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Ubersicht zu den unterschiedlichen Malariaformen

Tab.| Malariaerreger und Malariaformen

Erreger
Erkrankung
Inkubationszeit

Dauer der
Blutschizogonie
Fieberrhythmus
Parasitamie
Bevorzugte
Erythrozyten
Symptomatik

Rezidive/
Rekrudeszenz
Diagnostik
Mikroskopie:
Trophozoit im
Blutausstrich
(Ringformen —

amdboide Form)

Therapie

P. falciparum
Malaria tropica

7 — 30 Tage (evtl.
langer)

48 h (oft asynchron)

Irregular
Unbegrenzt
Alle

Irreguléres Fieber,
Organkomplikationen

Keine

P. vivax, P. ovale
Malaria tertiana

12 Tage bis > 1 Jahr
48 h (meist synchron)
48 h*

Max. 2%

Junge (Retikulozyten)

Fieber jeden 2. Tag*

Rezidive (Hypnozoiten)

.':f‘ -.‘
o R ks

P.vivax P.ovale

ATC/ Chloroquin +
Primaquin (gegen

Hypnozoiten)

P. malariae
Malaria quartana
18 — 50 Tage (evtl.
langer)

72 h (meist synchron)
72 h

Max. 1 — 2%

Alte
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Rekrudeszenz

ACT/ Chloriquin

Tabelle nach Léscher und Burchard 2010, Abbildungen aus ,Atlas of Tropical Medicine and Parasitology*
(Peters und Pasvol 2006), ACT: Artemisinin-basierte Kombinationstherapie, h: Stunde, *bei P. vivax und
bei zwei verschiedenen Parasitengenerationen auch tagliches Fieber méglich
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1 Zusammenfassung

Hintergrund: Malaria wéahrend der Schwangerschaft stellt in tropischen und
subtropischen Gebieten noch immer eine besondere medizinische Herausforderung
dar. Von den fanf humanpathogenen Erregerarten flhrt vor allem die Infektion mit
Plasmodium falciparum zu fulminanten Verlaufen mit massiver Beeintrachtigung der
Schwangerschaft. Schwere Anamie der Mutter und Fehl-/Totgeburt sowie erniedrigtes
Geburtsgewicht beim Kind sind haufige Komplikationen, die jahrlich zu 10.000
mutterlichen und 200.000 perinatalen Todesfallen fihren. Die Entdeckung, dass P.
falciparum Uber die Expression des Oberflachenantigens VAR2CSA in der Plazenta
adharieren kann und Frauen in Endemiegebieten mit zunehmender
Schwangerschaftsanzahl (Paritat) eine gewisse Immunitat gegen VAR2CSA-tragende
Parasiten entwickeln, hat das Verstandnis der Schwangerschaftsmalaria neu gepragt
und lasst die Frage nach der Entwicklung eines effektiven Impfstoffes aufkommen. Die
folgende Arbeit gibt einen Uberblick Giber pathogenetische und immunologische
Vorgéange bei Infektion mit P. falciparum in der Schwangerschaft. Darauf aufbauend
werden Madoglichkeiten sowie Probleme und Herausforderungen im Bereich der
Impfstoffentwicklung diskutiert.

Methoden: Eine Literaturrecherche zum Thema ,Infektion mit P. falciparum in der
Schwangerschaft“ wurde in Form einer systematischen Ubersichtsarbeit durchgefiihrt,
wobei der Schwerpunkt auf den Gebieten Pathogenese, Immunologie und
Impfstoffforschung lag. Als Hauptliteraturquelle diente die medizinische
Onlinedatenbank PubMed. AuBerdem wurden medizinische Fachbuicher sowie
aktuelle Berichte, Empfehlungen und Leitlinien der WHO hinzugezogen.

Ergebnisse: Plazentare P. falciparum-Stamme exprimieren das Oberflachenantigen
VAR2CSA auf den infizierten Erythrozyten, welches spezifisch an Chondroitinsulfat A
(CSA) im intervill6sen Raum der Plazenta bindet. Die Adhasion infizierter Erythrozyten
fihrt zu einer lokalen Entziindungsreaktion, die das immunprotektive Milieu
beeinflusst, Plazentawachstum und Nahrstofftransport beeintrachtigt und fetale
Entwicklungsstérungen begunstigt. Ein erhdhter Erythrozytenabbau in Kombination
mit einer verminderten bzw. gestérten Erythrozytenneubildung tragt zur Entwicklung
der mutterlichen Anémie bei. In Endemiegebieten nimmt mit zunehmender Paritat die

Haufigkeit von plazentaren wie peripheren Parasitdmien ab. Dies wird auf die Bildung
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von Antikérpern gegen VAR2CSA-tragende Parasitenstamme zurlickgefiihrt. Solche
Antikérper sind (I) geschlechtsspezifisch und paritatsabhangig, (II) mit verminderten
Infektions- und Komplikationsraten assoziiert, (lll) kreuzreaktiv gegen verschiedene
plazentare Stdmme wirksam und hemmen (IV) in vitro die CSA-Bindung. VAR2CSA
ist ein groBes und komplex aufgebautes Oberflachenprotein, das aus mehreren
Domanen mit zahlreichen Polymorphismen besteht. Daher steht die Identifizierung
kleinerer immunogener VAR2CSA-Abschnitte, die eine effektive Immunantwort mit
kreuzreaktiven und bindungshemmenden Antikérpern hervorrufen, im Zentrum der
Impfstoffforschung. Mittels kinetischer Studien kann die minimale CSA-
Bindungsregion in N-terminalen Multidomanen von VAR2CSA lokalisiert werden. Bei
der Analyse der natlrlichen Antikérper kénnen keine Epitope ausfindig gemacht
werden, die starker immunogen sind als andere. In Labortieren hervorgerufene
Antikérper zeigen, dass die Domane DBL4 sowie N-terminale Multidomanen, wie
DBL1-2 und ID1-ID2a, die CSA-Bindung in vitro hemmen kénnen.

Diskussion und Schlussfolgerung: Da die aktuellen PraventionsmafBnahmen gegen
Malaria in der Schwangerschaft einige Grenzen aufweisen, wéare eine Impfung ein
guter Weg, um Frauen in Endemiegebieten effektiv vor Komplikationen zu schitzen.
Ein auf VAR2CSA-basierender Impfstoff bietet dabei einen vielversprechenden
Ansatz. Allerdings stellen vor allem GréBe und Polymorphismus des Proteins ein
Hauptproblem dar. N-terminale Multidoméanen, wie DBL1-2 und ID1-ID2a, haben sich
in praklinischen Studien bewéahrt und sind Bestandteil zweier Impfstoffe, die sich in
Phase | der klinischen Prifung befinden. Da die natirliche Immunitat aber
héchstwahrscheinlich durch die Konfrontation mit verschiedenen VAR2CSA-Domanen
und -Varianten entsteht, stellt sich die Frage, ob ein relativ kleiner Abschnitt eines
einzigen Stammes eine ausreichende Immunantwort hervorrufen kann. Sollte die
Wirkung der Impfstoffe bezlglich Bindungshemmung, Kreuzreaktivitdt oder
Immunogenitat nicht hinreichend sein, werden verschiedene Mdglichkeiten der
Impfstoffoptimierung herausgearbeitet. So kénnten die N-terminalen Bereiche (l) mit
weiteren Domanen, insbesondere DBL4, kombiniert, (Il) aus mehreren Genotypen
zusammengesetzt oder (lll) an Trager, die eine potentere Immunantwort induzieren,
wie virusartige Partikel (VLPs), gebunden werden. Intensive Grundlagenforschung,
zahlreiche préklinische Studien und verschiedene Optimierungsoptionen geben
Anlass zur Hoffnung, dass effektive Impfstoffe gegen Schwangerschaftsmalaria

entwickelt werden kénnen.
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2 Einleitung

2.1  Malaria
~.Malaria is preventable and curable.”

(WHO 2016¢)

Malaria, die bedeutendste parasitéare und am weitesten verbreitete Infektionskrankheit
der Menschheit, ist laut WHO vermeidbar und heilbar. Umfangreiche Programme zur
Eindammung von Malaria stltzen diese Behauptung: zwischen den Jahren 2010 und
2015 sank die Inzidenz von Malaria um 21%, die Mortalitdt um 29% weltweit. Doch
trotz rlcklaufiger Zahlen und guter praventiver sowie therapeutischer MaBnahmen
sterben jahrlich noch immer knapp eine halbe Millionen Menschen an dieser Krankheit.
Neben Kindern sind schwangere Frauen eine besondere Risikogruppe (WHO 2016b).

2.1.1 Definition und Klassifikation

LUnter Malaria versteht man eine Gruppe von Infektionskrankheiten, die durch
bestimmte, von Stechmiicken der Gattung Anopheles (bertragene Protozoen
(Plasmodien) hervorgerufen werden und in der Regel einen typischen Fieberverlauf
zeigen.” (Winke 1993)

Protozoen sind einzellige, zellkernhaltige (eukaryote) Organismen, die bereits dem
Tierreich zugeordnet werden (Hof und Dérries 2014). Zu den humanpathogenen
Protozoen der Familie der Plasmodien gehéren P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P.
malariae und P. knowlesi. Malaria tropica, verursacht durch P. falciparum, ist die mit
Abstand haufigste und infolge lebensbedrohlicher Komplikationen geféhrlichste
Malariaform. Malaria tertiana mit meist typischem Fieber im 48-h-Rhythmus wird durch
P. vivax und seltener durch P. ovale hervorgerufen, Malaria quartana mit Fieber im 72-
h-Rhythmus durch P. malariae (Gill und Beeching 2011). Infektionen mit P. falciparum
und P. vivax kénnen in der Schwangerschaft zu schweren Komplikationen flihren
(McLean et al. 2015). P. knowlesi, eine erst 2004 als bedrohlich erkannte, in
Sudostasien vorkommende Plasmodienart, scheint bei Schwangeren dagegen keine
Probleme zu verursachen (Barber et al. 2015, Singh et al. 2004). Auch Infektionen mit
P. ovale und P. malariae besitzen in der Schwangerschaft nur bei Koinfektion mit P.
falciparum Klinische Relevanz (Williams et al. 2016a, Walker-Abbey et al. 2005).



2 Einleitung Seite |4

2.1.2 Entwicklungszyklus der Plasmodien

Plasmodien durchlaufen einen komplexen Entwicklungszyklus, der mit einem
Wirtswechsel verbunden ist. Die weibliche Anophelesmiicke, in der die sexuelle
Entwicklung stattfindet, dient dabei als Hauptwirt; der Mensch, in dem die asexuelle
Vermehrung in zwei Generationszyklen (hepatisch und erythrozytar) ablduft, als
Zwischenwirt (Léscher und Burchard 2010). Abbildung 1 zeigt den Lebenszyklus der

e -

Abb. 1 Entwicklungszyklus des Malariaparasiten (Gupta 2012)
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Zyklus in der Anophelesmiicke: Sporogonie

Durch den Stich eines an Malaria erkrankten Menschen, in dessen Blut Vorstufen der
Fortpflanzungszellen, sog. Gametozyten, zirkulieren, infiziert sich die
Anophelesmiicke mit dem Malariaerreger. Die Gametozyten entwickeln sich zu
geschlechtsreifen mannlichen Mikro- und weiblichen Makrogameten. Diese
verschmelzen zur Zygote (Gamogonie), die sich als Ookinet in der Magenwand der
Mucke einnistet. Der Ookinet differenziert sich zur Oozyste, aus der durch mitotische
Teilung Tausende von Sporozoiten entstehen. Uber den Speichel der Miicke werden
diese beim nachsten Stich in die menschliche Blutbahn injiziert (Hof und Dérries 2014).
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Zyklus im Menschen: Schizogonie

Uber die Blutbahn dringen die vorwiegend intrazellular lebenden Sporozoiten schon
nach kurzer Zeit aktiv in die Leberparenchymzellen ein. Hier vermehren sie sich
mitotisch zu Schizonten (Gewebsschizonie), aus denen wiederum je nach
Plasmodienart 2.000 — 30.000 Merozoiten entstehen (Léscher und Burchard 2010).
Eine Besonderheit sind die bei P. vivax und P. ovale vorkommenden Sporozoiten, die
in einzelligem Ruhezustand in den Hepatozyten persistieren. Diese sog. Hypnozoiten
kénnen auch nach Wochen bis Jahren mit der Schizogonie beginnen und so die fir
Malaria tertiana typischen Rezidiven auslésen (Meyer 2007).

