sowie Schwellung und Vakuolisierung der Mitochondrien.
Im weiteren Verlauf kann die Zelle die Kontrolle der Passage von lonen und/ oder
Wasser durch die Plasmamembran nicht mehr aufrechterhalten. Sie schwillt weiter
an, bis die Plasmamembran und die intrazellularen Organellenmembranen zerrei3en.
Der Zellkern schrumpft (Karyopyknose) und wird aufgel6st (Karyolyse), oder er

zerfallt in einzelne Bruchsticke (Karyorrhexis), die spater aufgelést werden.

Die bei der Zerstbérung der nekrotischen Zelle freigesetzten Bestandteile sind
chemotaktisch wirksam und locken Makrophagen und Neutrophile (sog.
Jprofessional phagocytes®) an. Dadurch kommt es in der Umgebung der nekrotischen

Zelle zur ausgepragten Entzindungsreaktion.
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1.4.2 Pathophysiologie der Apoptose

Im Gegensatz zur Nekrose ist die Apoptose ein aktiver Prozess der Zelle, man
spricht daher vom ,programmierten Zelltod“. Apoptose tritt physiologischerweise bei
Involutionsprozessen auf, z. B. im Rahmen der Embryonalentwicklung.
Pathologische Apoptose wird bei Viruserkrankungen (Tod infizierter Wirtszellen), bei
Autoimmunerkrankungen und degenerativen Erkrankungen, bei ischamischer

Gewebsschadigung und bei der Krebsentstehung beobachtet.

Apoptose kann durch hormonéhnliche Faktoren oder Zytokine, wie Fas-Ligand oder
TNF-a, die an ihre korrespondierenden Rezeptoren an der Zellmembran binden,
induziert werden. Weitere mdgliche Ausléser sind Hypoxie, Radikale, Toxine,
Chemotherapeutika und Strahlung sowie das Fehlen notwendiger Wachstums-

faktoren.

Morphologisch verliert die apoptotische Zelle zunéachst interzellulare Zell-
verbindungen und 16st sich damit aus dem Zellverband. Gleichzeitig schrumpft sie,

die Zellorganellen sind jedoch im Gegensatz zur Nekrose noch intakt.

Gleichzeitig werden Caspasen (Nukleasen und Proteasen), die zunéchst als
Proenzyme in der Zelle vorhanden sind, proteolytisch aktiviert. Diese Caspasen
spalten Strukturproteine der Zelle sowie die DNA an charakteristischen Stellen. Dies

geht mit einer Umstrukturierung des Zytoskeletts und der Zelloberflache einher.

Phosphatidylserin-Reste werden von der Innen- auf die AuBenseite der Zellmembran
verlagert. Ferner kommt es zur Bildung membrangebundener Vesikel, welche
Zytoplasmareste, Nukleusfragmente und noch intakte Mitochondrien enthalten. Die

Vesikel schniren sich im weiteren Verlauf als sogenannte ,apoptotic bodies* ab.
Apoptotische Zellen werden von Makrophagen phagozytiert. Dabei kommt es im

Gegensatz zur Nekrose zu keiner entzindlichen Umgebungsreaktion. Apoptotische

Zellen, die der Phagozytose entgehen, werden sekundar nekrotisch.
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1.5 Fragestellung

Die Malaria tropica ist die schwerste Form einer Malariaerkrankung. Sie kann mit
einer Vielzahl an Komplikationen einhergehen, oft verlauft sie letal. Als wichtige
Ursache fur das Auftreten von Komplikationen wird eine Schéadigung des Endothels
angesehen (Horstmann et al., 1981 und 1985; MacPherson et al., 1985; Oo et al.,
1987).

In dieser Arbeit soll zun&chst die Endothelschadigung bei M. tropica in einem in-vitro-
Modell dargestellt werden. Als erste Anndherung an den Mechanismus der

Schéadigung soll geklart werden, ob dabei apoptotischer Zelltod vorliegt.

In der Literatur ist fur verschiedene Zellen eine Beteiligung an immunologischen
Prozessen im Rahmen der Malaria belegt. Daher soll als nachstes untersucht
werden, welche Blutzellpopulationen zur Schadigung des Endothels beitragen. Dazu
muissen die Populationen separat untersucht werden. Es soll der Einfluss
neutrophiler Granulozyten, mononuklearer Zellen (Monozyten und Lymphozyten),
nichtparasitierter Erythrozyten und Thrombozyten betrachtet werden.

Werden Zelltypen identifiziert, die einen Einfluss auf die Schadigung des Endothels
haben, sollte zum einen untersucht werden, ob dies durch einen direkten Kontakt mit
dem Endothel oder durch das Freisetzen von Mediatoren erfolgt. Zum anderen ist
interessant, ob dieser Prozess durch Medikamente beeinflussbar ist. Dazu werden
Substanzen eingesetzt, die die Funktion der einzelnen Blutzellpopulationen hemmen
oder Sekretionsprodukte der Blutzellen neutralisieren, namlich die Antioxidantien
Ascorbinsdure (Vitamin C) und Tocopherol (Vitamin E), die Protease-Inhibitoren
Ulinastatin und Gabexat-Mesilat sowie das Methyl-Xanthin-Derivat Pentoxifyllin

(Phosphodiesterase-Hemmer).

In der Literatur ist weiterhin belegt, dass bei Patienten mit M. tropica der
Serumspiegel von TNF-a erhoht ist, wobei die Hohe des Spiegels mit dem
Schweregrad der Malaria korreliert. Dabei scheint TNF-a pathophysiologisch eine

wesentliche Rolle auch beim Auftreten von Endothelschaden zu haben. Mit Hilfe von
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Anti-TNF-a-Antikérpern soll der Einfluss von TNF-a auf die Schédigung des
Endothels untersucht werden.
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2 Material, Methoden und Patienten

Als Modell zur Untersuchung eines moglichen Endothelschadens bei Malaria wurden
kultivierte menschliche Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (Human Umbilical
Vein Endothelial Cells - HUVEC) verwendet. Diese wurden mit Seren von Patienten
mit Malaria tropica (t6dlicher Verlauf, komplizierter, nicht tédlicher Verlauf und
unkomplizierter Verlauf) beziehungsweise Seren von gesunden Kontrollpersonen
inkubiert, in Anwesenheit oder Abwesenheit von isolierten Blutzellen (neutrophile

Granulozyten, mononukleare Zellen, Thrombozyten und Erythrozyten; s. Anhang).

2.1 Patienten

Zwei der Patienten, deren Seren verwendet wurden, waren an toédlich verlaufender
Malaria tropica erkrankt, finf an kompliziert verlaufender, nicht tédlicher Malaria
tropica und flunf Patienten an unkompliziert verlaufender, milder Malaria tropica. Alle
Patienten waren nichtimmune Européer, die nach einer Afrikareise an Malaria
erkrankt waren. Als Kontrollseren wurden Serumproben von zwei gesunden,

freiwilligen Europaern verwendet.

2.2 Gewinnung der Seren von Patienten und Probanden

Malariapatienten und gesunden Kontrollpersonen wurden 10 ml Vollblut aus der
Antekubitalvene in Serum-Monovetten (Gerinnungsaktivator: kaolinbeschichtete
Polystyrolkiigelchen, Fa. Sarstedt) abgenommen. Das Vollblut wurde fir 10 Minuten
bei 1500 g zentrifugiert. Das separierte Serum wurde vorsichtig abpipettiert, in 2-ml-

Roéhrchen (Fa. Nunc) portioniert und bei —80 T tief gefroren.

Fir die Experimente wurde die jeweils bendtigte Menge Serum aufgetaut und das

Serum im Verhaltnis 1:10 mit Sparmedium verdinnt.
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2.3 Endothelzellkultur (Human Umbilical Vein Endothelial Cells,
HUVEC)

Endothelzellen wurden aus der Vene einer menschlichen Nabelschnur, spatestens 6
Stunden nach der Entbindung, isoliert. Die Vene wurde mit calciumfreiem HEPES-
Puffer gespult und dann mit Kollagenaselésung geflllt. AnschlieBend wurde die
Nabelschnur 13 Minuten lang bei 37 T im CO »-Brutschrank inkubiert, sodann wurde
die Nabelschnur vorsichtig manuell geknetet, um das Ablésen der Endothelzellen
von der Venenwand zu férdern. Der Inhalt der Vene wurde im Vollmedium
aufgefangen. Mittels des fétalen Kélberserums (FKS) im Medium wurde die
Kollagenase neutralisiert. Die so gewonnene Zellsuspension wurde bei 160 g fur 10
Minuten zentrifugiert und das sich absetzende Sediment aus Endothelzellen wieder
in frisches Vollmedium aufgenommen und in gelatinebeschichtete KulturgefaBe

Uberfihrt.

Die Endothelzellen (HUVEC) wurden bei 37 T in wasserdampfgesattigter Luft mit
5 % CO kultiviert und alle zwei Tage mit calciumhaltigem HEPES-Puffer gewaschen
und mit frischem Medium versorgt. Sobald die Endothelzellen konfluent gewachsen
waren, wurden sie mit calciumfreiem HEPES-Puffer gespllt, anschlieBend mit
Trypsin/Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) von der Kulturplatte gelést, in neuem

Volimedium aufgenommen und in einer Verdinnung von 1:3 neu ausgesat.

Fur die Experimente wurden Zellen der zweiten oder dritten Passage von mindestens
zwei verschiedenen Nabelschniren gepoolt und in den inneren 60 Vertiefungen
(circa 10.000 Endothelzellen pro Vertiefung) einer 96-Well-Mikrotiterplatte ausgesat.
Die Experimente wurden durchgefuhrt, sobald die Zellen in den einzelnen

Vertiefungen nahezu konfluent gewachsen waren.

2.4 Isolierung einzelner Blutzellpopulationen

Vor jedem Experiment wurden zur Isolierung der einzelnen Blutzellpopulationen 40
ml EDTA-Blut von gesunden Freiwilligen bei minimaler Stauung abgenommen und

entweder sofort bei 4 T zentrifugiert oder auf Eis (maximal 30 Minuten) aufbewahrt.
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Die Isolierung der Zellpopulationen erfolgte bei Kiihlung auf Eis, um eine Aktivierung

der Blutzellen zu vermeiden.