Die Merozoiten werden nun sukzessive aus den Hepatozyten in die Blutbahn
abgegeben, wo sie die zirkulierenden Erythrozyten befallen. P. falciparum kann in alle
Erythrozyten eindringen, wahrend P. vivax und ovale vorwiegend junge Erythrozyten
(Retikulozyten), P. malariae insbesondere alte Erythrozyten infizieren. Somit ist die
Parasitamie bei Malaria tropica quantitativ nicht begrenzt (Léscher und Burchard
2010). Im Stroma der roten Blutzellen differenzieren die Merozoiten zu jungen
Trophozoiten, die sich lichtmikroskopisch als typische Siegelringe mit zentraler
Nahrungsvakuole und an den Rand gedrangten Kern darstellen. Die Trophozoiten
entwickeln sich zu Blutschizonten, welche sich wiederum in mehrere Merozoiten teilen
(Hof und Dérries 2014). Mit der Ruptur der Erythrozyten kommt es zur Freisetzung
der Merozoiten, die erneut rote Blutzellen befallen. Daneben werden Gametozyten
gebildet, die beim Stich von der Anophelesmiicke aufgenommen werden und in ihr die
sexuelle Fortpflanzung beginnen. Damit ist der Kreislauf der Malariaparasiten
geschlossen (Winke 1993).
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2.1.3 Epidemiologie

Countries with ongoing transmission of malaria, 2013

Confirmed malaria cases per 1000 population ”

| B s

B s0-100 :
10-50
1-10

0.1-1
0-0.1
No ongoing malaria transmission

Not applicable

Abb. 2 Inzidenz der Malariaerkrankungen pro 1000 Einwohnern, 2013 (WHO 2014)

Dem ,World Malaria Report 2014“ zufolge lebt mit derzeit ca. 3,3 Milliarden Menschen
beinahe die Halfte der Weltbevélkerung in Gebieten mit Malariatransmission. Uber ein
Drittel davon lebt unter ,hohem Risiko® (Erkrankungsinzidenz Gber 1/1000 pro Jahr)
(WHO 2014). Im Jahr 2013 wurden von der WHO die Erkrankungen an Malaria auf
etwa 198 Millionen, die Zahl der Todesfélle auf etwa 584.000 weltweit geschatzt.
Betroffen sind vor allem Kinder unter finf Jahren und schwangere Frauen in der
Subsahara-Region (WHO 2014). Malaria tropica, verursacht durch P. falciparum,
macht weltweit 70 — 80%, in Afrika sogar 90% der Malariainfektionen aus und ist fir
beinahe alle Todesfalle verantwortlich (L6scher und Burchard 2010). Abbildung 2
veranschaulicht die Malariainzidenz pro 1000 Einwohner im Jahr 2013 (WHO 2014).

Zur klassischen Endemizitatsbestimmung dient die sogenannte Milzrate. Da die Milz
maBgeblich an der Eliminierung infizierter roter Blutzellen beteiligt ist, ist die
Splenomegalie ein typisches Merkmal bei Malariainfektion. Der prozentuale Anteil an
Zwei- bis Neunjahrigen mit tastbar vergréBerter Milz bestimmt die Einteilung in hypo-,
meso-, hyper- und holoendemische Regionen. Daneben wird auch zwischen Gebieten
mit ,Stabiler Malaria“ (hohe, ganzjahrige Transmission) und ,Instabiler Malaria“
(niedrige, saisonal schwankende Transmission) unterschieden. Regionen mit Stabiler
Malaria entsprechen hyper- und holoendemischen Gebieten, in denen wahrend der
Kindheit eine gewisse Immunitatsbildung beobachtet wird. Regionen mit Instabiler
Malaria sind vergleichbar mit meso- und hypoendemischen Bereichen; die Immunitat
der Bevdlkerung ist hier eher gering (vgl. Tab. 1) (L6scher und Burchard 2010).
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Tab. 1 Epidemiologische Einteilung von Malariagebieten, angelehnt an Léscher und Burchard 2010

Malariaendemizitat Milzrate (%)* Stabilitat Immunitéat
Hypoendemisch 0-10 Instabil Meist nichtimmun
Mesoendemisch 11 -50 Gemischte Immunitat
Hyperendemisch 51-75 Stabil Meist semiimmun
Holoendemisch >75

*prozentualer Anteil an Zwei- bis Neunjahrigen mit tastbar vergréBerter Milz
2.1.4 Allgemeine Pathogenese

Die Interaktionen zwischen den Parasiten und dem Wirt sind komplex. Als zentrale
pathogenetische Vorgange werden die Erythrozyteninvasion, der Parasiten-
metabolismus und die Endotheladhdsion P. falciparum-infizierter Erythrozyten
nachfolgend genauer untersucht. Daneben spielt auch die Reaktion des Kdrpers auf
den Erreger eine entscheidende Rolle (Miller et al. 2013).

Erythrozyteninvasion und Erythrozytenruptur

Frei im menschlichen Blut zirkulierende P. falciparum-Merozoiten binden an
Glycophorin A auf der Erythrozytenoberflache und dringen in mehreren Schritten in die
Blutkérperchen ein (Léscher und Burchard 2010). Dabei spielen zahlreiche weitere
Interaktionen und Signaltransduktionswege eine Rolle. Parasitdren Liganden, wie
beispielsweise RH5 (reticulocyte homology 5), parasitare Peptide, wie RON2 (rhyptry
neck protein 2) und AMA1 (apical membrane antigen 1), oder die parasitare
Proteinkinase A (PKA) sind laut Miller et al. an der Penetration beteiligt und eignen
sich als mégliche Strukturen fur kiinftige Antimalariamedikamente (Miller et al. 2013).
Bei der Erythrozytenruptur werden neben den Merozoiten sog. Malariatoxine wie
Hamozoin (sog. Malariapigment) und GPI (Glycosylphosphatidylinositol) freigesetzt.
Sie werden von Endothel- und Immunzellen Uber spezifische Rezeptoren, sog. Toll-
like Rezeptoren, erkannt und l6sen eine Entziindungsreaktion des Korpers aus
(Ndungu et al. 2005). Die dabei sezernierten proinflammatorischen Zytokine TNF und
IL-6 werden fir die Fieberanfélle verantwortlich gemacht (Warrell und Gilles 2002).
Zusatzlich werden bei der intravasalen Hamolyse Substanzen frei, die die
Stickstoffmonoxid-Bildung (NO-Bildung) behindern. NO ist ein wichtiger Regulator des
GefaBtonus, der GefaBintegritat sowie der Koagulation und Inflammation (Alberts et
al. 2011). Eine verminderte Bioverflgbarkeit kann folglich zu endothelialer Dysfunktion

fihren und zur Pathogenese eines schweren Verlaufs beitragen (Miller et al. 2013).
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Parasitenmetabolismus

Die Energie und Bausteine fur ihre Proteinsynthese beziehen die Parasiten aus dem
proteolytischen Abbau des Hamoglobins im Erythrozytenstroma. Dabei entsteht flir die
Plasmodien toxisches Hamatin (Fe(lll)-protoporphyrin 1X), das sie sofort in atoxisches
kristallines Hamozoin (sog. Malariapigment) umwandeln (Cook 1996). Dieser
essentielle Prozess bietet eine Bandbreite von Angriffspunkten fir Antimalariamittel.
Bekannte Medikamente wie Chloroquin und Piperaquin sowie Chinin, Mefloquin und
Lumefantrin greifen aktiv in diesen Vorgang ein (Mutschler et al. 2012). Parasiten-
spezifische Organellen, Nahrstoffkandle und Proteinkinasen werden aktuell als
potentielle, neue Angriffsstellen genauer untersucht (Miller et al. 2013).

Endotheladhésion P. falciparum infizierter Erythrozyten

P. falciparum bewirkt die Expression von hoch variablen Oberflachenantigenen, die
der Erythrozyt in seine Membran einbaut. Das bekannteste dieser Antigene ist das ,,P.
falciparum erythrocyte membrane protein-1“ (PfEMP-1). Es dient der Zytoadhéarenz
infizierter Erythrozyten am Endothel und somit der Umgehung ihrer Eliminierung in der
Milz (Hviid und Jensen 2015). Abb. 3 zeigt gemeinsame Strukturmotive des variablen
Proteins (Smith et al. 2001, Ndungu et al. 2005).

DBL2B @ DBL3y || DBL4: [ DBLSS [ CIDR25 D] ATs

Abb. 3 Aufbau von P. falciparum erythrocyte membrane protein-1, PfEMP-1 (Smith et al. 2001)

NTS: N-terminales Segment, DBL1-5/ a-¢: Duffy-binding-like Doméanen 1-5/ a-¢, CIDRa/B: zysteinreiche
Interdoméanene ao/B (cysteine-rich interdomain region o/f), C2: konstante Doméane 2 (constant 2), TM:
Transmebrandomaéne, ATS: saures terminales Segment (acidic terminal segment)

Die intrazellulare Domane ATS ist hoch konserviert und verankert das Protein in der
Erythrozytenmembran. Der extrazellulare Teil ist duBerst variabel, wird aber von vier
Strukturmotiven gepragt: mehrere Duffy-binding-like Doméanen (DBL; a-€), eine oder
zwei zysteinreiche Interdoméanen (CIDR; a, B), eine konstante Doméne (C2) und ein
N-terminales Segment (NTS) (Ndungu et al. 2005). PfEMP-1 wird von ca. 60
verschiedenen Genen (sog. var-Genen) codiert, von denen immer nur eines zur selben
Zeit exprimiert wird. Mit jedem Zyklus kommt es zu epigenetischen Modifikationen.
Kleine Subpopulationen der Parasiten kénnen zusatzlich auf die Expression
alternativer Formen von PfEMP-1 umschalten (,switching“), sobald das Immunsystem

Antikérper gegen das bei der Population aktuell vorliegende PfEMP-1-Protein
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entwickelt (Pasternak und Dzikowski 2009, Paget-McNicol et al. 2002). Uber die
Adhésionsdomanen des PfEMP-1 binden infizierte Erythrozyten an endotheliale
Rezeptoren wie CD36 (cluster of differation 36) und ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule 1) oder an plazentare Rezeptoren wie CSA (Chondroitinsulfat) (vgl. Abb. 4).
Dadurch akkumulieren sie in peripheren BlutgeféaBen, im Gehirn und in der Plazenta
und entziehen sich so der Eliminierung in der Milz. Dieser Vorgang wird als
Sequestration bezeichnet (Smith et al. 2001). Zudem besitzen infizierte Erythrozyten
die Fahigkeit, an nicht-infizierte Uber Rezeptoren wie beispielsweise CR1
(Complementrezeptor 1) oder IgM (Immunglobulin M) zu binden (Schmidt et al. 2015,
Stevenson et al. 2015) (vgl. Abb. 4). Dieser als Rosetting bezeichnete Prozess kann
zu Mikroobstruktion fhren, er schirmt die infizierten Erythrozyten vor Antikérpern ab
und erleichtert die Reinvasion in die umliegenden nicht-infizierten Erythrozyten (Wang
und Hviid 2015). Sequestration, Rosetting und hdmodynamische Veranderungen der
Erythrozyten fihren zu mikrovaskularen Zirkulationsstérungen und endothelialer
Dysfunktion. Unter anderem bedingt durch die reaktive Inflammation des Kérpers kann
es zum Verlust der GefaBintegritat und zur Aktivierung der Koagulation kommen (Miller
et al. 2013, Riedl et al. 2016). Diese Prozesse sind charakteristisch fir schwere
Verlaufe wie bei zerebraler und schwangerschaftsassoziierter Malaria (Kraemer und
Smith 2006).