2.4.1 Isolierung neutrophiler Granulozyten

Neutrophile Granulozyten wurden mittels Percoll-Dichte-Gradientenzentrifugation
(Dooley et al., 1982) uber einen 3-stufigen Gradienten isoliert. Hierzu wurde zunéchst
das EDTA-Blut 10 Minuten lang bei 4 € und 500 g ze ntrifugiert. Der entstehende
Buffy Coat (BC, Leukozytenschicht zwischen Plasma und Erythrozyten) wurde
vorsichtig abpipettiert und auf Eis weiterverarbeitet. Ein 3-stufiger Dichtegradient aus
Percoll-Lésung (pH 7,4), isotonisiert mit 10-fach konzentrierter Phosphate Buffered
Saline-Lésung (PBS), wurde vorbereitet, und jeweils 2 ml Percoll jeder Dichte (1,098
g/ml unten, 1,090 g/ml mittig und 1,081 g/ml oben) wurden vorsichtig in einem

sterilen Glasréhrchen lGibereinander geschichtet.

Dieser 3-stufige Gradient wurde vorsichtig mit dem BC Uberschichtet und das
Glasroéhrchen bei 4 T und 500 g fur 30 Minuten ohne Bremse zentrifugiert. Dabei
reicherten sich die neutrophilen Granulozyten an der Grenzschicht zwischen 1,098
g/ml und 1,090 g/ml an und konnten entnommen werden. Nach dreimaligem
Waschen der Granulozyten mit isotonem PBS-Puffer wurden Zellzahl und Reinheit
mit Hilfe des Abbott Cell Counters bestimmt und mit PBS eine Konzentration von
zehn Gigapartikel pro Liter (10.000 Leukozyten pro pl) eingestellt.

2.4.2 Isolierung mononuklearer Zellen

Mononukledre Zellen wurden mittels Ficoll-Dichtezentrifugation (Histopaque®;
Béyum, 1968) isoliert. Zuerst wurde zum Buffy Coat (s. 2.4.1) das gleiche Volumen
0,9%iger Natriumchlorid-L6ésung (NaCl) gegeben und das Zellgemisch anschlieBend
mit Hypaque-Lésung (Dichte 1.060 g/ml) unterschichtet. Durch diesen Schritt wurden
die Thrombozyten abgetrennt, deren Dichte unter 1,060 g/ml liegt (Pertoft et al.,
1979; Methode nach Casale & Kaliner, 1982). Der Ansatz (aus Dichtegradient und
Zellgemisch) wurde bei 22 T und 400 g fir 5 Minute n zentrifugiert, der entstandene
Uberstand wurde verworfen. Das verbliebene Zellgemisch wurde vorsichtig auf den
Ficoll-Gradienten (Dichte 1.077 + 0.001 g/ml) geschichtet und bei 22 T und 1000 g
fir 15 Minuten ohne Bremse erneut zentrifugiert (de Pauw et al.,, 1979). Die

mononukledren Zellen sammelten sich oberhalb der Erythrozyten, erkennbar als
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milchig-weiBer Ring. Dieser wurde vorsichtig abpipettiert und die mononukleéaren
Zellen mehrmals mit 0,9%iger NaCl-L6ésung gewaschen (Casale & Kaliner, 1982).
AbschlieBend wurde die Zellzahl mittels Abbott Cell Counter ermittelt und das
Gemisch mit PBS auf eine Endkonzentration von zehn Gigapartikel pro Liter

eingestellt.

2.4.3 Isolierung der Erythrozyten

Die Erythrozyten wurden aus den Erythrozytenunterstanden, die sich bei der
Neutrophilenseparation mittels Stufengradient (s. 2.4.1) als breites rotes Pellet
absetzten, entnommen. Dieses Pellet wurde vorsichtig aufgenommen und drei mal
mit PBS gewaschen. Mittels Abbott Cell Counter wurde die Konzentration bestimmt.
Die Endkonzentration von 1000 Gigapartikel pro Liter (1 Million Erythrozyten pro ul)

wurde mit PBS eingestellt.

2.4.4 Isolierung von Thrombozyten

Frisch enthommenes EDTA-Blut wurde 10 Minuten lang bei 4 T und 500 g
zentrifugiert (s. 2.4.1). Der Uberstand wurde als thrombozytenreiches Plasma
weiterverwendet. Die Thrombozyten wurden mit Hilfe von isotonem PBS in einem
zweiten Zentrifugationsschritt gereinigt. AbschlieBend wurde die Zellzahl mit dem
Abbott Cell Counter bestimmt. Flr die Experimente wurde die Endkonzentration mit

PBS auf 1000 Gigapartikel pro Liter (1 Million Thrombozyten pro ul) eingestellt.

2.5 Experimente

Die Experimente wurden im Doppelansatz durchgefiihrt. Dazu wurden die inneren 60
Vertiefungen einer 96-Well-Mikrotiterplatte mit Endothelzellen besét (s. 2.3). Sobald
die Endothelzellen nahezu konfluent gewachsen waren, wurden die Vertiefungen
zunachst nur mit 20 yl Serum eines Patienten mit Malaria oder, zur Kontrolle, mit
Serum eines gesunden Probanden inkubiert, um zu prifen, ob Serum von Malaria-
patienten (GefaB-) Endothel in vitro schadigen kann. In einem weiteren Schritt wurde
der Einfluss einzelner Blutzellen auf die Endothelschadigung bei Malaria untersucht.
In jede Vertiefung mit Endothelzellen und Serum wurden 20 ul eines Blutzellisolates

(Neutrophile, mononukleére Zellen, Erythrozyten oder Thrombozyten) hinzugefugt.
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Ob der direkte Kontakt zwischen Endothelzellen und Neutrophilen fur eine
Schéadigung des Endothels notwendig ist, wurde mittels einer porésen Membran
(transwell inserts, Siebeinsatz), die die Neutrophilen wéhrend der Inkubation mit

Endothelzellen und Serum vom Endothel abtrennt, untersucht.

Weiterhin sollte untersucht werden, ob der Einfluss der isolierten Blutzellen gehemmt
werden kann. Dazu wurde zusétzlich zu den Endothelzellen, dem Serum und den
isolierten Blutzellen ein Hemmstoff (Ascorbinsdure, Tocopherol, Ulinastatin,
Pentoxifyllin oder Gabexat-Mesilat) zugesetzt. Die Konzentrationen der einzelnen
Substanzen wurden so gewahlt, dass die bei klinischer Applikation am Menschen

erreichbaren Plasmakonzentrationen bertcksichtigt wurden.

Um eine mdgliche Rolle von TNF-a bei der Entstehung von Endothelschaden zu
untersuchen, wurden bei Experimenten mit Neutrophilen Anti-TNF-a-Antikérper
(1 pg/ml) zugesetzt, wo angegeben.

AbschlieBend wurde jede Vertiefung mit ,Sparmedium*“ auf ein Gesamtvolumen von
200 pl aufgefullt. Durch das Auffullen wurde das Serum 1:10 verdinnt. Die so
beflllten Mikrotiterplatten wurden bei 37 T im CO »-Brutschrank 70 Minuten inkubiert
und anschlieBend zwei mal mit HEPES-Puffer gespllt. Es folgte eine weitere
Inkubation der Endothelzellen mit 200 pl Vollmedium fir 4% Stunden.

Nach diesen Inkubationsschritten wurden die Zellen fir 10 bis 15 Minuten mit einem
eiskalten Gemisch aus Methanol und Aceton (50:50 V/V) fixiert und anschlieBend
luftgetrocknet. SchlieBlich wurden apoptotische Endothelzellen nach Fixierung mittels
TUNEL-Féarbung (2.6.1) detektiert.

2.6 Féarbung der Endothelzellen zum Nachweis von Apoptose
mittels TUNEL-Reagenz

Fur den Nachweis apoptotischer Endothelzellen wurden diese mit dem ,In Situ Cell
Death Detection Kit® (Roche Diagnostics) geféarbt. Dabei werden apoptotische
Zellkerne durch enzymatische in-situ-Markierung ihrer DNA-Strangbriiche gekenn-
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zeichnet. Mittels der terminalen Desoxynukleotidyl-Transferase (TdT) wird
Fluoreszein-Isocyanat-konjugiertes Uridintriphosphat (FITC-konjugiertes UTP) als
fluoreszeinmarkiertes Nukleotid in die partiell degradierte DNA eingefihrt. Dabei
bindet FITC-konjugiertes UTP an den apoptosespezifischen 3°-OH-Enden der
Doppelstrangbriche (nick ends; Terminal (Desoxyribosyl-Transferasemediated) UTP
Nick End Labeling, TUNEL).

Zellkulturen, die fur die TUNEL-Féarbung vorgesehen waren, wurden nach der letzten
Inkubation mit calciumhaltigem HEPES-Puffer gespiilt und, wie bereits beschrieben,
mit einem eiskalten Methanol-Aceton-Gemisch in den Vertiefungen fixiert. Flr die
Farbung wurden die fixierten Endothelzellen mit kalter PBS-Pufferlésung gespult und
fir 5 Minuten mit kalter Permeabilisierungslésung versetzt, um die Membranen der
Zellen und Zellkerne zu permeabilisieren. Im Anschluss wurden die Zellen mit PBS-
Puffer, im Wechsel mit und ohne BSA-L6sung versetzt, gespult. Dann wurden in jede
Vertiefung 50 pl Farbelésung (TUNEL-Reagenz: Enzyme Solution TdT und Label
Solution FITC-UTP im Verhéltnis 1:10) gegeben. Nachfolgend wurde die
Mikrotiterplatte lichtgeschutzt fir 90 Minuten bei 37 T inkubiert. Dabei wurde die
Platte alle 5 bis 10 Minuten leicht geschwenkt. AnschlieBend wurden die
Vertiefungen erneut mit PBS-Puffer, im Wechsel mit und ohne BSA-Ldsung versetzt,
gespult. Um die Fluoreszenzmarkierung der apoptotischen Endothelzellkerne zu
stabilisieren, wurden weiterhin in jede Vertiefung 100 ul 0,6%iges 1,4-
Diazabicyclo(2,2,2)Oktan (DABCO), in einem PBS/Glycerin-Gemisch geldst (im
Verhéltnis 1:1), gegeben. Die Platte wurde abschlieBend unter einem inversen
Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Die apoptotischen Endothelzellkerne waren durch
das FITC-UTP als griin leuchtende Kerne sichtbar, da Fluorescein mit UV-Licht der
Wellenlange von 490 nm angeregt wird und grunes Licht der Wellenlange 518 nm
abgibt. Das Ergebnis wurde als Anteil der fluoreszierenden Zellkerne an jeweils 100

gezahlten Zellkernen angegeben.