In der Schwangerschaft bindet eine spezielle Variante des PfEMP-1, das sog.
VAR2CSA-Protein, an Chondroitinsulfat A in der Plazenta (Pasternak und Dzikowski
2009). Beim Vorhandensein einer Plazenta switcht eine P. falciparum-Subpopulation
auf die Expression des var2csa-Gens, eines der 60 var-Gene von PfEMP-1, um
(Scherf et al. 1998). Die genauen Mechanismen hierflr sind noch nicht vollstandig
verstanden. Das var2csa-Gen scheint einen eigenen regulatorischen Bereich, der die
Information flr die aktive Hemmung der Proteintranslation bei nicht-schwangeren
Personen enthélt, zu besitzen; auBerhalb der Schwangerschaft wird somit kein
VAR2CSA exprimiert (Amulic et al. 2009, Kraemer et al. 2007). Spezielle Initiations-
und Translationsfaktoren, wie beispielsweise der ,P. falciparum translation enhancing
factor* (PTEF), scheinen durch Reize aus der Umwelt diesen Prozess zu beeinflussen
und die Translation von VAR2CSA in Anwesenheit einer Plazenta zu férdern (Bancells
und Deitsch 2013, Chan et al. 2017). Auf die Struktur und Funktion von CSA und
VAR2CSA wird in den Kapiteln 5.1.2 und 5.1.3 naher eingegangen.

Abb. 4 veranschaulicht die verschiedenen Interaktionen.
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Abb. 4 Schematische Darstellung der Interaktion zwischen PfEMP-1 und verschiedenen endothelialen
und plazentaren Rezeptoren.

P. falciparum-infizierte Erythrozyten exprimieren PfEMP-1 auf ihrer Oberflache. Dieses bindet an
endotheliale Rezeptoren wie CD36 (cluster of differation 36) und ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule 1), sodass es zu ,Sequestration” in peripheren - auch zerebralen - GefaBen kommen kann.
Uber Rezeptoren wie CR1 (Komplementrezeptor 1) und IgM (Immunglobulin M) kann PfEMP-1 zudem
an nicht-infizierte Erythrozyten binden, was als ,Rosetting” bezeichnet wird. Beim Vorhandensein einer
Plazenta kommt es durch exogene Reize zur Expression von VAR2CSA, einer speziellen Variante von
PfEMP-1, die an CSA (Chondroitinsulfat) in der Plazenta binden kann. * nicht-infizierter Erythrozyt

2.1.5 Immunologie

Eine Reihe von angeborenen Erkrankungen, die eine Veranderung im Aufbau der
Erythrozyten bedingen, fihren zu einer gewissen nattrlichen Resistenz gegenlber
Malaria. An erster Stelle ist hier die Sichelzellandmie zu nennen, die in Afrika gehauft
beobachtet wird - vermutlich aufgrund eines Selektionsvorteils von heterozygoten
Tragern bei Malariainfektion (Cholera et al. 2008, Malowany und Butany 2012).
Weitere genetisch bedingte Variationen, die eine partielle Resistenz bewirken, sind die
Thalassamie (Gendefekt mit verminderter Globinkettenbildung), Hamoglobinopathien
(HbC und HbE) und ein Glucose-6-Phosphat-Dehyrogenase-Mangel (Léscher und
Burchard 2010). Auch fetales Hamoglobin (HbF) schitzt in Kombination mit
diaplazentar Ubertragenen maternalen Antikérpern das Neugeborene in den ersten
Lebensmonaten weitestgehend vor Malaria. Amaratunga et al. zeigen, dass HbF durch
Veranderung von PfEMP-1 die Zytoadharenz der infizierten Erythrozyten behindern

kann (Amaratunga et al. 2011). Als einzige vollstandige Resistenz gegenuber P. vivax-



2 Einleitung Seite |11

Infektionen galt lange Zeit das Fehlen des Duffy-Blutgruppenantigens (Fy(a-b-)), das
P. vivax zum Eindringen in die roten Blutkdrperchen bendtigt. Neuere Studien belegen
jedoch, dass P. vivax-Malaria auch bei Duffy-negativen Bevdlkerungsgruppen
auftreten kann (Woldearegai et al. 2013, Mendes et al. 2011).

Weiterhin sind viele komplexe Abwehrmechanismen sowohl des angeborenen als
auch des adaptiven Immunsystems an der Bekdmpfung der Malaria beteiligt. In
Gebieten mit hyper- bis holoendemischer Malariatransmission wird im Kindesalter
unter standigen Neuinfektionen die Entwicklung einer Teilimmunitat beobachtet (Cook
1996, Hviid 2005). Da es sich hierbei um sehr langsame Prozesse mit standig erhéhten
Parasitenraten handelt, ist die Kindersterblichkeit in diesen Regionen sehr hoch und
kann bis zu 20% betragen (WHO 2014). Auch Frauen in Hochendemiegebieten sind
trotz bereits erworbener Teilimmunitat in ihrer ersten Schwangerschaft wieder
anfalliger fur Infektionen (McLean et al. 2015). Welche Mechanismen genau zur
Bildung einer Teilimmunitat flhren, ist in vielen Punkten noch unklar (Stanisic et al.

2015). Folgende Komponenten scheinen jedoch beteiligt zu sein:

- Bildung von spezifischen und kreuzreaktiven Antikérpern gegen verschiedene
PfEMP-1-Oberflachenantigene (Bull und Marsh 2002, Chattopadhyay et al.
2003, Hviid 2005); folglich kommt es zu einer verminderten Sequestration und
zu einem vermehrten Abbau in der Milz.

- Bildung von Antikérpern gegen Malariatoxine wie Hamozoin; dadurch werden
Entziindungsreaktion und damit verbundene Organkomplikationen vermindert
(Léscher und Burchard 2010, Tyberghein et al. 2014).

- Bildung von Antikdrpern gegen Proteine von frei im Blut zirkulierenden
Sporozoiten und Merozoiten (Sennang et al. 2014, Rouhani et al. 2015). Das
Circumsporozoite-Protein (CSP), ein Oberflachenprotein der Sporozoiten, ist
Bestandteil des bislang einzig zugelassenen Impfstoffes (RTS,S) gegen Malaria
(Fernandez-Arias et al. 2015).

Das Hauptproblem bei der Immunitéatsbildung und der Entwicklung von Impfstoffen ist,
dass sich der Malariaparasit aktiv und passiv den nattrlichen Abwehrmechanismen
des Korpers entzieht. Durch Sequestration in der peripheren Blutbahn entgeht P.
falciparum dem Eliminierungsprozess in der Milz, antigenetische Variationen
erschweren die Antikérperbildung und zahlreiche Interaktionen zwischen infizierten

Blutzellen und Zellen des Immunsystems flhren zur Modulation der protektiven



2 Einleitung Seite |12

Immunantwort (Ndungu et al. 2005). Zur Elimination von intrazelluldren Erregern ist
der Kérper auBerdem auf die Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen
angewiesen. Diese erkennen Peptide von infizierten Zellen, die von allen kernhaltigen
Zellen mittels MHC-I-Molekllen auf der Oberflache prasentiert werden. Da die
kernlosen Erythrozyten keine MHC-I-Moleklle und auch Hepatozyten nur
verhaltnismaBig geringe Mengen tragen, ist die Immunreaktion des Korpers auf
Plasmodien-befallene Zellen begrenzt (Murphy et al. 2009).

Genetische Variationen sowie vielschichtige Reaktion des angeborenen und
erworbenen Immunsystems auf Seiten des Wirts, antigenetische Vielfalt sowie
zahlreiche Mechanismen zur Immunevasion auf Seiten des Erregers pragen die

Immunologie der Malaria.

2.1.6 Kilinisches Bild

Eine Zusammenfassung zu den verschiedenen Erregerarten und Malariaformen
befindet sich in Tabelle | (Malariaerreger und Malariaformen), die der Arbeit
vorangestellt ist. Im Folgenden wird nur die durch P. falciparum ausgeléste Malaria
tropica naher erlautert.

Im Gegensatz zu den Ubrigen Malariaformen zeichnet sich die Malaria tropica nicht
durch einen synchronen Fieberrhythmus aus, sondern durch irreguléare Fieberschibe
(Warrell und Gilles 2002). Daneben kénnen Allgemeinsymptome wie Schittelfrost,
Kopfschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen, Myalgien und Durchfélle auftreten. Weiterhin
sind als haufige Begleiterscheinungen Anamie und Hepatosplenomegalie zu
beobachten (Parry et al. 2004). Die ersten Symptome treten ca. sieben bis 30 Tage
nach Infektion auf. Der Krankheitsverlauf ist abhangig vom Zeitpunkt der
Diagnosestellung und des Therapiebeginns sowie der Virulenz des Erregerstammes
und der Suszeptibilitait des Patienten. Bei frihzeitiger Behandlung kénnen
Komplikationen und Todesfalle meist verhindert werden und die Erkrankung heilt nach
zwei bis vier Tagen ab (sog. unkomplizierte Malaria tropica) (Léscher und Burchard
2010). Insbesondere bei Nichtimmunen, Kleinkindern und Schwangeren kénnen sich
allerdings bereits nach wenigen Tagen lebensbedrohliche Organkomplikationen
entwickeln. Die WHO definiert die sog. komplizierte Malaria tropica als das Auftreten
einer oder mehrerer der folgenden Komplikationen unter P. falciparum-Parasitamie:
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Bewusstseinsstoérung, ausgepragte Schwéche, mehrfache Krampfanfélle (>2 in
24h), Azidose (Basendefizit >8mmol/l), Hypoglycdmie (Blutzucker <40mg/dl),
schwere Andmie (Hb <7g/dl), Nierenversagen (Kreatinin >3mg/dl), Ikterus
(Bilirubin >3mg/dl), Lungenédem, Spontanblutungen, Kreislaufversagen bzw.

Schock, Hyperparasitdmie (P. falicoarum Parasitidmie >10%) (WHO 2015b).

Bei nicht immunen Erwachsenen gehdren zerebrale Malaria, respiratorische
Insuffizienz und Nierenversagen zu den haufigsten Komplikationen. Bei Schwangeren
stehen schwere Anamien, zerebrale Symptome, Lungenédeme und Hypoglykdmien
im Vordergrund. Zudem kann es zu massiver Beeintrachtigung der Schwangerschaft
mit fetalen Entwicklungsstérungen, Frih-, Fehl- und Totgeburten sowie erhdhter
Sauglingssterblichkeit kommen (Warrell und Gilles 2002).