2.7 Auswertung und Darstellung

Alle Experimente wurden im Doppelansatz durchgefuhrt. Flr jeden Ansatz wurden

100 zufallig ausgewahlte Zellen ausgezé&hlt und der Anteil der apoptotischen Zellen
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ermittelt. Wahrend der Z&hlung wurden mindestens funf verschiedene Gesichtsfelder
eingestellt. Das Ergebnis eines Versuchs wird als gerundeter Mittelwert des
Doppelansatzes in Prozent angegeben. Wurden innerhalb eines Ansatzes Seren
verschiedener Patienten bzw. Probanden verwendet, wird der Median der
gerundeten Mittelwerte des Doppelansatzes angegeben. In den Grafiken erfolgt die

Darstellung mit Variationsbreite.
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3 Ergebnisse

3.1 Inkubation von Endothelzellkulturen aus menschlichen
Nabelschnurvenen (Human Umbilical Vein Endothelial Cells -
HUVEC) mit Patienten- oder Kontrollserum in Anwesenheit

oder Abwesenheit verschiedener Blutzellpopulationen

3.1.1 Malaria tropica mit todlichem Verlauf

Abbildung 5: Apoptoserate der Endothelzellen bei toédlicher Malaria tropica

100 %

50 %

Apoptoserate

0 %
Kontrolle Neutrophile Mononukl. Z. Thromboz. Erythroz.

Blau: Kontrollserum (gesunder Proband), rot: Patientenserum (tédliche Malaria).

In Abwesenheit von Blutzellen fuhrte die Inkubation von Endothelzellen mit

Patientenserum zu einer geringfligig hoheren Apoptoserate als die Inkubation mit
Serum von gesunden Kontrollpersonen (11 % vs. 8 %).

In Anwesenheit von neutrophilen Granulozyten flhrte die Inkubation von
Endothelzellen mit Patientenserum zu einer deutlich hbheren Apoptoserate als die

Inkubation mit Serum von gesunden Kontrollpersonen (48 % vs. 12 %).
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In Anwesenheit von mononukleédren Zellen fihrte die Inkubation von Endothelzellen
mit Patientenserum zu einer geringgradig hoheren Apoptoserate als die Inkubation

mit Serum von gesunden Kontrollpersonen (27 % vs. 15 %).

In Anwesenheit von Thrombozyten fihrte die Inkubation von Endothelzellen mit
Patientenserum nicht zu einer héheren Apoptoserate als die Inkubation mit Serum
von gesunden Kontrollpersonen (28 % vs. 27 %).

In Anwesenheit von Erythrozyten fihrte die Inkubation von Endothelzellen mit
Patientenserum zu einer geringgradig héheren Apoptoserate als die Inkubation mit
Serum von gesunden Kontrollpersonen (41 % vs. 35 %).

3.1.2 Malaria tropica mit nicht tédlichem, kompliziertem Verlauf

Abbildung 6: Apoptoserate der Endothelzellen bei komplizierter Malaria tropica

100 %

50 %

Apoptoserate

Kontrolle Neutrophile Mononukl. Z. Thromboz. Erythroz.

Blau: Kontrollserum (gesunder Proband), rot: Patientenserum (komplizierte Malaria).

In Abwesenheit von Blutzellen flihrte die Inkubation von Endothelzellen mit
Patientenserum zu einer &hnlich hohen Apoptoserate wie die Inkubation mit Serum

von gesunden Kontrollpersonen (26 % vs. 23 %).
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In  Anwesenheit von neutrophilen Granulozyten flhrte die Inkubation von
Endothelzellen mit Patientenserum zu einer deutlich héheren Apoptoserate als die
Inkubation mit Serum von gesunden Kontrollpersonen (52 % vs. 28 %).

In Anwesenheit von mononuklearen Zellen, Erythrozyten oder Thrombozyten flhrte
die Inkubation von Endothelzellen mit Serum eines Patienten nicht zu einer
Erhéhung der Apoptoserate gegeniber der Inkubation mit Kontrollserum
(mononukleére Zellen: 28 % vs. 27 %; Erythrozyten: 31 % vs. 31 %; Thrombozyten:
22 % vs. 45 %).

3.2 Inkubation von HUVEC mit Patientenserum und Neutrophilen

Abbildung 7: Einfluss von Neutrophilen auf die Apoptoserate von Endothelzellen bei Malaria
tropica unterschiedlichen Schweregrades
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Blau: Kontrollserum, rot: Patientenserum.

Die Inkubation von HUVEC mit Serumproben von Malariapatienten fihrte in
Anwesenheit von Neutrophilen zu einer h6heren Apoptoserate der Endothelzellen als
die Inkubation mit Serum von gesunden Kontrollpersonen (t6dliche Malaria: 61 % vs.
8 %, n = 2; komplizierte Malaria: 49 % vs. 13 %, n = 5; nicht komplizierte, milde
Malaria: 38 % vs. 26 %, n=>5).
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3.3 Inkubation von HUVEC und Neutrophilen mit dem Serum eines
Patienten mit tédlicher Malaria tropica: Wirkung von
Tocopherol, Ascorbinséure, Ulinastatin, Gabexat-Mesilat und
Pentoxifyllin

Ein Ansatz mit HUVEC, Patientenserum, Neutrophilen und Hemmstoff wurde mit

einem Ansatz ohne Hemmestoff verglichen.

Abbildung 8: Einfluss von Tocopherol in verschiedenen Konzentrationen auf die Wirkung von
Neutrophilen auf die Apoptoserate von Endothelzellen bei tédlicher Malaria tropica
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Tocopherol fiihrte in einer Konzentration von 10° mol/l zum Absinken der
Apoptoserate (29 %) gegenulber Patientenserum ohne Tocopherol (29 % vs. 62 %).
In niedrigeren Konzentrationen zeigte Tocopherol keinen eindeutigen Effekt (10
mol/l: 63 %, 10° mol/l : 54 %; s. Abb. 8).
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Abbildung 9: Einfluss von Ascorbinsédure in verschiedenen Konzentrationen auf die Wirkung
von Neutrophilen auf die Apoptoserate von Endothelzellen bei tédlicher Malaria tropica
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Ascorbinsdure zeigte einen hemmenden Effekt auf die Apoptoserate der
Endothelzellen ab einer Konzentration von 10 mol/l (10 mol/l: 28 %, 10 mol/l:
32 %, Kontrolle ohne Ascorbinséure: 68 %). Fur niedrigere Konzentrationen wurde
kein Effekt beobachtet (10° mol/l: 64 %, 10° mol/l: 62 %, Kontrolle: 68 %; s. Abb. 9).

Abbildung 10: Einfluss von Ulinastatin in verschiedenen Konzentrationen auf die Wirkung von
Neutrophilen auf die Apoptoserate von Endothelzellen bei tédlicher Malaria tropica
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Auch die Applikation von Ulinastatin zeigte einen dosisabhé&ngigen hemmenden
Effekt auf die Apoptoserate (107'° mol/l: 72 %, 10™° mol/l: 45 %, 10® mol/l: 50 %, 107
mol/l: 43 %, 10 mol/l: 38 %, 10 mol/l: 35 %, Kontrolle: 62 %; s. Abb. 10) .

Abbildung 11: Einfluss von Gabexat-Mesilat in verschiedenen Konzentrationen auf die Wirkung
von Neutrophilen auf die Apoptoserate von Endothelzellen bei tédlicher Malaria tropica
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G.-M.: Gabexat-Mesilat.

Abbildung 12: Einfluss von Pentoxifyllin in verschiedenen Konzentrationen auf die Wirkung
von Neutrophilen auf die Apoptoserate von Endothelzellen bei tédlicher Malaria tropica
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POF: Pentoxifyllin.
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Die Applikation von Gabexat-Mesilat (10 mol/l: 77 %, 10 mol/l: 74 %, 10 mol/:
71 %, 107 mol/l: 69 %, Kontrolle: 68 %) oder Pentoxifyllin (10 mol/l: 74 %, 10”7 mol/:

72 %, 10°® mol/l: 68 %, Kontrolle: 74 %) zeigte keinen Effekt auf die Apoptoserate (s.
Abb. 11 und Abb. 12).

Abbildung 13: Einfluss von Ulinastatin und Ascorbinsdure und deren Kombination auf die

Wirkung von Neutrophilen auf die Apoptoserate von Endothelzellen bei tédlicher Malaria
tropica
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Asc.: Ascorbinséure, Uli.: Ulinastatin.

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob die Kombination der Hemmstoffe

Ascorbinsiure und Ulinastatin den hemmenden Effekt noch verstarkt.

Die Kombination von Ulinastatin 107 mol/l mit Ascorbinsdure 10 mol/l hatte einen
gréBeren Effekt auf die Apoptoserate als einer der Stoffe in der gegebenen
Konzentration alleine (Ulinastatin 107 mol/l plus Ascorbinsaure 10 mol/l: 35 %,
Ulinastatin 10”7 mol/l: 43 %, Ascorbinsdure 10 mol/l: 45 %, Kontrolle: 62 %, s. Abb.
13).
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3.4 Inkubation von HUVEC und Neutrophilen mit dem Serum eines
Patienten mit tédlicher Malaria tropica: Wirkung von Anti-TNF-
a-Antikérper

Abbildung 14: Einfluss von TNF-a und Neutrophilen auf die Apoptoserate von Endothelzellen
bei tédlicher Malaria tropica
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Blau: ohne Anti-TNF-a-Antikérper, rot: mit Anti-TNF-a-Antikérper (1 pg/ml), n=2.

Bei der Inkubation von HUVEC mit Neutrophilen, Patientenseren und Anti-TNF-a-
Antikérpern (1 pg/ml) zeigte sich eine deutliche Abnahme der Apoptoserate im
Vergleich zur Inkubation ohne Anti-TNF-a-Antikérper (Patient 1: 30 % vs. 50 %,
Patient 2: 35 % vs. 47 %).

Anti-TNF-a-Antikérper (1 pg/ml) bewirkten eine geringere Abnahme der Apoptose-

rate auch in Abwesenheit von Neutrophilen gegenlber dem Ansatz ohne Antikorper
(Patient 1: 24 % vs. 33 %, Patient 2: 26 % vs. 33 %).
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3.5 Inkubation von HUVEC mit Patientenserum und Neutrophilen

unter Verwendung einer permeablen Membran

Um zu untersuchen, ob der direkte Kontakt zwischen Endothel und neutrophilen
Granulozyten zur Induktion der Apoptose notwendig ist, wurden die Neutrophilen
wahrend der Inkubation mit einer permeablen Membran (Siebeinsatz) vom Endothel

getrennt.