2.1.7 Diagnostik

Da eine friihzeitige Diagnosestellung fir Therapie und Prognose mafgeblich ist, ist
jedes unklare Fieber in den Tropen so lange auf Malaria verdachtig, bis das Gegenteil
erwiesen ist (Meyer 2007). Jeder klinische Verdacht soll vor Therapiebeginn durch
einen diagnostischen Test (Mikroskopie oder Schnelltest) gesichert werden (WHO
2015b). Grundlage der Diagnostik bildet noch immer der direkte mikroskopische
Erregernachweis mit Giemsa gefarbtem ,Dicken Tropfen“ und Blutausstrich (WHO
2016a). Der ,Dicke Tropfen* dient als einfaches und schnelles Verfahren dem
Screening von Nativblut; die Spezies-Differenzierung anhand der unterschiedlichen
intraerythozytaren Morphologie folgt im Blutausstrich (Winke 1993). Neben der
Mikroskopie kommt auch dem Malaria-Schnelltest eine immer gréBere Bedeutung zu
(WHO 2015a). Er basiert auf dem immunchromatographischen Nachweis von
Plasmodien-spezifischen Antigenen, wie das fur P. falciparum spezifische ,histidine
rich protein 2“ (HRP-2) und die Plasmodien-Laktatdehydrogenase (pLDH) fir alle
humanpathogenen Erreger (Meyer 2007). Der Schnelltest hat den Vorteil, dass er
einfach durchzufiihren und leicht zu interpretieren ist sowie kosteneffizient verlassliche
Ergebnisse liefert (Wongsrichanalai et al. 2007, WHO 2015a). Da allerdings niedrige
P. falciparum-Parasitamien sowie nicht P. falciparum-Infektionen Ubersehen werden
kénnen und sich der Test nicht zur Verlaufskontrolle eignet, kann dieser die
Mikroskopie nicht ersetzten (Laban et al. 2015, Léscher und Burchard 2010).
Hinsichtlich Spezifitat und Sensitivitdt  erzielen molekularbiologische
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Nachweisverfahren, wie beispielsweise die ,real time-PCR" (RT-PCR), die besten
Ergebnisse (Roth et al. 2015, Khan et al. 2013). Allerdings sind diese Verfahren im
Vergleich zu den vorherigen zeitaufwandig, kostenintensiv. und erfordern
hochqualifiziertes Personal, was ihre Anwendung in vielen Entwicklungslandern
limitiert (Uneke 2008b).

2.1.8 Therapie

Die Therapie der Malaria richtet sich nach der Malariaart, dem Schweregrad der
Infektion sowie dem Vorliegen von Medikamentenresistenzen. In allen Fallen,
besonders in Regionen mit Resistenz gegen Chloroquin, empfiehlt die WHO als Mittel
der Wahl eine Artemisinin-basierte Kombinationstherapie (ACT) (WHO 2015b). Fir die
Entdeckung von Artemisinin erhielt unter anderem die Chinesin Youyou Tu im Oktober
2015 den Nobelpreis fur Medizin (The Nobel Assembly at Karolinska Institutet 2015).
In Tabelle 2 befindet sich eine Zusammenstellung der empfohlenen Malariatherapie
mit den flnf heute angewendeten ACT-Kombinationen. Die Artemisinin-Komponente
wirkt schnell und gezielt gegen Plasmodien in den Erythrozyten (blutschizontozid) und
gegen Gametozyten (gametozid), die zweite Medikamentenkomponente wirkt langer,
beseitigt so die Ubrigen Blutschizonten und verhindert die Resistenzbildung gegen
Artemisinin (Stefan 2015).

Therapie der unkomplizierten Malaria tropica:

Bei unkomplizierter Malaria tropica empfiehlt die WHO eine Uber drei Tage
durchgeflhrte Artemisinin-basierte Kombinationstherapie (WHO 2015b). Wahrend des
ersten Trimenons der Schwangerschaft wird aufgrund der fehlenden Datenlage
beziglich der Sicherheit von ACT-Praparaten aktuell eine siebentagige Therapie mit
Chinin und Clindamycin empfohlen. Allerdings kdnnen immer mehr Studien zu diesem
Thema keine negativen Folgen und eine zum Teil geringere Fehlgeburtsrate bei ACT-
Praparaten feststellen, sodass ein baldiger Wechsel zu ACT auch im 1. Trimester zu
erwarten ist (Moore et al. 2016, Manyando et al. 2015, McGready et al. 2012, Mosha
et al. 2014). Fir das 2. und 3. Trimenon ist gut belegt, dass ACT gegeniber
herkdmmlichen Préparaten hinsichtlich Effektivitdt und Vertraglichkeit Vorteile bietet
(Sinclair et al. 2009, Burger et al. 2016). Die Standardtherapie besteht nach
Empfehlung der WHO aus der sechsmaligen Gabe von Artemether und Lumefantrin
(WHO 2015b).
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Therapie der komplizierten Malaria tropica:

Die Mortalitatsrate der unbehandelten schweren Malaria tropica liegt bei nahezu 100%
und kann durch symptomatische MaBBnahmen sowie hochwirksame Medikamente auf
10-20% gesenkt werden (WHO 2015b). Als Mittel der Wahl wird von der WHO die
parenterale Gabe von Artesunat Gber 24h, gefolgt von einer dreitagigen Therapie mit
oralen ACT-Praparaten, empfohlen. Falls Artesunat nicht verfligbar ist, kann alternativ
Artemether oder Chinin intramuskular gegeben werden (WHO 2015b). Neben dem
Abtbten der Parasiten spielt die Behandlung der Komplikationen eine wichtige Rolle
(Léscher und Burchard 2010). Schwangere Frauen erhalten dieselbe Therapie (WHO
2015b).

Therapie der M. tertiana und M. quartana:

In Regionen ohne Chloroquin-Resistenz wird mit Choloroquin oder ACT, in Regionen
mit Resistenz nur mit ACT therapiert. Schwangere im 1. Trimenon sollen anstelle von
ACT-Praparaten Chinin einnehmen (WHO 2015b). Bei Infektion mit P. vivax oder P.
ovale wird zusatzlich eine 14-tagige Therapie mit Primaquin empfohlen, da Primaquin
als einziges Medikament gegen Hypnozoiten wirksam ist und so Rezidiven vorbeugt
(Mutschler et al. 2012). In der Schwangerschaft und Stillzeit sowie bei Kindern unter
sechs Monaten ist Primaquin kontraindiziert (WHO 2015b).

Tab.2 Ubersicht (iber die von der WHO 2015 empfohlenen Malariatherapien

Malariaart First-Line Therapie Resistenzen o. Besonderheiten bei
Therapieversagen Schwangeren

Un- 3 Tage: eines der folgenden ACT | Alternatives ACT 1. Trimenon:

komplizierte Chinin + Clindamycin

M. tropica L ety (7 Tage)

Art t 2./3. Trimenon:
A"r‘ggil;gii;e ACT (Artemether +
Lumefantrin)

{Artesunat + Mefloquin

=

| Dihydroartemisinin +
Piperaquin |

ACT (Artemisinin-based
combination therapy)

Artesunat +
Sulfadoxin-
Pyrimethamin (SP)

Komplizierte | Artesunat (24h parenteral), dann Arthemeter/ Chinin Vgl. First-Line

M. tropica ACT (38 Tage oral) (intramuskular)
M. tertiana Chloroquin/ACT + Primaquin Alternatives ACT KEIN Primaquin
(gegen Hypnozoiten) 1 Trimenon:

Chinin
M. quartana | Chloroquin/ACT 2./3. Trimenon: ACT
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2.1.9 Beka@mpfung und Pravention

Um die Malaria weltweit einzuddmmen, ist es wichtig, an vielen verschiedenen Stellen
anzusetzen. Die adaquate Behandlung Einzelner, die Kontrolle des Vektors und die
Entwicklung wirksamer Impfstoffe spielen dabei eine zentrale Rolle.

Voraussetzung fur eine schnelle Therapie sind flachendeckende Einrichtungen und die
Verflgbarkeit von guten diagnostischen und therapeutischen Mitteln, die innerhalb von
24 — 48 h ab Beginn der Malariasymptome erreichbar sein sollten (WHO 2015b). Der
Einsatz von mit Insektiziden impragnierten Moskitonetzen (insecticide-treated nets,
ITN), - als Kombination aus physischer Barriere und insektiziden Effekten - tréagt vor
allem bei Schwangeren und Kindern mafBgeblich zur Reduktion der Malariainzidenz
bei. Freier Zugang und flachendeckende Nutzung bleiben wichtige Ziele der WHO
(WHO 2013). Daneben spielen die Anwendung von Insektiziden und das Trockenlegen
von Feuchtgebieten zur Vektorkontrolle eine wichtige Rolle (Léscher und Burchard
2010).

Intensiv wird an der Entwicklung von wirksamen Impfstoffen gegen Malaria geforscht.
Der bisher vielversprechendste Wirkstoff, RTS,S/AS01, konnte in einer Phase lll-
Studie in sieben afrikanischen Landern eine Reduktion der P. falciparum-Infektionen
bei Babys und Kleinkindern von 26 - 36% Uber einen Zeitraum von vier Jahren zeigen
(Agnandji et al. 2015). Nach Einschatzung der Europaischen Arzneimittel Agentur
Uberwiegt trotz der eher niedrigen Effektivitat der Nutzen gegenlber den Risiken (EMA
2015). Die Impfung ist allerdings als komplementar zu sehen und kann herkémmliche
BekampfungsmaBnahmen nicht ersetzen (Benstetter 2015).

Zahlreiche Initiativen zur Kontrolle und Bekampfung der Malaria haben zur Reduktion
der Inzidenz und Mortalitat bis 2015 beigetragen. Unter den bekanntesten sind
Programme der Vereinten Nationen (Millenniumsziele der UN), der WHO und der Roll
Back Malaria Partnership (RBM). Neue Ziele bis 2030 sind unter anderem die
Reduktion der Malariainzidenz und —mortalitdt um mind. 90% sowie die vollstandige
Malaria-Eliminierung aus mind. 35 Landern (RBM 2015, WHO 2015c).

Lwischen 2000 und 2015 sank die weltweite Malaria-Inzidenzrate um schétzungsweise 37
Prozent, die weltweite Sterblichkeitsrate um 58 Prozent. Damit ist das globale Millenniumsziel fiir
Malaria erreicht. [...] Dennoch ist die Malaria mit weltweit schadtzungsweise 214 Millionen Féllen
und 472.000 Todesféllen 2015 weiter eine groBe Herausforderung fiir die éffentliche Gesundheit.
[...] Dauerhaftes politisches Engagement, eine berechenbare Finanzierung und strategische
Investitionen in die Gesundheitssysteme, die Uberwachung der Krankheit und neue Instrumente
sind notwendig, um erneute Ausbriiche und die mit Malaria verbundene Krankheitslast in den
kommenden Jahren zu reduzieren.” (UN 2015)
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2.2 Schwangerschaft

,Die Schwangerschaft ist der Zeitraum, in dem eine befruchtete Eizelle im Kérper der
Frau zu einem Kind heranwéchst. Die Schwangerschaft dauert beim Menschen von
der Befruchtung der Eizelle bis zur Geburt des Kindes durchschnittlich 267 Tage und
wird in drei Abschnitte zu je drei Monaten aufgeteilt.“ (Moore und Persaud 1996)

Ein Verstandnis tber Aufbau und Funktion der Plazenta sowie Uber immunologische
und hormonelle Vorgange wahrend der Schwangerschaft ist unerlasslich, um den
Einfluss einer Infektion mit P. falciparum auf die Schwangerschaft zu verstehen.

2.2.1 Die Plazenta

,Die Plazenta stellt eine Art passive Filtermembran dar, die mlitterliches und fetales
Blut voneinander trennt, aber dennoch einen gegenseitigen physiologischen
Austausch ermdéglicht.“ (Moore und Persaud 1996)

V. umbilicalis

Aa. umbilicales Stammzotte

Intermedidr- Terminal- Eihdute
zotte zotten Amnion

Chorion- [
platte

Zottenbdume
und
intervilloser
Raum

Kotyledon

Basal-
platte

Spiralarterie

intervilloser Haftzotte Plazenta- miitterliche
Raum septum Vene

Abb. 5 Aufbau der Plazenta (Ulfig 2005)
a) junge Plazenta (ca. 4 Wochen); b) reife Plazenta (ab 4. Monat); ¢) Aufbau eines Kotyledons

fetale Komponente: Chorionplatte und Zottenbdume; mutterliche Komponente: Basalplatte und
intervilldser Raum.
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Aufbau und Entwicklung

Die Plazenta gliedert sich in eine fetale und eine mutterliche Komponente, wobei der
fetale Anteil aus Chorionplatte und Zottenb&dumen, der maternale Anteil aus
Basalplatte und intervilldssem Raum besteht (vgl. Abb. 5) (Ulfig 2005).

Die Chorionplatte grenzt an die Fruchtblase (Amnionhéhle) und wird aus
Amnionepithel, Bindegewebe und fetalen Ernahrungszellen (Zytotrophoblasten und
Synzytiotrophoblasten) gebildet. In der Bindegewebsschicht verlaufen die
NabelschnurgefiBe, die sich verzweigen und als kleine Aste in die Zottenbdume
ziehen. Die kindlichen Zotten ragen in den intervill6sen Raum, der von mutterlichem
Blut durchstrdmt wird. Zwischen mdutterlichem und fetalem Blutkreislauf liegt die
Plazentaschranke, die fur den kontrollierten Stoffaustausch zusténdig ist. Bis etwa zur
20. Woche besteht sie aus vier Schichten: einer Synzytiotrophoblastenschicht an der
Oberflache der Zotten, einer Zytotrophoblastenschicht, dem Zottenbindegewebe und
dem Endothel der fetalen BlutgefaBe. Zur Effizienzsteigerung des fetero-maternalen
Austausches nimmt die Schrankendicke im  weiteren Verlauf durch
Zytotrophoblastendegeneration und Verlagerung der Kapillaren direkt unter den
Synzytiotrophoblasten immer weiter ab (Moore wund Persaud 2007). Im
Zottenbindegewebe lassen sich zudem plazentaspezifische Makrophagen,
sogenannte Hofbauerzellen, und homogenes extrazellulares Material (sog. Fibrinoid)
an Stellen von degenerierten Synzytiotrophoblasten ausmachen (Ulfig 2005).

Das mutterliche Blut gelangt Gber Spiralarterien des Endometriums in den intervillésen
Raum, umflieBt die fetalen Zottenbdume, an denen es zum fetero-maternalen
Stoffaustausch kommt, und drainiert Gber Venen an der Basalplatte. Innerhalb der
Basalplatte treffen fetales und mitterliches Gewebe an der sogenannten
Verbindungszone zusammen: die extravilldésen Zytotrophoblastenzellen (EVT) des
Fetus dringen beim Plazentawachstum in die mutterliche Dezidua basalis, dem
funktionell und strukturell umgebauten Endometrium, ein (Reister 2007).

Die Infiltration der Trophoblasten findet in der ersten Halfte der Schwangerschaft
sowohl Uber GefaBBe (endovaskular) als auch Uber das Interstitium statt und flihrt zum
Remodelling mutterlicher uteriner Spiralarterien (Kaufmann et al. 2003). Dieser
Vorgang ist essentiell fir die plazentare Blutversorgung sowie die fetale Entwicklung
und muss daher genau reguliert sein. Verschiedene Wachstums- und
Anigogenesefaktoren, wie Insuline-like Growth Factor (IGF), Angiopoetin (ANG-1,
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ANG-2), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und sein I8slicher Rezeptor
(sVEGFR), tragen unter anderem zum kontrollierten Wachstum der Plazenta bei
(Umbers et al. 2011a, Umbers et al. 2011b). Veranderte Konzentrationen dieser
Faktoren und eine gestérte Trophoblasteninvasion werden mit intrauteriner
Wachstumsretardierung und Praeklampsie assoziiert (Silver et al. 2010, Kaufmann et
al. 2003, Lala und Chakraborty 2003, Conroy et al. 2013, Umbers et al. 2011b).

Am Ende einer gesunden Schwangerschaft hat die Plazenta die Form einer Scheibe
mit 15 — 25 cm Durchmesser und etwa 3 cm Dicke und wiegt 500 — 600 g. Auf der mit
Amnion bedeckten fetalen Seite ziehen kleine GeféaBe zur Nabelschnur hin. Auf der
mit Dezidua basalis bedeckten mutterlichen Seite lassen sich 15 — 20 erhabene
Areale, die Kotyledonen, erkennen (Sadler 2014).

Funktion

Die Hauptaufgaben der Plazenta bestehen im Stoff- und Gasaustausch, in

mechanischer Barrierefunktion und Hormonproduktion.

Uber die Plazentaschranke werden zur Versorgung des Fetus Sauerstoff und
Nahrstoffe wie Glucose, Aminosauren, Vitamine und Eisen transportiert, wahrend
Abfallprodukte des Fetus wie Kohlendioxid, Harnstoff und Harnsaure in den
mutterlichen Kreislauf eliminiert werden. Spezielle Transporter wie GLUT-1 fir
Glucose und verschiedene Aminosaure-Transporter sorgen flr einen gerichteten
Nahrstoffaustausch. Auch maternale 1gG-Antikérper kénnen die Plazentaschranke
tberwinden und dem Neugeborenen eine gewisse passive Immunitat verleihen.
Neben Stoff- und Gastransport besitzt die Plazenta Barrierefunktion und dient dem

Schutz vor mechanischen und infektiésen Schaden (Moore und Persaud 2007).

AuBerdem fungiert die Plazenta als endokrines Organ und synthetisiert in den
Synzytiotrophoblasten eigene Protein- und Steroidhormone. Das in der Plazenta
gebildete humane Choriongonadotropin (hCG) ist flr die Stimulation des Gelbkdrpers
(Corpus luteum) zustandig, der unter anderem Progesteron bildet, bis die Plazenta am
Ende des 1. Trimenons selbst diese Aufgabe Ubernimmt. Progesteron wirkt als
sogenanntes Schwangerschaftsschutzhormon insgesamt wehenhemmend und
schwangerschaftserhaltend. Ostrogene wie Estriol und Estradiol induzieren typische
Schwangerschaftsveranderungen und dienen der Vorbereitung auf die Geburt. Sie
werden im Ovar, in der Nebennierenrinde und wéahrend der Schwangerschaft auch in
der Plazenta gebildet (Reister 2007).
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2.2.2 Immunologie der Schwangerschaft

Das Immunsystem nimmt wahrend der Schwangerschaft eine besondere Rolle ein,
denn einerseits muss es vor Infektionen schitzen, anderseits darf es nicht zu einer
AbstoBreaktion des Embryos kommen. Als sog. intrauterines Allotransplantat besteht
der Embryo zu 50% aus vaterlichen, fremden Erbanlagen und lasst daher eine
Abwehrreaktion des mutterlichen Immunsystems erwarten (Moore und Persaud 2007).
Eine entscheidende Komponente zur NichtabstoBung bildet das antiinflammatorische
und immunregulatorische Milieu in der Plazenta. Dieses wird durch eine
voribergehende Unterdrickung der Th-1-Immunantwort (T-Helfer-1-Antwort)
zugunsten der Th-2-Antwort (T-Helfer-2-Antwort) erreicht (Robinson und Klein 2012).

Die Th-1 Immunreaktion wird auch zellulare Reaktion genannt, da sie mithilfe von
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-2, IFNy und TNF zu einer Aktivierung von
Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) und Makrophagen fihrt. Auf diese Weise kénnen
intrazellulare Parasiten und Krebszellen leichter eliminiert werden (Murphy et al. 2009).
Zur Abwehr von Infektionskrankheiten, wie beispielsweise Malaria, ist die Th-1-Antwort
daher sehr wichtig. Andererseits ist die entziindungsférdernde, zellulare Th-1-
Reaktion fur AbstoBungsreaktionen verantwortlich und wird daher zum Schutz des
Embryos/Fetus unterdriickt (Robinson und Klein 2012). Eine zu starke Th-1-
Immunantwort ist bei Mausen nicht mit einer erfolgreichen Schwangerschaft vereinbar
(Raghupathy 1997). Bei Menschen ist eine ibermaiige Th-1-Reaktion mit spontanem
Abort, Frihgeburt und matterlicher Anamie assoziiert (Kwak-Kim et al. 2005). Im Blut
von Frauen mit Neigung zu Aborten kénnen zudem vergleichsweise héhere Th-1-

Zytokine gemessen werden (Kwak-Kim et al. 2003, Makhseed et al. 2001).

Die Th-2 oder humorale Immunreaktion stimuliert B-Zellen bzw. Plasmazellen und
fuhrt zur Antikdrperproduktion (Murphy et al. 2009). Th-2-Zellen setzen dabei Zytokine
(IL-4, IL-5 und IL-10) frei, die auch implantations- und invasionsférdernd auf den
Embryo wirken (Reister 2007). Weiterhin sorgen von der Plazenta lokal gebildete
immunsuppressive Molekile fir ein immunprotektives Milieu, darunter IL-10,
Prostaglandin E2 (PGE2) und der transformierende Wachstumsfaktor B (TGFB). Es
konnte gezeigt werden, dass PGE2 aus der Dezidua die Aktivierung mitterlicher T-
Zellen und NK-Zellen blockiert (Moore und Persaud 2007). Die Immunaktivitat in der
Plazenta wird auBerdem von spezialisierten, sog. regulatorischen T-Lymphozyten
(Treg-Zellen) kontrolliert. Sie unterdriicken die Aktivierung von Immunreaktionen und
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erhdhen die Selbsttoleranz (Murphy et al. 2009). Bereits im friihen ersten Trimester
kénnen sie erhéht im matterlichen Blut nachgewiesen werden und akkumulieren in der
Dezidua (Guerin et al. 2009). Eine verminderte Anzahl oder Funktionsstérungen
wurden in mehreren Studien mit Komplikationen wie Fehlgeburt und Praeklampsie
assoziiert (Aluvihare et al. 2004, Yang et al. 2008, Steinborn et al. 2008, Sasaki et al.
2007, Steinborn et al. 2012).

Induziert und kontrolliert werden die immunologischen Verdnderungen auf
transkriptioneller Ebene von den Schwangerschaftshormonen Estradiol, Estriol und
Progesteron sowie von Glucocorticoiden (Robinson und Klein 2012). Besonders
Progesteron wird eine antiinflammatorische Wirkung mit Unterdriickung der Th-1- und
Férderung der Th-2-Immunantwort zugeschrieben (Piccinni et al. 2000). Durch
Aktivierung von Glucocorticoidrezeptoren wirkt es zusatzlich entziindungshemmend

(Jones et al. 2010). Abb. 6 fasst die wichtigsten immunologischen Veranderungen

Zzusammen.
Immunantwort ‘
e
Folgen
< N 1 gen |
Antiinflamm. & | Proinflamm.
regulatorische | Antwort: = Aufrechterhaltung
*Schwangerschafts- Antwort: | der Schwanger-
e mone Th-2, antiinflamm. | Th-1, Proinflamm. seleit
=Feteroplazenales Zytokin (IL-4, IL-10,| Zytokine (IL-2, *Begunstigung
Gewsbe TGF-B), B-Zellen, | TNF, IFNy) von Infektions-
- ~ Antikérper, T-reg | akrophagen, Ilsl'ail'\khelten wie
Ursachen ‘ \Zellen | NK-Zellen e

Abb. 6 Immunologische Veranderungen wéhrend der Schwangerschaft und Folgen (angelehnt an
Robinson und Klein 2012)

Th-2: T-Helfer-2-Zellen, Th-1: T-Helfer-1-Zellen, 1L-2/-4/-10: Interleukin-2/-4/-10, TGF-B: Transforming
growth factor B, TNF: Tumornekrosefaktor, IFNy: Interferon y, NK-Zellen: Natirliche Killerzellen, T-reg-
Zellen: regulatorische T-Zellen, anti-/proinflamm.: anti-/proinflammatorisch

Folgende Mechanismen tragen zusatzlich zum Schutz des heranreifenden Kindes bei:
- Die fetalen Trophoblastzellen exprimieren HLA-G. Dieses nicht-polymorphe
Klasse-I-MHC-Antigen wird im Gegensatz zu klassischen HLA-Antigenen nur
schwer als fremd erkannt. Durch Bindung an HLA-G werden mutterliche
Immunzellen aktiv gehemmt oder zur antiinflammatorischen Zytokinproduktion

angeregt (Hunt et al. 2005).
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- Apoptoseinduzierende Fas-Liganden auf der Trophoblastenoberflache treiben
aktivierte mitterliche Abwehrzellen in den Zelltod (Bogovic Crncic et al. 2005).