Abbildung 15: Einfluss von Neutrophilen auf die Apoptoserate von Endothelzellen bei tédlicher
Malaria tropica, unter Verwendung eines Siebeinsatzes
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Blau: Kontrollserum ohne Siebeinsatz, rot: Patientenserum ohne Siebeinsatz, griin: Patienten-
serum mit Siebeinsatz.

Wenn Neutrophile und HUVEC wéhrend der Inkubation durch einen Siebeinsatz
getrennt wurden, war die Apoptoserate niedriger als bei der Inkubation ohne Sieb-
einsatz (30 % vs. 49 %, n = 2). Die Apoptoserate war bei Verwendung eines
Siebeinsatzes etwa so hoch wie bei der Inkubation in Abwesenheit von Neutrophilen
(833 %, n=2; s. Abb. 15).
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Abbildung 16: Einfluss von Neutrophilen auf die Apoptoserate von Endothelzellen bei
komplizierter, nicht tédlicher Malaria tropica, unter Verwendung eines Siebeinsatzes

100 %

50 %

Apoptoserate

0% -

ohne Neutrophile m it Neutrophilen

Rot: Patientenserum ohne Siebeinsatz, griin: Patientenserum mit Siebeinsatz.

Die Inkubation von HUVEC mit Neutrophilen und Serum eines Patienten mit nicht
tédlicher, komplizierter Malaria tropica zeigte unter Verwendung eines Siebeinsatzes
eine erniedrigte Apoptoserate im Vergleich mit der Inkubation ohne Siebeinsatz
(33 % vs. 46 %). Die Apoptoserate war bei Verwendung eines Siebeinsatzes etwa so
hoch wie bei der Inkubation in Abwesenheit von Neutrophilen (31 %; s. Abb. 16).

3.6 Inkubation von HUVEC mit mononuklearen Zellen und

Patientenserum und die Wirkung verschiedener Hemmstoffe

Um zu prifen, ob mononukledre Zellen einen Effekt auf die Apoptoserate haben,
wurde diese Zellpopulation auch separat untersucht.
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3.6.1 Wirkung von mononukledren Zellen auf die Apoptoserate des
Endothels bei Malaria tropica mit tédlichem bzw. nicht tédlichem,

kompliziertem Verlauf

Abbildung 17: Einfluss von mononuklearen Zellen auf die Apoptoserate der Endothelzellen bei
Malaria tropica mit nicht tédlichem, kompliziertem und tédlichem Verlauf
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Blau: Serum, rot: Serum mit mononukleéren Zellen.

Bei dieser Serie erfolgten Kontrollen mit 3 Seren von 2 gesunden Probanden, wobei

die Kontrollseren 1 und 2 vom gleichen Probanden stammen.

In diesem Experiment fihrt die Inkubation von HUVEC mit Serum eines Patienten mit
tddlicher Malaria tropica oder eines Patienten mit nicht tddlicher, komplizierter
Malaria tropica zu einer hoheren Apoptoserate als die Inkubation mit Kontrollseren
(tédliche M. tropica: 32 % vs. 17 %, komplizierte, nicht tédliche M. tropica: 35 % vs.
17 %).

Die Apoptoserate der HUVEC wird durch die Zugabe von mononukleédren Zellen

nicht erkennbar verstarkt (tédliche M. tropica: 34 % vs. 32%, komplizierte, nicht

tédliche M. tropica: 35 % vs. 35%).
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3.6.2 Wirkung von mononukledren Zellen auf die Apoptoserate des
Endothels bei Malaria tropica mit kompliziertem, nicht t6dlichem

bzw. tédlichem Verlauf und der Einfluss von Hemmstoffen

Abbildung 18: Einfluss von mononukledren Zellen, Ascorbinsdure und Ulinastatin auf die
Apoptoserate bei komplizierter, nicht tédlicher Malaria tropica
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Blau: Kontrollserum mit mononuklearen Zellen, rot: Patientenserum mit mononukleédren Zellen.

Abbildung 19: Einfluss von mononukledren Zellen, Ascorbinsiure und Ulinastatin auf die
Apoptoserate bei tédlicher Malaria tropica
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Blau: Kontrollserum mit mononuklearen Zellen, rot: Patientenserum mit mononuklearen Zellen.
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Abbildung 20: Einfluss von mononukledren Zellen und verschiedenen Hemmstoffe auf die
Apoptoserate von Endothelzellen bei komplizierter, nicht tédlicher Malaria tropica

100 %

50 %

Apoptoserate

0% -~
ohne Hem mstoff Asc. Uli. G.-M. POF

Blau: Patientenserum ohne mononukleédre Zellen, rot: Patientenserum mit mononukleédren
Zellen. Asc.: Ascorbinsaure 10 M, Uli.: Ulinastatin 10°® M, G.-M.: Gabexat-Mesilat 10* M, POF:
Pentoxifyllin 10 M.

Abbildung 21: Einfluss von mononukledren Zellen und verschiedenen Hemmstoffe auf die
Apoptoserate von Endothelzellen bei tédlicher Malaria tropica

100 %
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Blau: Patientenserum ohne mononukledre Zellen, rot: Patientenserum mit mononukleédren
Zellen. Asc.: Ascorbinsiure 10 M, Uli.: Ulinastatin 10° M, G.-M.: Gabexat-Mesilat 10 M, POF:
Pentoxifyllin 10 M.

Weder Ascorbinsdure (10* mol/l) noch Ulinastatin (10° mol/l) bewirkten eine

deutliche Verminderung der Apoptoserate in Anwesenheit mononukleérer Zellen. Fir
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Ascorbinsédure galt dies sowohl fur Serum eines Patienten mit todlicher Malaria
tropica als auch fiur Serum eines Patienten mit nicht tédlicher, komplizierter Malaria
tropica. Ulinastatin zeigte fur Serum eines Patienten mit tddlicher M. tropica eine

geringgradige Reduktion der Apoptoserate (21 % vs. 27 %).

Auch Gabexat-Mesilat (10 mol/l) und Pentoxifyllin (10 mol/l) beeinflussten nicht die
Apoptoserate in Anwesenheit von mononukledren Zellen (s. Abb. 20 und Abb. 21).
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methodik

4.1.1 Gewinnung und Kultivierung der Endothelzellen

Die enzymatische Abldsung von Endothelzellen aus menschlichen Nabelschniren
(HUVEC) und deren Kultivierung sind etablierte Standardmethoden, bei denen die
Zellen wesentliche in-vivo-Eigenschaften auch wahrend der Kultivierung beibehalten
(Jaffe et al., 1973). Daher darf vermutet werden, dass an HUVEC in vitro gewonnene
Ergebnisse relevant fir die in-vivo-Situation sind. Das verwendete Endothelzell-

modell ist im parasitologischen Labor der Universitat Rostock etabliert.

4.1.2 Isolation von Blutzellen

Die untersuchten Zellen wurden mit hoher Reinheit isoliert. Mit den beschriebenen
Verfahren (s. 2.4) lieBen sich Thrombozyten und Erythrozyten ohne messbare
Verunreinigungen durch andere Zellpopulationen (99,9 % Reinheit) isolieren.
Neutrophile Granulozyten wurden mit einer Reinheit von 85 % bis 95 % isoliert,
verunreinigende Zellen waren in der Mehrzahl Erythrozyten und Lymphozyten. Der
Reinheitsgrad der isolierten mononukleéren Zellen lag zwischen 96 % und 98 %,
verunreinigende Zellen waren Thrombozyten und neutrophile Granulozyten. Dabei
bestand das Isolat der mononukleé&re Zellen zu 65 % bis 74 % aus Lymphozyten und
zu 24 % bis 33 % aus Monozyten.

Die Verwendung von Percoll bei der Isolation von Neutrophilen verspricht gegentber
anderen Verfahren eine geringere Aktivierung der Zellen (Jackson et al., 1989;
Vanille et al., 1994). Die Isolation der mononuklearen Zellen erfolgte mittels Ficoll-
Gradient (Casale & Kaliner, 1982). Dabei konnten die Zellen in ausreichender
Reinheit isoliert werden und so die in der Literatur berichteten Ergebnisse zur Gute
der Methode bestétigt werden (Casale & Kaliner, 1982). Wesentliche Funktionen der
Monozyten wie Zytokinproduktion und Phagozytose bleiben unter der Isolation, auch
in Kombination mit weiteren Gradienten, erhalten (Vissers et al., 1988).
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4.1.3 Pharmaka
Die Konzentrationen der Substanzen, die auf apoptosehemmende Wirkung
untersucht wurden, wurden so gewahlt, dass sie die in der klinischen Anwendung

erreichbaren Plasmaspiegel berucksichtigen.

4.1.4 Apoptosenachweis

Zum Nachweis der Apoptose kdnnen unterschiedliche Nachweismethoden
angewandt werden. Neben Verfahren, die eine erhb6hte intrazellulére
Caspasenaktivitat mittels ELISA oder die spezifische DNA-Strangbriiche (Poly-(ADP-
Ribose)-Polymerasen (PARP)) mittels Western Blot nachweisen, bieten sich hier
Verfahren an, bei denen die Endothelzellen im Kulturverband erhalten bleiben und
mit apoptosespezifischen Farbungen markiert werden. Auf diese Weise kann der
Anteil der apoptotischen Endothelzellen in der Kultur mit einem Fluoreszenz-
mikroskop ausgezahlt werden.

Das verwendete TUNEL-Verfahren (s. 2.6.) gilt als spezifische und sensitive Methode

zum Nachweis von Apoptose.

Gegenlber der Markierung von DNA-Strang-Brichen mit Nukleotiden unter
Verwendung der DNA-Polymerase (Nick-Translation, ISNT), mit der man ebenfalls
spezifisch Apoptose nachweisen kann, zeigt das TUNEL-Verfahren eine deutlich
héhere Sensitivitat (Gorczyca et al., 1993) und erlaubt durch die Verwendung des
Markers Fluorescein-dUTP eine direkte optische Auswertung.

Einige Autoren berichteten Uber Defizite der TUNEL-Methode in Bezug auf
Sensitivitat, Spezifitdt und Stabilitdt gegenliber Nachbehandlungen wie Fixierungen.
Auch soll sich das Farbeverhalten der Zellen im Verlauf des Apoptoseprozesses
andern (Negoescu et al., 1996; Labat-Moleur et al., 1998).

Ein Vergleich mit der Annexin V-Propidiumiodid-Methode, die die Differenzierung
nekrotischer und apoptotischer Zellen erlaubt, zeigte fir das experimentelle Setup
unserer Arbeitsgruppe vergleichbare Ergebnisse beider Methoden (Hemmer et al.,
2005). Wesentliche Nachteile dieser Methode bestehen in der Notwendigkeit einer 2-

fachen Farbung und der fehlenden Méglichkeit zur Fixierung.
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Um den systematischen Fehler unterschiedlicher Anféarbbarkeit durch Veranderungen
der Kernstrukturen im Verlauf der Apoptose zu vermeiden, wurde ein einheitliches
Protokoll zum Ablauf der Experimente und zum Zeitpunkt der Fixierung streng

eingehalten.

4.2 Genese des Endothelschadens bei Malaria

Die Ergebnisse verschiedener Arbeiten zur Histopathologie bei Malaria (MacPherson
et al.,, 1985; Oo et al.,, 1987) zeigen, dass im Rahmen der Malariaerkrankung
Endothelschaden auftritt. Dies scheint ein wesentlicher Pathomechanismus bei der
Entstehung von Organschéden im Sinne eines ,vascular leakage“-Syndroms zu sein
(Horstmann et al.,, 1981 und 1985). Neutrophile Granulozyten kdénnen zum
Endothelschaden bei Malaria beitragen (Hemmer et al., 1994). Sie setzen reaktive
Sauerstoffspezies und Proteasen (Elastase) frei. Diese Substanzen kénnen in
niedrigen Konzentrationen Apoptose und in hdheren Konzentrationen Nekrose

auslésen (Burlacu et al., 2001).

Die vorliegenden Experimente zeigen im Einklang mit ergdnzenden Befunden
unserer Arbeitsgruppe, dass es sich im Wesentlichen um apoptotischen Endothel-

schaden handelt (Hemmer et al., 2005).

4.3 Die Rolle unterschiedlicher Blutzellpopulationen und die Rolle
von TNF-a bei der Enistehung von Endothelschaden bei
Malaria tropica

Zielstellung der Arbeit war, diejenigen Blutzellpopulationen zu identifizieren, die
alleine zum Entstehen von Endothelschaden beitragen. Dazu wurden Kkultivierte
Endothelzellen mit der jeweiligen Population der Blutzellen und Patientenserum 70
Minuten lang inkubiert. AnschlieBend wurden die Vertiefungen der 96-Well-Platten

gespult und mit Medium versetzt. Dadurch wurden die Blutzellen wieder entfernt.
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Die Inkubationszeit von 70 Minuten reicht nicht aus, um die dabei induzierten
Adhasionsmolekiile (E-Selektin, ICAM-1, VCAM-1) maximal zu exprimieren
(Bevilacqua et al., 1994; Ockenhouse et al., 1992). Daher erfolgte eine 4-stiindige
Nachinkubation mit normalem Endothelzellmedium, so dass die Expression von
Genen und die Veradnderungen in den Endothelzellen, die wahrend der ersten (i.e.

70-mindtigen) Inkubation ausgelést wurden, zum Tragen kommen konnten.

4.3.1 Erythrozyten und Endothelschaden bei Malaria
In den vorgestellten Experimenten flihrten nichtparasitierte Erythrozyten in
Gegenwart von Patientenserum nicht zur Induktion von Apoptose in Endothelzellen,

unabhéngig vom Schweregrad der Malaria tropica.

Der Beitrag parasitierter Erythrozyten zur Apoptose ist bereits belegt (Pino et al.,
2003). Die Erythrozyten binden Uber Adhasionsmolekiile auf der Zelloberflache des
Endothels (Sequestration). Dies wurde histologisch an Kapillaren verschiedener
Organe von Patienten nachgewiesen, die an komplizierter Malaria verstorben waren
(Pongponratn et al., 1991; Turner et al., 1994; Garcia et al., 1999; MacPherson et al.,
1985; Oo et al., 1987; Patnaik et al., 1994; Ho & White, 1999). Dabei kann es zur
Verlegung des GefaBlumens und zur lokalen Produktion proinflammatorischer
Zytokine kommen (Miller et al., 2002).

Allerdings ist die Bedeutung der Apoptoseinduktion durch adharierende parasitierte
Erythrozyten fir die Entwicklung von Organkomplikationen bei Malaria tropica in vivo
noch nicht voéllig geklart. Zum einen vermindern die bei der Malariatherapie
verwendeten Medikamente die Endotheladhédrenz parasitierter Erythrozyten
(Udomsangpetch et al., 1996), und zum anderen treten klinische Komplikationen
haufig erst nach Therapiebeginn auf, also nachdem die Parasitdmie bereits

abgenommen hat (Horstmann et al., 1985).
Es erscheint daher unzureichend, den Focus nur auf die Interaktion der parasitierten

Erythrozyten mit dem Endothel zu legen, vielmehr scheinen andere Mechanismen

ebenfalls von Bedeutung zu sein.
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4.3.2 Thrombozyten und Endothelschaden bei Malaria

Im murinen Modell beeinflussen jedoch die Thrombozyten das Auspragungsbild der
Malaria. So konnte durch die Gabe eines monoklonalen Antikérpers (Anti-LFA-1-
Mab) die Sequestration der Thrombozyten verhindert werden. Parallel dazu wurde
eine Abnahme der cerebralen Komplikationen im Mausmodell beobachtet (Lou et al.,
2001). Weiterhin schitzte auch das Fehlen von endothelialem P-Selektin
(Thrombozytenrezeptor) im murinen Modell vor cerebralen Komplikationen (Combes
et al., 2004). Bei Malaria tropica des Menschen ist eine starke Aktivierung der
Thrombozyten bereits seit ldangerem bekannt (Essien & Ebhota, 1983). Die
Thrombozytopenie korreliert mit der Parasitdmie (Horstmann & Dietrich, 1985).

Im vorliegenden Modell wurden gezielt einzelne Zellpopulationen auf ihre Wirkung
am Endothel hin untersucht. Es ist durchaus denkbar, dass im weiteren Verlauf im
Rahmen wechselseitiger Aktivierung, insbesondere nach Schadigung des Endothels
durch beispielsweise Neutrophile, Thrombozyten am Pathomechanismus teilnehmen.

In den hier vorgestellten in-vitro-Experimenten haben Thrombozyten den apoptose-
induzierenden Effekt des Patientenserums auf die Endothelzellen nicht verstarkt.
Dies konnte daran liegen, dass Thrombozyten dies nur im Zusammenwirken mit

weiteren Blutzellpopulationen tun.

4.3.3 Mononukleare Zellen und Endothelschaden bei Malaria

Monozyten und Makrophagen kénnen in vivo und in vitro durch Plasmodienantigene
und parasitierte Erythrozyten aktiviert werden (Bate et al., 1988; Bate et al., 1989;
Taverne et al., 1990b; Schofield & Hackett, 1993). Aktivierte Monozyten und
Makrophagen sezernieren proinflammatorische Zytokine sowie Sauerstoffradikale
und Proteasen (Cotran & Pober, 1990). Somit ist die Wirkung von Sekretions-
produkten dieser Zellen auf das GefaBendothel ein denkbarer Mechanismus des

Endothelschadens bei Malaria.

Auch fur die Aktivierung von Lymphozyten gibt es in der Literatur Hinweise. Im Falle
der B-Lymphozyten findet sich eine vermehrte Produktion von malariaspezifischen
sowie unspezifischen Antikérpern (Perimann & Troye-Blomberg, 2002). Im Falle der

T-Lymphozyten zeigen sich erhdéhte Plasmaspiegel der Aktivierungsmarker und

46



Oberflachenrezeptoren der T-Zellen (Elhassan et al.,, 1994). Dabei handelt es sich
um lésliche Formen des Interleukin-2-Rezeptors (sIL-2R), von CD4 (sCD4), CD8
(sCD8) und Beta-2-Mikroglobulin. Die Konzentrationen des sIL-2R korrelieren mit
den erhbhten Konzentrationen der l6slichen endothelialen Adhasionsrezeptoren
sintercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1) und E-Selektin (Hviid et al., 1993).
Gleichzeitig exprimieren die zirkulierenden T-Lymphozyten, deren Anzahl wéahrend
der akuten Malaria im Blut vermindert ist, vermehrt das Leukozytenfunktionsantigen 1
(LFA-1), welches ein Ligand des ICAM-1 ist (Hviid et al., 1993). Dies weist auf eine
mogliche Interaktion zwischen T-Lymphozyten und Endothelzellen bei komplizierter
Malaria hin, zumal cerebrale Malariakomplikationen im Mausmodell durch Entfernung
sowohl der CD4-Lymphozyten, als auch der CD8-Lymphozyten verhindert werden
kénnen (Grau et al., 1986; Yanez et al., 1996; Hermsen et al., 1997).

Die vorgestellten Experimente zeigen jedoch keinen reproduzierbaren Effekt der
mononukledren Zellen auf die Apoptoserate der Endothelzellen. In einem einzelnen
Experiment (s. Abb. 5) wurde eine Erhéhung der Apoptoserate durch mononukleére
Zellen beobachtet. Dies lieB sich in weiteren Experimenten nicht bestatigen (s. Abb.
17, 20 und 21). Mdglicherweise gab es Differenzen im Aktivierungszustand der
verwendeten mononuklearen Zellen bereits zum Zeitpunkt der Isolation. Hier kann
bereits eine banale Erkaltung oder eine andere banale Viruserkrankung des
Spenders eine Rolle spielen, da diese Zellen bei der Abwehr von Viruserkrankungen
eine besondere Rolle spielen. Bei Neutrophilen wére eine solche in-vivo-Aktivierung
durch Viruserkrankungen wahrscheinlich weniger stark ausgepragt.

4.3.4 Neutrophile Granulozyten und Endothelschaden bei Malaria,
Bedeutung der direkten Wechselwirkung mit dem Endothel und der
Aktivierung durch TNF-a

In den hier vorgestellten Experimenten haben neutrophile Granulozyten die pro-

apoptotische Wirkung von Patientenserum auf Endothelzellen verstérkt. Dieser Effekt

war bei Serumproben von komplizierten Fallen deutlicher ausgepréagt als bei leichten

Fallen der M. tropica.

Dies passt gut zu anderen Befunden aus der Literatur. In vitro kénnen aktivierte

Neutrophile einen Endothelschaden induzieren (Westlin & Gimbrone, 1993; Hemmer
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et al., 1994). Bei Malaria korreliert die Hé6he des Thrombomodulin-Plasmaspiegels
als Indikator fir die Endothelschaddigung mit dem Plasmaspiegel der Humanen
Neutrophilen-Elsastase als Indikator flr die Neutrophilen-Aktivierung sowie der
Parasitdmie und der klinischen Schwere der Erkrankung (Hemmer et al., 1994;
Boehme et al., 1994). Ergénzend weisen erhdhte Serumspiegel von ICAM-1 und E-
Selektin, die von geschéadigten Endothelzellen freigesetzt werden, auf Endothel-
schaden bei Malaria tropica hin (Turner et al., 1998).