- Je nach Signalen aus der Mikroumwelt dienen NK-Zellen in der Dezidua basalis
zwei entgegengesetzten Funktionen: dem Schutz vor Infektionen und Invasion
des fetalen Allotransplantats einerseits, der Unterstltzung der Einnistung des
Fetus andererseits (Zhang et al. 2016).

- Das intrazellulare Enzym Indolamin-2,3-Deoxygenase (IDO) fuhrt zu einer
lokalen Unterdriickung der T-Zell-vermittelten entziindlichen Reaktion und zur
Bildung von Treg-Zellen (Chen et al. 2008, Munn et al. 1998). Die Inhibition von
IDO bewirkt bei schwangeren Mausen eine erhebliche Immunimbalance (Wang
und Wang 2014).

- Als mechanischer Schutz schirmt Fibrinoid Stellen zugrunde gegangener

Synzytiotrophoblasten vor mitterlichen Immunzellen ab (Kaufmann et al. 1996).

Im Allgemeinen besteht wahrend der Schwangerschaft keine ,Immunsuppression® im
pathologischen Sinne, sondern vielmehr eine vortibergehende Toleranz, die flr den
Fruchterhalt notwendig ist. Das antiinflammatorische Milieu behindert jedoch die
adaquate Bekampfung von Infektionskrankheiten wie Malaria. Schwangere Frauen
sind daher anfalliger flr P. falciparum-Infektion als nicht-schwangere (Rogerson et al.
2007b). Die Kontrolle und Beseitigung der Erreger erfordert eine erhdhte
inflammatorische Reaktion, die wiederum negative Folgen fir den Fetus mit sich bringt
(Robinson und Klein 2012).

2.3 Antikorper und aktive Immunisierung

2.3.1 Antikérper: Struktur, Antigenbindung und Funktion

~mmunglobuline oder Antikérper sind Glykoproteine, die spezifische Strukturen auf
Antigenen erkennen und viele Effektorfunktionen im Immunsystem austdben.” (Rink et
al. 2012)

~-Membrangebundenes Immunglobulin auf der B-Zell-Oberfliche dient als
Antigenrezeptor der Zelle und hei3t B-Zell-Rezeptor (BCR). Immunglobuline derselben
Speczifitdt werden von ausdifferenzierten B-Zellen — den Plasmazellen — als Antikérper
sezerniert.” (Murphy et al. 2009)
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Struktur von IgG-Antikérpern
Antikdrper sind groBBe, Y-férmige Molekile.

Sie bestehen aus je zwei identischen
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) Abb. 7 Schematische Darstellung der 1gG-

Die variablen Regionen bilden die Fa = Antigenbindendes Fragment, F. =
. ) ) kristallisierbares Fragment, VuL = variable
Antigenbindungsstelle. Die konstanten Bereiche der schweren (,heavy“) bzw. leichten
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die Effektorfunktion und teilen die taritatsdeterminanten, NH2 = Aminoterminus,

Antikrper in funf Immunglobulinklassen ~COOH = Carboxyterminus

(Isotypen) ein: IgM, IgD, 1gG, IgE und IgA (Murphy et al. 2009). Da die fir Malaria in
der Schwangerschaft relevanten Antikbper vom IgG-Typ sind, wird nur auf diesen
Isotyp naher eingegangen (Megnekou et al. 2005). Durch das Enzym Papain lassen
sich Antikérper in drei Bereiche spalten: zwei identische Antigen-bindende Fragmente
(Fav), die Arme des Y, und ein der konstanten schweren Kette (CHz, CHg)
entsprechendes kristallisierbares Fragment (Fc), das Bein des Y (Porter 1973). Abb. 7

stellt die IgG-Struktur schematisch dar.

Antigen-Antikorper-Bindung

Der variable Teil eines Antikrpers erkennt nach dem Schlissel-Schloss-Prinzip einen
kleinen spezifischen Antigenabschnitt, ein sogenanntes Epitop (Barthlott et al. 2006).
Innerhalb des variablen Bereichs befinden sich drei hypervariable Regionen, die
komplementér zu den Bindungsstrukturen des Antigens sind und daher auch als
,complementarity determining regions“ (CDR) bezeichnet werden. Sie weisen eine
hohe Variabilitdt in der Aminosauresequenz auf und sind entscheidend flir die
Spezifitat der Antigenbindung (Johnson und Wu 2000, Wu und Kabat 1970). CDRs
bilden komplementare Taschen, Falten oder Flachen aus, an denen sie ihr Antigen
nicht-kovalent mittels elektrostatischen Kraften, Wasserstoffbriicken, hydrophoben
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Wechselwirkungen oder Van-der-Waals-Kraften binden (Wilson und Stanfield 1994,
Braden et al. 1998, Braden und Poljak 1995).

Die Bindungskraft wird als Affinitat bezeichnet und mittels Dissoziationskonstante
(Kp) gemessen. Dieser Wert spiegelt die in freier Lésung notwendige Antigen-
Konzentration wider, die bendtigt wird, um die Halfte der Antikérper-Bindungsstellen
zu besetzen. Ein kleiner Ko-Wert impliziert daher eine hohe Affinitat. Da IgG-Antikdper
zwei Antigen-Bindungsstellen aufweisen, kénnen sie gleichzeitig zwei gleiche Epitope
binden (divalente Bindung). Die dabei entstehende Kraft wird als Aviditat bezeichnet
und ist groBer als die Summe der beiden Bindungsaffinitaten (Barthlott et al. 2006).
Erkennen und binden Antikdrper auch strukturell ahnliche Epitope, so kommt es zu
einer Kreuzreaktion (Rink et al. 2012).

Funktion von IgG-Antikérpern

IgG-Antikérper lassen sich in vier Subklassen unterteilen (IgG1-lgG4). Sie sind als
einzige Immunglobulinklasse plazentagangig und verleihen dem Neugeborenen in den
ersten Lebenswochen eine Immunitat (Rink et al. 2012). Daneben besitzen sie
folgende Funktionen:

1. Neutralisierung: Durch Bindung der Antikérper an funktionell wichtige Antigene
verlieren Erreger ihre Pathogenitdt, da sie beispielweise nicht mehr mit
Oberflachenrezeptoren interagieren oder in die Zielzelle eindringen kénnen. Alle IgG-
Subtypen besitzen diese Funktion (Murphy et al. 2009). Bei Malaria in der
Schwangerschaft hemmen IgG-Antikérper die Bindung von infizierten Erythrozyten an
CSA in der Plazenta (Beeson et al. 2004, Elliott et al. 2005, Maubert et al. 1999, Ricke
et al. 2000, Staalsoe et al. 2001, Duffy und Fried 2003).

2. Aktivierung des Komplementsystems: Binden mindestens zwei IgG-Antikérper
in rAumlicher Nahe auf der Oberflache eines Pathogens, kann durch Interaktion ihrer
Fc-Teile mit dem Komplementfaktor C1q der klassische Weg der Komplementkaskade
ausgeldst werden (Cooper 1985). Hier kommt es durch eine Reihe proteolytischer
Spaltungen zur Bildung eines membranangreifenden Komplexes, der die Lyse
bestimmter Erreger und Zellen zur Folge hat. Daneben k&énnen aktivierte
Komplementfaktoren wie C3a und Cb5a als Enzindungmediatoren Immunzellen
anlocken und C3b Pathogene opsonieren und ihre Phagozytose férdern. AuBer IgG4

kénnen alle Subtyen das Komplementsystem aktivieren (Murphy et al. 2009).
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3. Opsonierung: Anitkérper markieren die Uber den Fap Teil gebundenen Pathogene
fir Immunzellen, die spezifische Rezeporen flr den konstanten Fc Teil (sog. Fey
Rezeporen) auf ihrer Oberflache besitzen (Barthlott et al. 2006). Je nach Effektorzelle
und Funktion gibt es unterschiedliche Fcy Rezeporen. Die Fcy Rezeporen | und I, die
sich unter anderem auf der Oberflache von Monozyten, Markrophagen, aktivierten
Granulozyten und dendritischen Zellen befinden, flhren beispielsweise bei Bindung
zur Phagozytose des markierten Erregers und zur Stimulation einer
Entziindungsreaktion (Murphy et al. 2009). Der Fcy Rezepor 11l sitzt vor allem auf NK-
Zellen und vermittelt die Freisetzung zytoplasmatischer Granula, die die Zielzelle
abtétet (Leibson 1997, Sulica et al. 2001). Diese als ,Antikbrperabhangige
zellvermittelte Cytotoxizitét” bezeichnete Reaktion scheint auch bei der Bekampfung
von Tumorzellen und viralen Infektionen von groBer Bedeutung zu sein (Wang et al.
2015, Isitman et al. 2016). Insbesondere die Subtypen IgG1 und IgG3 besitzen
opsonierende Eigenschaften (Murphy et al. 2009).

2.3.2 Aktive Immunisierung

,Das Auslésen von schitzenden Immunantworten gegen hé&ufig vorkommende
pathogene Mikroorganismen bezeichnet man als Impfung. [...] Als Immunogen wird
eine Substanz bezeichnet, die eine Immunantwort auslésen kann.” (Murphy et al.
2009)

Bedingungen fiir einen erfolgreichen Impfstoff

Ein effektiver Impfstoff muss folgende Kriterien erfullen (Ada 1991, Murphy et al. 2009):

- Wirkung gegen die ,richtigen® Epitope: Zahlreiche Epitope I16sen die Bildung von
Antikérpern aus, von denen jedoch nur manche einen Schutz z.B. durch
Neutralisierung gewahrleisten, wahrend andere funktionslos sind oder sogar
eine pathologische Entziindungsreaktion hervorrufen.

- Sicherheit: Der Impfstoff selbst darf nicht Krankheit oder Tod bewirken.

- Schutz: Der Impfstoff muss vor der Krankheit, die durch Kontakt mit lebenden
Erregern ausgeldst wird, schitzen.

- Dauerhaftigkeit des Schutzes: Der Schutz vor der Krankheit muss mehrere
Jahre anhalten, es missen also sowohl B- als auch T-Zellen aktiviert werden.

- Praktische Gesichtspunkte: Niedrige Kosten pro Dosis, biologische Stabilitat,

einfache Verabreichung und geringe Nebenwirkungen missen gegeben sein.
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Das immunologische Gedéchtnis

Die Impfung macht sich die Fahigkeit unseres Immunsystems, ein Gedachtnis flr
Antigene zu entwickeln, zu Nutze. Nach dem ersten Kontakt mit einem Antigen kommt
es zur Bildung von Gedachtnis- bzw. Memory-Zellen, die beim wiederholten Kontakt
mit dem gleichen Erreger schneller und effektiver reagieren, sodass die Erkrankung
nicht oder nur in abgeschwéachter Form ausbricht (Rink et al. 2012). B-Zellen liegen
entweder als langlebige antikbrperproduzierende Plasmazellen im Knochenmark oder
als B-Gedéachtniszellen mit spezifischem B-Zell-Rezeptor in den sekundar
lymphatischen Organen vor. T-Gedachtniszellen werden in Effektor-Memory-T-Zellen,
die in der Peripherie patrouillieren, und Central-Memory-T-Zellen, die vor allem in den
sekundar lymphatischen Organen vorliegen, unterschieden (Spiess et al. 2011). Da B-
Zellen co-stimulierende Signale von T-Zellen bendtigen und diese zwei Zelltypen
miteinander interagieren, sollte ein Impfstoff sowohl eine effektive B- als auch eine
effektive T-Zell-Antwort hervorrufen (Murphy et al. 2009).