Untersuchungen am murinen Malaria-Modell bestatigen die Bedeutung der
Neutrophilen fur die Komplikationen bei Malaria. Cerebrale Komplikationen einer P.
berghei-Malaria blieben aus, wenn die Neutrophilen vor dem Auftreten cerebraler
Komplikationen aus dem Blut der Tiere entfernt wurden, oder wenn sie durch Gabe
von Anti-LFA1-Antikérpern an der Interaktion mit dem GefaBendothel gehindert
wurden (Grau et al., 1991; Chen et al., 2000).

Die erganzenden Experimente mit Neutrophilen unter Verwendung eines Sieb-
einsatzes legen nahe, dass fur den durch Neutrophile induzierten Endothelschaden

bei Malaria ein direkter Kontakt von Neutrophilen mit dem Endothel notwendig ist.

Die Experimente mit Antikbrpern gegen TNF-a zeigen ergé&nzend, dass der
proapoptotische Effekt der Neutrophilen zumindest teilweise von TNF-a abhangt. In
Anwesenheit von Neutrophilen reduzieren Antikorper gegen TNF-a den
proapoptotischen Effekt des Patientenserums auf das Niveau, das auch in
Abwesenheit von Neutrophilen gesehen wird (s. Abb. 14). Dem entspricht die
Beobachtung bei muriner Malaria in vivo, dass durch Gabe von Anti-TNF-o-
Antikorpern cerebrale Komplikationen, die von einer verstarkten TNF-a-Freisetzung
begleitet werden (Combes et al., 2004), verhindert werden (Grau et al., 1987). Da
TNF-o. die Expression von ICAM-1 durch Endothelzellen verstarkt, kébnnte es zur
Bindung von neutrophilen Granulozyten und von parasitierten Erythrozyten
beitragen. Ferner kann TNF-a die Neutrophilen aktivieren (Shalaby et al., 1985;

Shalaby et al., 1987), was die Bindung an Endothelzellen verstéarkt.
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4.3.5 Induktion von Endothelzellapoptose durch Patientenserum

In den vorliegenden Experimenten hat auch Patientenserum in Abwesenheit von
Blutzellen die Apoptoserate von Endothelzellen erhéht (s. Abb. 17). Dies spricht
daflr, dass Mediatoren, die bei Malariaerkrankten im Blut zirkulieren, Apoptose in
Endothelzellen ausldésen, so ist in der Literatur ein apoptotischer Effekt von TNF-a
auf Endothelzellen beschrieben (z. B. Robaye et al., 1991).

4.4 Wirkung verschiedener Hemmsubstanzen auf die Verhinderung
der Endothelapoptose unter dem Einfluss neutrophiler

Granulozyten

Von den hier untersuchten Blutzellpopulationen trugen nur die neutrophilen
Granulozyten eindeutig zur Endothelzellapoptose im verwendeten in-vitro-Modell bei.
Daher wurde versucht, die Endothelzellapoptose durch Substanzen zu behindern,
die die Funktion der Neutrophilen hemmen oder Sekretionsprodukte der Neutrophilen
neutralisieren koénnen. Hierzu wurden Substanzen ausgewahlt, die auch zur
klinischen Anwendung beim Menschen zugelassen sind, namlich die Antioxidantien
Ascorbinsaure (Vitamin C) und Tocopherol, die Protease-Inhibitoren Ulinastatin und
Gabexat-Mesilat sowie das Methyl-Xanthin-Derivat Pentoxifyllin (Phosphodiesterase-

Hemmer).

4.4.1 Ascorbinsaure

Aktivierte  Neutrophile kénnen das Endothel durch Sekretion reaktiver
Sauerstoffspezies schadigen (Westlin & Gimbrone, 1993). Ascorbinsdure neutralisiert
reaktive Sauerstoffspezies und vermindert deren Produktion, z. B. Uber die
Hemmung der Peroxidase (Williams et al., 1984). Ascorbinsé&ure verhindert auch bei
der dekompensierten Herzinsuffizienz die Apoptose von GefdBendothelzellen in vitro

und in vivo (Rdssig et al., 2001).

Im untersuchten in-vitro-Modell der Malaria wurde eine dosisabhangige Hemmung
der durch Neutrophile verstarkten Endothelzellapoptose durch Ascorbinsaure
beobachtet (s. Abb. 9). Dabei zeigte sich keine lineare Dosis-Wirkungs-Beziehung,

sondern die Experimente lassen eine Schwelle fur die Wirkung bei einer
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Konzentration von etwa 10* M vermuten. Plasmaspiegel in dieser Hohe sind bei
gesunden Probanden mit oraler Gabe jedoch schwer zu erreichen (Levine et al.,
1996). Andererseits wurden bei adoleszenten Malariapatienten Serumspiegel in
dieser Hbhe gefunden (Hassan et al., 2004), mdglicherweise als Folge von
Ascorbinsaurefreisetzung aus Leukozyten. In der Literatur finden sich andererseits
auch Berichte Uber erniedrigte Ascorbinsaurespiegel bei Malaria tropica (Das &
Nanda, 1999), insbesondere bei Kindern (Hassan et al., 2004). Daraus kénnten sich
therapeutische Konsequenzen ergeben. Ob Ascorbinsdure bei komplizierter M.
tropica einen Nutzen bewirkt und bei welchen Patienten, wére in einer klinischen
Studie zu prifen, unter Einschluss intravendser Applikation, da hier hoéhere
Plasmakonzentrationen erreicht werden kénnen (Padayatty et al., 2004).

4.4.2 Tocopherol

Tocopherol neutralisiert als Antioxidans reaktive Sauerstoffspezies und bildet dann
selbst, durch Mesomeriestabilisierung, ein reaktionstrdges Radikal. Dadurch hat es
nur eine schwache oxidierende Wirkung. Tocopherol hemmt auBerdem Caspasen
und wirkt damit auch unabh&ngig vom antioxidativen Effekt apoptosehemmend
(Uemura et al., 2002). Bei Malariapatienten ist die Konzentration des Antioxidans
Tocopherol erniedrigt (Das & Nanda, 1999).

Im untersuchten in-vitro-Modell der Malaria wurde eine dosisabhangige Hemmung
der durch Neutrophile induzierten Endothelzellapoptose durch Tocopherol
beobachtet (s. Abb. 8). Tocopherol hat jedoch erst ab einer Konzentration von etwa
10° M eine deutliche antiapoptotische Wirkung. Da diese Konzentration beim
Menschen im Serum kaum zu erreichen ist, durfte Tocopherol zur Anwendung bei
der M. tropica des Menschen weniger geeignet sein, auch wenn diese Substanz im

Mausmodell cerebrale Komplikationen verhindern konnte (Thumwood et al., 1989).

4.4.3 Ulinastatin

Ulinastatin  hemmt Serinproteasen, darunter auch die Neutrophilen-Elastase
(Jonsson et al., 1982; Nakatani et al., 2001). AuBerdem wird ein direkter Effekt auf
die Neutrophilen mit Hemmung der Produktion und Sekretion der Neutrophilen-
Elastase diskutiert (Nakatani et al., 2001).
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Die beobachteten Effekte von Ulinastatin auf die Endothelzellapoptose zeigen eine
weitgehend kontinuierliche Wirkungszunahme bei steigenden Konzentrationen
oberhalb 107'° M (s. Abb. 10).

Ulinastatin verbessert bei padiatrischen Patienten, die sich einer Operation unter
Anwendung einer Herz-Lungen-Maschine unterziehen muissen, den pulmonalen
Sauerstoffaustausch in vivo (Sugita et al., 2002). In Tierversuchen konnte ein Benefit
im Outcome schwerer septischer Krankheitsbilder gezeigt werden (Murata et al.,
1994; Tani et al., 1993). Ob Ulinastatin bei komplizierter M. tropica einen Nutzen

bewirkt, ware in einer klinischen Studie zu prifen.

4.4.4 Gabexat-Mesilat

Obwohl Gabexat-Mesilat sowohl die Freisetzung von ROS durch Neutrophile als
auch die Chemotaxis hemmt (Mikawa et al., 1994) und die Expression von ICAM-1
auf den Endothelzellen negativ beeinflusst (Aosasa et al.,, 1998), konnte in der
vorliegenden Arbeit nur ein sehr geringer hemmender Effekt auf die Induktion von
Apoptose beobachtet werden (s. Abb. 11). Wahrscheinlich hemmt Gabexat-Mesilat,
im Gegensatz zu Ulinastatin, nicht die Neutrophilen-Elastase (Nakatani et al., 2001).
Die fehlende Wirkung von Gabexat-Mesilat kénnte somit ein Hinweis darauf sein,
dass die Wirkung des Ulinastatins in erster Linie auf einer direkten Hemmwirkung
gegenuber der Neutrophilen-Elastase beruht.

4.4.5 Pentoxifyllin (POF)

Pentoxifyllin hemmt bei muriner Malaria den Anstieg der TNF-a-Konzentration im
Serum und verhindert cerebrale Komplikationen (Kremsner et al., 1991). Beim
Menschen wurde jedoch in mehreren Studien kein klinischer Nutzen beobachtet und,
abgesehen von extrem hohen Dosen, kein Einfluss auf die TNF-a-Serumspiegel
gesehen (Hemmer et al., 1997; Wenisch et al., 1998; Looareesuwan et al., 1998). Im
Mausmodell scheint durch Pentoxifyllin die verminderte TNF-a-Freisetzung zu einer
Verminderung der Leukozytenadhasion am Endothel zu fihren (Kremsner et al.,
1991; Boogaerts et al.,, 1990). TNF-a trdgt zur Adhé&sion von Neutrophilen am
Endothel bei, indem es Endothelzellen aktiviert und die Expression von

Adhéasionsmolekilen hochregelt. POF vermindert die Adh&sion dabei auf zwei
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Ebenen, durch Hemmung der TNF-a-Freisetzung und durch Hemmung der durch

TNF-a induzierten E-Selektin-Expression am Endothel (Bahra et al., 2001).

Im hier verwendeten in-vitro-Modell wurde POF zusammen mit dem Patientenserum
eingesetzt. Neutrophile bilden selbst kein TNF-a. Eine hemmende Wirkung von POF
auf die TNF-a-Freisetzung wurde somit ausgeschaltet, so dass es nur durch die
Hemmung nachgeschalteter Mechanismen hatte wirken kénnen. Hierbei ware eine
Wirkung von POF auf Neutrophile, u. a. durch Hemmung der Sekretion aus den
Granula (Sullivan et al., 1988; Deree et al., 2006) oder auf Endothelzellen (Kudoh et
al., 1995; Coe et al., 1997) denkbar.

Im untersuchten Modell der Malaria tropica hatte POF keine hemmende Wirkung auf
die Endothelzellapoptose (s. Abb. 12), dagegen konnte mittels TNF-a-Antikérpern
der Anteil geschadigter Endothelzellen reduziert werden. TNF-a scheint also tber
Mechanismen zu wirken, die wesentlich zur Endothelschadigung durch Neutrophile
beitragen, aber nicht durch POF hemmbar sind. Somit ist eine Wirkung Uber die
Unterdriickung der Hochregelung von E-Selektin (Bahra et al., 2001) im vorliegenden

Modell wenig wahrscheinlich.

4.4.6 Kombination von Ulinastatin und Ascorbinsaure

Sowohl Ulinastatin als auch Ascorbinsdure zeigten in den vorliegenden
Experimenten einen hemmenden Effekt auf die Endothelschédigung durch
Neutrophile. Wegen der unterschiedlichen Wirkcharakteristika stellte sich die Frage
nach einem mdglichen Kombinationseffek.

In den hier vorgestellten Experimenten hatte die Kombination von Ascorbinsdure und
Ulinastatin einen starker hemmenden Effekt auf die Endothelschadigung als jeder
der Hemmstoffe alleine. Ob dieser Kombinationseffekt eine biologische Bedeutung
hat, ist offen. An der isolierten Rattenlunge wurde eine Endothelschadigung durch
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und Neutrophilen-Elastase induziert, wobei die
Schadigung am ausgepréagtesten war, wenn zunachst ROS, dann Neutrophilen-
Elastase appliziert wurde (Baird et al., 1986). Dies konnte darauf beruhen, dass
reaktive Sauerstoffspezies Protease-Inhibitoren zerstéren, die sonst das Endothel vor

einer Schadigung durch Elastase schitzen kénnten (Stief & Heimburger, 1988).

52



4.5 Wirkung verschiedener Hemmsubstanzen auf die Verhinderung
der Endothelapoptose in Anwesenheit und Abwesenheit

mononukleéarer Zellen

Wie oben diskutiert, konnte eine Wirkung von mononukledren Zellen auf die

Apoptoserate der Endothelzellen nicht eindeutig belegt werden.

Nur in einem Experiment mit Serum eines Patienten, der an M. tropica verstarb,
zeigte sich eine leichte Verringerung der Apoptoserate nicht nur durch Ascorbinsaure
und Ulinastatin, sondern auch durch Gabexat-Mesilat und Pentoxifyllin (s. Abb. 21).
Eine ahnliche Tendenz ist bei Serum von komplizierter, nicht tédlicher M. tropica
angedeutet (s. Abb. 20). Ascorbinsadure und Ulinastatin bewirken ferner keine
reproduzierbare Apoptosehemmung in An- oder Abwesenheit von mononukledren
Zellen (s. Abb. 18 und 19). Dies steht im Einklang mit der Annahme, dass die
antiapoptotische Wirkung dieser Substanzen im Wesentlichen auf Neutralisierung
von reaktiven Sauerstoffspezies durch Ascorbinsdure sowie Neutralisierung von
Elastase durch Ulinastatin beruht, die durch Neutrophile, aber nicht oder nur kaum

durch mononukleéare Zellen sezerniert werden.
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5 Zusammenfassung

Malaria ist die haufigste parasitére Infektionskrankheit weltweit und fihrt zu 1,5 - 2,7

Millionen jéhrlichen Todesfallen.

Malaria tropica zeichnet sich durch ein besonders hohes Risiko fiir ein letal
verlaufendes Multiorganversagen aus, dabei spielt die Endothelschadigung

pathogenetisch eine zentrale Rolle.

Ziel dieser Arbeit war es, den Mechanismus des Endothelschadens und die Rolle
unterschiedlicher Blutzellpopulationen dabei zu untersuchen. Versuche mit

Hemmestoffen sollten einen Ausblick auf mdgliche Therapieoptionen eréffnen.

Endothelzellen aus Nabelschnurvenen wurden mit Serum von Malariapatienten bzw.
von gesunden Kontrollpersonen in An- und Abwesenheit von neutrophilen
Granulozyten, mononukledren Zellen (i. e. Lymphozyten und Monozyten),
Thrombozyten oder Erythrozyten inkubiert. AnschlieBend wurden die apoptotischen
Endothelzellen mittels TUNEL-Farbung markiert und der Anteil der apoptotischen
Zellen ermittelt.

Ferner wurde untersucht, ob Ascorbinsdure, Tocopherol, Ulinastatin, Gabexat-

Mesilat oder Pentoxifyllin die Endothelzellen vor Schadigung schitzen kann.

Mittels AntikOrper gegen TNF-a wurde die Rolle dieses Zytokins in der Auslésung
von Apoptose in Gegenwart von neutrophilen Granulozyten und Patientenserum
untersucht. Durch Verwendung von Siebeinsatzen wurde untersucht, ob die
Steigerung der Apoptoserate von Endothelzellen durch Neutrophile den direkten

Kontakt zwischen Neutrophilen und Endothel erfordert.
Nach Inkubation der Endothelzellen mit Serum von Malariapatienten wurden héhere

Apoptoseraten der Endothelzellen beobachtet als nach Inkubation mit Serum von

gesunden Kontrollpersonen.
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Die apoptoseinduzierende Wirkung von Patientenserum wurde durch neutrophile
Granulozyten deutlich verstarkt, nicht jedoch durch Thrombozyten oder Erythrozyten.
Ein reproduzierbarer Effekt von mononukleéren Zellen wurde nicht festgestellt. Hier

waren weitere Experimente erforderlich.

Der proapoptotische Effekt von Patientenserum in Kombination mit Neutrophilen
konnte durch Ascorbinsaure, Tocopherol und Ulinastatin gehemmt werden, nicht
jedoch durch Gabexat-Mesilat oder Pentoxifyllin.

Hemmversuche mit Antikbrpern gegen TNF-a zeigten, dass TNF-a im
Patientenserum zur Apoptoseinduktion durch Neutrophile beitragt. Ferner zeigten
Versuche mit Siebeinsatzen, dass neutrophile Granulozyten fir ihren

proapoptotischen Effekt den direkten Kontakt mit den Endothelzellen benétigen.

Die vorliegenden Ergebnisse weisen darauf hin, dass Apoptose wesentlich zum
Endothelschaden bei Malaria beitragt.

Dabei scheint den neutrophilen Granulozyten und ihren Sekretionsprodukten
(insbesondere ROS und HNE) neben Bestandteilen des Patientenserums

(insbesondere TNF-a) eine besonders wichtige Rolle zuzukommen.

Die Neutralisation von ROS mit Ascorbinsdure und die Hemmung von Elastase durch
Ulinastatin sind ein denkbarer therapeutischer Ansatz zur Verhinderung des
apoptotischen Endothelschadens. Dies miisste jedoch in klinischen Studien gepruft

werden.

Da die neutrophilen Granulozyten fir ihre proapoptotische Wirkung den direkten
Kontakt zu den Endothelzellen zu bendtigen scheinen, sollte ferner untersucht
werden, welche Rezeptoren hier beteiligt sind. Hieraus kdnnten sich weitere
therapeutische Ansatze zur Verhinderung des Endothelschadens ergeben.
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Material

Geriate

Inversions-Fluoreszenzmikroskop

Axiovert

Elektronisches Lichtmikroskop
Typ CK40-F200
CO;-Brutschrank

CELL-DYN 3500

Zentrifuge Biofuge stratos
Baujahr 1999

Utensilien

Kulturflaschen
SFCA-Bottle Top Filter
0,2 ym Pore Size
Well-Platten (96er)

Well-Platten mit Siebeinsatz

Pharmaka

Ascorbinséaure (Vitamin C)
Gabexat-Mesilat

Pentoxifyllin
Ulinastatin

Tocopherol

Zeiss, Jena

Olympus optical, Japan

Heraeus, Hanau
Abbott Laboratories, USA

Heraeus Instruments

Merck Eurolag GMBH
Nalgene, USA

NunclonTM Delta Surface,
Danemark
Nunc, Wiesbaden & Costar-

Corning, Schiphol, Niederlande

Jenapharm, Jena

Ono Pharmaceutical Co., Osaka,
Japan

Sigma, Minchen

Mochida Co., Tokyo, Japan

Sigma, Minchen



Reagenzien

Albumin, Rind, Fraktion V, 96 %

Antibiotic Antimycotic Solution, steril
(10.000 units Penicillin + 10 mg Streptomycin
+ 25 ug Amphotericin B)/ ml

bECGF sterile-filtered, lyophilized
(Endothelial Cell Growth Factor, Rind)
DABCO (1,4-diazabicyclo(2.2.2)octane)
ECGS (Endothelial Cell Growth Supplement)

FBS (Fotales Kalberserum), steril
Glukose, D-(+)-Glukose

Glutamin, L-Glutamin

HEPES, 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-
1-piperazinyl)-ethansulfonsdure
Heparin-Natrium, Schwein

Histopaque - 1077

Dichte 1.077 +/- 0.001 g/ml

Kollagenase 440 units/ mg,

1,6 FALGPA-units/ mg
Magnesiumchlorid, wasserfrei
Meglumine-Diatrizoate

Percoll, Dichte 1.130+/- 0.005 g/ml,

pH 8,9 +/- 0,3 bei 20 °C

RPMI 1640 Medium (mit L-Glutamin)
Natrium-Diatrizoate (\Wassergehalt 6,8 %)
(3,5-Bis(acetylamino)-2,4,6-triiodo-
benzoat-Natrium)

Triton x 100, Alkylphenylpolyaethylenglykol
Trypsin EDTA (ohne Ca++, Mg++)

Sigma, USA
Sigma, USA

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

Sigma, Minchen

Intracel Corporation, Rockville
MD, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Serva Feinbiochemie,
Heidelberg

Merck, Darmstadt

Sigma, USA
Nalgene, Sigma
Diagnostics, USA
Sigma, USA

Fluka Chemika, Schweiz
Sigma, USA
Sigma, USA

Gibco

Sigma, USA

Merck
Gibco BRL



Farbe- und Nachweis-Substanzen/ Antikérper

Neutralisierende TNF-a-Immunglobulin G- R&D Systems, Wiesbaden
Antikorper
In Situ Cell Death Detection Roche Diagnostics, Mannheim