Formen von Impfstoffen

Attenuierte Lebendimpfstoffe: Lebendimpfstoffe bestehen aus abgeschwachten
(attenuierten) Erregern, die replikationsfahig sind, aber die Fahigkeit verloren haben,
eine Infektionskrankheit auszulésen (Spiess et al. 2011). Impfungen mit Lebend-
impfstoffen sind im Allgemeinen wirksamer als mit Totimpfstoffen und bieten einen
langen Schutz. Fir Menschen mit Immunschwéche kdnnen sie jedoch ein erhdhtes
Risiko flr opportunistische Infektionen mit sich bringen und sind in diesem Fall nicht
indiziert. Auch die Schwangerschaft stellt aufgrund einer méglichen Infektionsgefahr
des Fetus eine Kontraindikation dar. Beispiele fir Lebendimpfstoffe sind die Varizellen-
und die MMR- (Masern, Mumps, Rételn) Impfung (Murphy et al. 2009).

Totimpfstoffe: Totimpfstoffe bestehen aus inaktivierten, nicht replikationsféhigen
Erregern bzw. aus deren Bestandteilen. Sie besitzen ein geringeres Risikopotential als
Lebendimpfstoffe, I6sen aber auch eine schwachere und kirzer anhaltende
Immunantwort aus (Spiess et al. 2011). In der Schwangerschaft sind solche Impfungen
im Allgemeinen unbedenklich (Murphy et al. 2009). Totimpfstoffe lassen sich in drei
Gruppen unterteilen: Vollimpfstoffe enthalten ganze, abgetdtete Erreger (z.B.
Influenza-Ganzvirusimpfstoff, weniger gut vertraglich), Spaltimpfstoffe enzymatisch
zerkleinerte Erreger (z.B. Influenza-Spaltimpfstoff, gut vertraglich) und Subunit-
Impfstoffe gereinigte oder rekombinant hergestellte Antigene (z.B. Hepatitis-surface-



2 Einleitung Seite |27

Antigen, HBsAg, sehr gut vertraglich) (Rink et al. 2012). Toxoide sind inaktivierte
Bakterientoxine, die beispielsweise in der Tetanus- und Diphterieimpfung eingesetzt
werden. Polysaccharid-Antigene von bekapselten Bakterien, wie Pneumokokken,
Meningokokken und Haemophilus influenzae Typ b, I6sen selbst nur eine beschrankte
Immunantwort aus, da es sich bei ihnen um T-Zell-unabh&angige Antigene handelt. Die
Kopplung solcher Antigene an Proteintrdgermolekile, die starke T-Zell-Antigene sind,
fihrt durch das Zusammenwirken von B- und T-Zellen zu einer verbesserten
Immunantwort. Solche Impfstoffe werden als Konjugatimpfstoffe bezeichnet (Murphy
et al. 2009). Auch gereinigte oder rekombinant hergestellte Antigene sind an sich nur
gering immunogen. Um eine verstarkte Immunreaktion zu erzielen, werden sie an sog.
Adjuvanzien (Wirkverstarker) gebunden (Rink et al. 2012). Zu Forschungszwecken
wird bei Labortieren oft das stark immunogene, bei Tierschitzern umstrittene Freund-
Adjuvans, eine Wasser-in-Ol-Emulsion mit abgetdteten Mykobakterien, angewendet
(Nicklas et al. 1997). Beim Menschen ist Aluminiumhydroxid das am haufigsten
eingesetzte Adjuvans (Dekker et al. 2008). Es bewirkt eine erhéhte Antigenaufnahme
durch antigenprasentierende Zellen, eine gesteigerte Antigenpasentation und eine
verlangerte Interaktion zwischen T-Zellen und Dendritischen Zellen (Ghimire et al.
2012, McKee et al. 2013). Eine Liste aller bis 2008 am Menschen untersuchten
Adjuvanzien kann in einem Bericht des US-amerikanischen National Vaccine Advisory
Committee (NVAC) eingesehen werden (Dekker et al. 2008).

Neuere Entwicklungen: Die Kopplung von Antigenen an virusartige Partikel (virus-
like particles, VLPs) ist eine weitere MGoglichkeit, um die Immunogenitat von
Impfstoffen zu erhéhen (Thrane et al. 2016). VLPs bestehen aus viralen
Oberflachenproteinen, die fir die Zellpenetration verantwortlich sind, enthalten jedoch
kein genetisches Material zur Virusreplikation. Auf diese Weise stellen sie den Eintritt
in Wirtszellen sicher, die die Antigene prozessieren, mittels MHC-Molekilen
Immunzellen prasentieren und so eine potente humorale und zellulare Immunantwort
bewirken (Chroboczek et al. 2014). In den Impfstoffen gegen Humane Papillom Viren
(HPV) und Hepatitis B haben sich VLPs als Trager der Antigene bereits bewéhrt
(Mohsen et al. 2017). VLPs zeichnen sich durch eine hohe Effektivitat, Sicherheit und
kostenglnstige Produktion aus (Kushnir et al. 2012). DNA-Impfstoffe bestehen i.d.R.
aus Plasmiden mit genetischem Material, das fir Antigene von Pathogenen codiert
und in Zellen des Impflings exprimiert wird (Khan 2013). Die Zellen prasentieren Uber

MHC-I- und MHC-II-Molekile Fragmente des Antigens, die von Immunzellen als fremd



2 Einleitung Seite |28

erkannt werden (Robinson und Pertmer 2000). So wird neben einer humoralen auch
eine starke zellulare Immunantwort induziert (Fowler und Barnett 2012, Robinson und
Pertmer 2000, Gurunathan et al. 2000). Weitere Vorteile sind die einfache,
kostengunstige Herstellung, die Stabilitdt und Sicherheit des Impfstoffes (Robinson
und Pertmer 2000, Sasaki et al. 2003, Sun et al. 2010). Aufgrund der Insertion in das
Genom der Wirtszelle bestehen jedoch Bedenken beziglich der Entwicklung von
Tumoren (Khan 2009). Aktuell sind mehrere DNA-Impfstoffe beispielsweise gegen
Influenzaviren, Humane Papillom Viren (HPV) und Humane Immundefizienz-Viren
(HIV) in der frGhen Phase der klinischen Prufung (Ferraro et al. 2011, Khan 2013).

Nicht-klinische und klinische Priifung von Impfstoffen

Die Herstellung von Impfstoffen wird von der EMA (European Medicine Agency)
umfassend kontrolliert (EMA 2006). Bevor klinische Studien durchgefiihrt werden,
werden in Tierversuchen die Immunogenitat und die lokale bzw. systemische Toxizitat
des Impfstoffes nach unterschiedlichen Impfdosen untersucht (Spiess et al. 2011). Ist
der Impfstoff praklinisch wirksam und sicher, kommt es nach einer Risikobewertung
zur Erstanwendung am Menschen (Pfleiderer und Wichmann 2014). Hier werden vier
Phasen der klinischen Prifung durchlaufen (vgl. Tab. 3): In den Phasen | und lla
werden an einer relativ kleinen Anzahl an Probanden die Vertraglichkeit und
Immunogenitat getestet und die adaquate Dosierung bzw. Anzahl der Teildosen
ermittelt, die eine protektive Immunantwort auslést. Die Phasen llb und Il beinhalten
gro3 angelegte Vertraglichkeitsstudien, die auch seltene Nebenwirkungen (1-
10/10.000) erfassen und das Nutzen-Risiko-Verhéltnis bestimmen lassen. Phase |l
dient auBerdem dem Zweck, die Wirksamkeit z.B. Gber randomisierte, kontrollierte und
verblindete Studien zu untersuchen. Phase IV beginnt nach erteilter Zulassung. Dabei
wird der Impfstoff bei Anwendung in epidemiologischen Studien, Effizienzstudien und
Studien in Risikogruppen beobachtet und ggf. neu bewertet (Spiess et al. 2011).

Tab. 3 Klinische Prifphasen bei der Entwicklung von Impfstoffen (Spiess et al. 2011)

Phase Zahl der Probanden
Phase | (a/b) Abschatzen der Immunogenitat und Vertraglichkeit <100

Phase ll (a’/b)  Dosisfindung und Vertraglichkeit > 100

Phase lll Konsistenz des Herstellungsverfahrens, Bestimmung der ~ 1.000 — 10.000

Vertraglichkeit, Immunogenitat und Wirksamkeit
Phase IV Anwendungsbeobachtung nach erteilter Zulassung 100 — 10.000
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2.4 Malaria und Schwangerschaft

Schwangere Frauen sind anfélliger fir Infektionen mit P. falciparum, wobei die
Infektionen sowohl haufiger auftreten als auch schwerer verlaufen als bei nicht
Schwangeren (Brabin 1983). Die Wahrscheinlichkeit an schweren Malariainfektionen
zu erkranken ist drei Mal so hoch - mit einer Mortalitatsrate von bis zu 50% (Schantz-
Dunn und Nour 2009, WHO 2006). Weitere Komplikationen sind schwere Anamie,
zerebrale Malaria und massive Beeintrachtigung der Schwangerschaft (Desai et al.
2007).

Die erhdhte Suszeptibilitat wird zwei Hauptkriterien zugeschrieben: zum einen
physiologischen Prozessen in der Schwangerschaft, wie der veranderten
Hormonkonstellation mit Unterdriickung von bestimmten Immunreaktionen oder der
erhdhten Kérperwarme, die Schwangere fir Anophelesmiicken attraktiver erscheinen
lasst (Robinson und Klein 2012, Lindsay et al. 2000); zum anderen der Sequestration

von P. falciparum-infizierten Erythrozyten in der Plazenta (Rogerson et al. 2007b).

In Anwesenheit einer Plazenta exprimiert P. falciparum ein spezielles PfEMP-1-
Oberflachenprotein, das VAR2CSA-Antigen, das an Chondroitinsulfat A (CSA) im
intervilldsen Raum binden kann. Frauen in Endemiegebieten, die bereits eine gewisse
Immunitdt gegen verschieden PfEMP-1-tragende P. falciparum-Stamme gebildet
haben, besitzen vor ihrer Erstschwangerschaft aufgrund fehlender Exposition zu
VAR2CSA keine Antikdrper gegen dieses spezielle PfEMP-1-Antigen, sodass sie
wieder starker gefahrdet sind. Infektionen in weiteren Schwangerschaften verlaufen
durch vermehrten Kontakt mit VAR2CSA-tragenden P. falciparum-Stammen und
zunehmender Immunitat gegen VAR2CSA meist weniger schwer (Rogerson et al.
2007a).

Durch Akkumulation in der Plazenta entzieht sich P. falciparum zudem Eliminierungs-
prozessen in der Milz. In Endemiegebieten kann bei bereits bestehender Teilimmunitat
gegen P. falciparum die periphere Infektion meist kontrolliert werden, wahrend die
Plasmodien unentdeckt in der Plazenta persistieren und mutterliche Andmie sowie

fetale Entwicklungsstérungen hervorrufen kénnen (Warrell und Gilles 2002).

Neben P. falciparum fuhrt auch P. vivax zu einer negativen Beeintrachtigung der
Schwangerschaft; die Folgen sind aber im Allgemeinen weniger gravierend (McLean
et al. 2015, Desai et al. 2007).
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Durch verschiedene MaBnahmen kann Malaria wahrend der Schwangerschaft
vorgebeugt werden. In allen von Malaria betroffenen Regionen sind frihzeitige
Diagnose und Behandlung sowie die Verwendung von INTs (insecticide-treated nets)
entscheidend, in Regionen mit Stabiler Malaria wird zusatzlich eine intermittierende
praventive Behandlung (IPTp) empfohlen (WHO 2007). Zudem erhofft man sich durch
die Identifizierung der am starksten immunogen wirkenden Epitope des VAR2CSA-
Antigens Fortschritte im Hinblick auf die Impfstoffentwicklung gegen P. falciparum-

Malaria in der Schwangerschaft (Saveria et al. 2015).