(fir TUNEL-F&rbung)

Puffer, L6sungen und Medien

Sparmedium

Antibiotic/ Antimycotic 5 mi
HEPES 7 ml
L-Glutamin 5ml
Polymycin B 500 pl

auf 500 ml mit RPMI 1640 Medium

auffillen, pH auf 7,4 einstellen, filtrieren

HEPES-Grundlésung
Aqua ad iniectabilia 1000 ml
HEPES ((N- (2-Hydroxyethyl)-piperazin-N’- | 238 g

2-ethansulfonsaure)

HEPES-Puffer (ohne Calcium, zehnfach-

konzentriert)

Aqua ad iniectabilia ad 1000 ml
Glucose 20,049
HEPES 238g
MgCl, 194

NaCl 80,09

KCI 30g

pH 7,4, gefiltert




HEPES-Puffer (mit Calcium, zehnfach-
konzentriert)

Aqua ad iniectabilia ad 1000 mi
CaCl; 3,68 ¢
Glucose 20,0¢g
HEPES 23,89
MgCl; 199
NaCl 80,0 g
KCI 3,049
pH 7,4, gefiltert

Kollagenaselésung

Albumin (BSA) 5049
CB-Puffer ad 500 ml
Kollagenase 250 mg
zentrifugiert (3900 x g) und anschlie3end

filtriert

Vollmedium

Antibiotic/ Antimycotic 5ml
ECGF 28,0 mg
FBS 100 ml
HEPES 7ml
L-Glutamin 5 mi
Polymycin B 500 pl
Porcine Heparin 30,0 mg

auf 500 ml mit RPMI 1640 Medium
auffullen, pH auf 7,4 einstellen, filtrieren




Gelatine

Aqua ad iniectabilia 100 ml
Gelatine 20g9
Polymycin B 200 pl
Aqua ad iniectabilia und Gelatine 1 Stunde

bei 56°C erwarmt, Polymycin B

hinzugeflgt, filtriert

Percoll-Gradienten

PBS 2,2 ml
Percoll (90 %) 7,8 ml
Dichte von 1,098 g/ml

PBS 3,0 ml
Percoll (90 %) 7,0 ml
Dichte von 1,090 g/ml

PBS 3,7 ml
Percoll (90 %) 6,3 ml
Dichte von 1,081 g/ml

Hypaque-Dichtegradient

Aqua ad iniectabilia 50 ml
Meglumin Salz 309
NaCl 159

auffillen mit Aqua ad in. auf ca. 400 ml,
unter Erhitzen Lésen der Salze, Einstellen
auf eine Dichte von 1,060 g/ml bei pH = 6,8
(bei 20°C), filtrieren, lichtgeschitzt im

Kihlschrank verwahren




PBS-Puffer (isoton)

Aqua ad iniectabilia ad 1000 ml
Dikaliumhydrogenphosphat 0,57 g
Kaliumdihydrogenphosphat 0,34 g
Natriumchlorid 7649

pH 7,4, dampfsterilisiert

Permeabilisierungslésung

(0,1 %Triton X-100/0,1 % NacCl)

Natriumcitrat-Puffer 3 ml
Triton-Stamml&sung) 1ml
Natrium-Chlorid 0,9% ad 100 ml
BSA-Lésung (1 %)

BSA 0,59
Aqua ad iniectabilia 50 ml
DABCO-haltige Lésung

DABCO 1200 mg
Glycerin (87 %) 100 ml
PBS 100 ml

Lagerung gekuhlt und lichtgeschitzt
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Thesen

A. Zielstellung der Arbeit

A.1. Malaria ist die haufigste parasitare Infektionskrankheit weltweit und fihrt zu 1,5-

2,7 Millionen Todesféllen pro Jahr.

A.2. Von den vier humanpathogenen Malariaparasiten ist Plasmodium falciparum fir

die Mehrheit der Todesfalle verantwortlich.

A.3. Haupttodesursache sind das Versagen lebenswichtiger Organe (insbesondere

Lunge, Nieren und Gehirn).

A.4. Ein zentraler Pathomechanismus der tédlichen Organkomplikationen ist die
Schadigung von Gefallendothel. Diese Schadigung bedingt Stérungen der

Permeabilitdt und der Rheologie und fuhrt zum Multiorganversagen.

A.5. Ob Apoptose zum Endothelschaden und damit zum Organversagen beitragt, ist

bisher nicht hinreichend geklart.

A.6. Ferner ist offen, welche Blutzellpopulationen des Wirtes in den Patho-

mechanismus des Endothelzellschadens involviert sind.

A.7. Als in-vitro-Modell wurden kultivierte Endothelzellen aus menschlichen Nabel-

schnurvenen (HUVEC) verwendet.

A.8. Diese wurden mit Patientenserum in An- oder Abwesenheit verschiedener

Blutzellpopulationen untersucht.

A.9. Ferner wurde untersucht, ob die Apoptoserate von Endothelzellen in
Anwesenheit von mononukledren Zellen oder Neutrophilen durch verschiedene
Hemmstoffe (Ascorbinsdure, Tocopherol, Ulinastatin, Gabexat-Mesilat und

Pentoxifyllin) verringert werden kann.



A.10. Mittels Siebeinsdtzen wurde untersucht, ob zur Induktion von Apoptose in
Endothelzellen durch Patientenserum und Neutrophile der direkte Kontakt zwischen
Endothelzellen und Neutrophilen erforderlich ist.

A.11. Mittels neutralisierender Antikérper gegen TNF-a wurde untersucht, ob das im

Patientenserum vorhandene TNF-a zur Apoptoseinduktion beitragt.



B. Hauptaussagen der Arbeit

B.1. Im gewahlten Modell induziert Serum von Patienten mit Malaria tropica die

Apoptose von kultivierten Endothelzellen.

B.2. Diese apoptoseinduzierende Wirkung wurde durch Neutrophile wesentlich

verstarkt.

B.3. Die Verstarkung der Apoptose durch Neutrophile wurde durch den Einsatz von
Siebeinsatzen, die Endothelzellen und Neutrophile voneinander getrennt halten,

verhindert.

B.4. Die Neutralisierung von TNF-a durch spezifische Antikdrper reduzierte ebenfalls
den verstarkenden Effekt von Neutrophilen auf die Endothelzellapoptose bei Malaria

tropica.

B.5. In Gegenwart von neutrophilen Granulozyten zeigten Ascorbinsdure, Tocopherol
und Ulinastatin eine dosisabhangige hemmende Wirkung auf die Apoptose von

Endothelzellen bei Malaria tropica, nicht aber Gabexat-Mesilat und Pentoxifyllin.

B.6. Ascorbinsdure und Ulinastatin haben dabei in Kombination eine starkere

antiapoptotische Wirkung als jede Substanz fir sich alleine.

B.7. Fir mononukleare Zellen liel3 sich eine Verstarkung der apoptoseinduzierenden
Wirkung von Serum eines Patienten mit Malaria tropica auf die Endothelzellapoptose

nicht belegen.

B.8. Thrombozyten und nichtparasitierte Erythrozyten fiihrten im angewandten
Modell ebenfalls nicht zu einer Verstarkung der apoptoseinduzierenden Wirkung des

Patientenserums.



C. Wissenschaftliche Wertung der Ergebnisse

C.1. Kultivierte Endothelzellen menschlicher Nabelschnurvenen (HUVEC) sind als
in-vitro-Modell des GefalRendothels etabliert. Sie spiegeln wichtige in-vivo-

Eigenschaften des Gefaliendothels in vitro wieder.

C.2. Zur Aufreinigung der Blutzellpopulationen wurden Verfahren bevorzugt, bei
denen eine vorzeitige Aktivierung der Zellen wahrend der Isolation vermieden wird
und bei denen die zu untersuchenden Zellen in hinreichender Reinheit isoliert

werden konnten.

C.3. Das zum Apoptosenachweis verwendete TUNEL-Verfahren ist besonders zum
Nachweis von Apoptose in Zellkulturen geeignet und zeichnet sich durch die
Mdoglichkeit einer direkten Auswertung einzelner Zellen mittels Fluoreszenz-

mikroskopie aus.

C.4. Diese Arbeit zeigt, dass das verwendete in-vitro-Verfahren zur Untersuchung
der apoptosehemmenden Wirkung von Pharmaka an Endothelzellen verwendet

werden kann.

C.5. Erstmals wurden in einer Versuchsreihe der Einfluss verschiedener in der
Literatur diskutierter Blutzellpopulationen auf die Endothelschadigung bei Malaria

tropica untersucht.

C.6. Von den untersuchten Blutzellen zeigen allein Neutrophile einen eindeutigen
verstarkenden Effekt auf die Apoptoseinduktion durch Patientenserum (Malaria

tropica).

C.7. Die apoptoseinduzierende Wirkung des Patientenserums ist wenigstens zum

Teil abhangig von TNF-a.

C.8. Die apoptoseinduzierende Wirkung des Patientenserums scheint durch den

direkten Kontakt von Neutrophilen und Endothelzellen verstarkt zu werden.



D. Allgemeine Bedeutung der Ergebnisse

D.1. Die Schadigung von Endothelzellen durch Apoptose ist bei Malaria tropica

wahrscheinlich ein wesentlicher Pathomechanismus des tédlichen Organversagens.

D.2. Die Identifikation des Schadigungsmechanismus ist die Vorraussetzung fir die

gezielte Suche nach pharmakologischen Angriffspunkten.

D.3. Diese Arbeit zeigt mdgliche Angriffspunkte auf, ndmlich die Aktivierung der
Neutrophilen durch TNF-a im Patientenserum und die Interaktion von Neutrophilen

und Endothelzellen.

D.4. Aufgrund von pathophysiologischen und therapeutischen Uberlegungen wurden
Pharmaka getestet, die Sekretionsprodukte von Neutrophilen neutralisieren und die
zur Anwendung beim Menschen in mindestens einem Land der Welt zugelassen

sind.

D.5. Zu den meisten der verwendeten Pharmaka liegen noch keine klinischen
Studien bei Malariapatienten vor. Insbesondere die Untersuchung der Effekte von
Ascorbinsdure und Ulinastatin in der klinischen Anwendung bei Malaria tropica

erscheint sinnvoll.

D.6. Weitere pharmakologische Wirkstoffe und Targets koénnen in weiteren

Versuchsreihen identifiziert werden.
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