2.4.1 Epidemiologie

85 Millionen Schwangerschaften wurden im Jahr 2007 in Gebieten mit Risiko fir P.
falciparum-Malaria erfasst, etwa 2/3 davon (54,7 Mio.) in Regionen mit Stabiler Malaria
(Dellicour et al. 2010). In diesen Gebieten zeigen sich bei jeder vierten Frau zum
Zeitpunkt der Geburt Hinweise auf plazentare Infektion (Desai et al. 2007). Allein in
Sub-Sahara-Afrika wurde Malaria laut WHO bis 2009 jahrlich fir Gber 10.000
mutterliche und 200.000 perinatale Todesfalle verantwortlich gemacht (Schantz-Dunn
und Nour 2009). Walker et al. schatzen, dass 900.000 Neugeborene an durch
plazentare Infektion bedingtem erniedrigten Geburtsgewicht leiden (2015). Genaue
Inzidenzzahlen zum Auftreten von Malaria in der Schwangerschaft sind bis heute nicht
bekannt. Abbildung 8 verdeutlicht die Verteilung von P. falciparum und die
entsprechende Zahl an Schwangerschaften auf den verschiedenen Kontinenten im
Jahr 2007 (Dellicour et al. 2010). Neuere Studien bezlglich Inzidenz und

Veranderungen in den letzten Jahren waren winschenswert.
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Abb. 8 P. falciparum-Risikogebiete und entsprechende Anzahl an Schwangerschaften auf den
verschiedenen Kontinenten im Jahr 2007 (Dellicour et al. 2010)
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2.4.2 Folgen fur Mutter und Kind

Das klinische Erscheinungsbild einer P. falciparum-Infektion in der Schwangerschaft
hangt wesentlich von dem Immunstatus der Frau und somit von der Region ab. Besitzt
die Frau bereits einen gewissen Immunschutz, was in der Regel in Gebieten mit
Stabiler Malaria der Fall ist, verlauft die Infektion haufig asymptomatisch. Hohes Fieber
und Komplikationen wie Zerebrale Malaria, Hypoglykdmien oder Lungendédeme treten
selten auf. Allerdings sind Frauen vor allem in der Erstschwangerschaft nicht gegen
plazentare Infektion geschiitzt. Da die Infektion unentdeckt persistiert, kann es zu
ausgepragter matterlicher Andmie und schwerwiegenden Folgen fiir das Ungeborene
kommen. In Regionen mit Instabiler Malaria ist kein Immunschutz vorhanden und eine
Infektion ist mit extrem hohem Risiko flir miutterliche und perinatale Sterblichkeit
verbunden. Auch Organkomplikationen sind haufig (vgl. Tab. 4) (Warrell und Gilles
2002). Zudem scheinen junge Mutter besonders anfallig fir schwere Infektionen zu
sein (Uneke 2008a, Orish et al. 2012).

Tab. 4 Folgen von Malaria in der Schwangerschaft in Regionen unterschiedlicher Transmission
(Warrell und Gilles 2002)

Instabile Malaria Stabile Malaria
Mutter
Todesfélle Ja Ja, sek. durch Anamie
Schwere Anamie Ja Ja
Hohes Fieber Ja Oft asymptomatisch
Zerebrale Malaria Ja Selten
Lungenédem Ja Selten
Hypoglykamie Ja Selten
Fetus
Fehl-/ Totgeburt Ja Unbekannt
Frihgeburt Ja Ja
Erniedrigtes Geburtsgewicht Ja Ja
Intrauterine Wachstumsverzdgerung Unbekannt Ja

Da erniedrigtes Geburtsgewicht und schwere mutterliche Anamie in Regionen mit
Stabiler Malaria die Hauptkomplikationen darstellen, werden sie im Folgenden naher
untersucht.
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Erniedrigtes Geburtsgewicht: Erniedrigtes Geburtsgewicht (definiert als
Geburtsgewicht < 2.500 g) stellt den groBten Risikofaktor fir Sauglings- und
Kindersterblichkeit in Afrika dar (WHO 2012). Das Risiko innerhalb des ersten
Lebensmonats zu versterben wird von Guyatt und Snow auf das Neunfache von
normalgewichtigen Neugeborenen geschatzt. In Afrika sterben etwa 100.000 Kinder
an den Folgen von malariaassoziiertem erniedrigtem Geburtsgewicht (Guyatt und
Snow 2004). Ursachen fur Gewichtsreduktion sind Frihgeburten und intrauterine
Wachstumsretardierung des Fetus (Oraneli et al. 2013). Neben Malariainfektion ist
Malnutrition der Mutter einer der Hauptrisikofaktoren flir erniedrigtes Geburtsgewicht
in Entwicklungslandern (Unger et al. 2015, llunga et al. 2016, Cates et al. 2017).
Welche pathogenetischen Mechanismen der fetalen Entwicklungsstérung zu Grunde
liegen, wird im Kapitel 5.2.3 untersucht.

Schwere Anamie: Schwere Andmie (definiert als Hb < 7 g/dl) stellt die
Hauptkomplikation von P. falciparum-Infektionen mutterlicherseits in Regionen mit
Stabiler Malaria dar. In der Sub-Sahararegion entwickeln Schéatzungen zufolge
zwischen 200.000 und 500.000 Schwangere eine malariaassoziierte schwere Anamie
(Steketee et al. 2001, Guyatt und Snow 2001, Uneke 2008a). Schwere Anamie kann
schon bei geringem Blutverlust wahrend der Geburt zum Tod flhren. Auch
Zirkulationsstérungen mit erhdhtem Risiko flr Herzinsuffizienz und Lungenddem
kénnen auftreten (Warrell und Gilles 2002, Schantz-Dunn und Nour 2009). In einigen
Studien wird zudem ein Zusammenhang zwischen miitterlicher Anamie und fetalen
Entwicklungsstérungen festgestellt (Adam et al. 2011, Uneke 2008a, Kidanto et al.
2009). Neben Malaria missen weitere Ursachen fir Anamie wie Eisen-, Vitamin- und
Spurenelement-Mangel sowie Wurminfektionen mitberlcksichtigt werden (Achidi et al.
2005, Adam et al. 2011, van den Broek und Letsky 2000). Die Entstehung der

Malariaanamie ist vielschichtig und wird im Kapitel 5.2.4 dargestellt.

Malariainfektion bei Neugeborenen: Durch Mikroverletzungen in der Plazenta oder
wahrend der Geburt kann es zur Ubertragung von Parasiten in den kindlichen
Blutkreislauf kommen. Kongenitale Malaria manifestiert sich allerdings nur in
Einzelfallen (Enweronu-Laryea et al. 2013). Auch in den ersten drei bis sechs
Lebensmonaten wird Malaria bei Kindern selten beobachtet; Infektionen sind
gekennzeichnet durch extrem niedrige Parasitdmie und durch das Fehlen von
Symptomen und Komplikationen (Covell 1950, Snow et al. 1998). Dies wird zum einen

dem Schutz diaplazentar Gbertragener IgG-Antikdrpern, v.a. gegen PfEMP-1, zum
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anderen dem kindlichen HbF zugeschrieben (Amaratunga et al. 2011). GroBe Studien
zu diesem Thema fehlen jedoch und gerade bei nicht- oder semi-immunen Muttern
darf Malaria bei Neugeborenen nicht vernachlassigt werden (Goel et al. 2013,
Menendez und Mayor 2007).

2.4.3 Infektion mit P. vivax in der Schwangerschaft

Neben P. falciparum spielt auch P. vivax in der Schwangerschaft eine Rolle und wird
mit negativen Folgen wie Anamie und niedrigem Geburtsgewicht assoziiert (Desai et
al. 2007, Poespoprodjo et al. 2008). Ob P. vivax-infizierte Erythrozyten in der Plazenta
sequestrieren kénnen, ist bisher unklar. In manchen Studien werden unter P. vivax-
Infektion histologische Veranderungen innerhalb der Plazenta gefunden (McGready et
al. 2004, Souza et al. 2013). Jungste in vitro-Studien kénnen zudem eine Interaktion
von P. vivax-infizierten Erythrozyten mit plazentaren Glykosaminoglykanen, wie CSA
und Hyaluronsaure, zeigen - allerdings ist der Bindungsgrad etwa zehnfach niedriger
als bei P. falciparum (Carvalho et al. 2010, Chotivanich et al. 2012). In vivo werden P.
vivax-infizierte Erythrozyten und Inflammationszeichen in der Plazenta nur selten
gefunden (Mayor et al. 2012, Carmona-Fonseca et al. 2013, Souza et al. 2013).
Komplikationen in der Schwangerschaft werden daher eher den umfassenden
peripheren Effekten einer Infektion, wie muitterlicher Anamie, Fieber und systemischer
Inflammation, zugeschrieben (Poespoprodjo et al. 2008, McLean et al. 2015). Im
Vergleich zu einer Infektion mit P. falciparum reagiert der Kérper auf P. vivax mit einer
héheren Fieber- und Entztindungsreaktion (Yeo et al. 2010, Hemmer et al. 2006). Bei
Schwangeren kann dies verfriihte Wehen auslésen und Friih-, Fehl- und Totgeburten
beginstigen (Warrell und Gilles 2002). AuBBerdem wird bei P. vivax die Zytoadharenz
infizierter Erythrozyten, das sog. Rosetting, vermehrt beobachtet, welches zu
Organschaden und Anamie fliihren kann (Lee et al. 2014, Marin-Menendez et al. 2013).
Die Morbiditats- und Mortalitatsrate einer P. vivax-Infektion in der Schwangerschaft ist
nicht zu vernachlassigen (Anstey et al. 2012). Im Vergleich zu P. falciparum sind

negative Folgen aber seltener und weniger ausgepragt (McLean et al. 2015).

Die plazentare Sequestration von P. falciparum ist fir die schweren Verlaufe
verantwortlich, bietet jedoch auch Interventionsméglichkeiten. Die folgende Arbeit
befasst sich daher nur mit P. falciparum-Infektion in der Schwangerschaft. ,Malaria in

der Schwangerschaft“ wird synonym dazu verwendet.
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2.4.4 Diagnostik, Therapie und Pravention

Die Diagnose einer Infektion mit P. falciparum in der Schwangerschaft stellt ein
besonderes Problem dar. Da die infizierten Erythrozyten in der Plazenta sequestrieren,
ist die Mikroskopie des peripheren Blutes trotz persistierender Infektion héaufig
unauffallig (Uneke 2008b). Zudem wird die Parasitamie aufgrund der physiologischen
Zunahme des intravasalen Volumens wahrend der Schwangerschaft relativ verringert
(Fried et al. 2012). ,Submikroskopische®, im peripheren Blut unerkannte Infektionen
sind daher in der Schwangerschaft haufig. In Gebieten mit Stabiler Malaria erschwert
auBBerdem die fehlende Klinik die Diagnosestellung, da Infektionen haufig zunachst
asymptomatisch — allerdings mit negativen Folgen fir das Ungeborene und die Mutter
— verlaufen (Nosten et al. 2004).

Als ,Goldstandard“ zur Diagnose von Malaria in der Schwangerschaft fiir Forschungs-
und epidemiologische Zwecke wird die Plazentabiopsie mit Histologie gesehen (Uneke
2008b). Zur klinischen Diagnostik eignet sich die Histologie nicht, da sie postpartal
erfolgt und arbeits- sowie kostenintensiv ist (Rogerson et al. 2003a). PCR und
Schnelltest kénnen, verglichen mit der Mikroskopie, P. falciparum-Infektionen
sensitiver nachweisen (Kattenberg et al. 2011). In einigen Studien wurden durch PCR
mehr als doppelt so viele infizierte Schwangere erkannt (Adegnika et al. 2006, Walker-
Abbey et al. 2005, Malhotra et al. 2005, Adam et al. 2005, Mockenhaupt et al. 2006,
Mockenhaupt et al. 2000) (gepruft in Uneke 2008b). Allerdings ist die PCR aufgrund
logistischer und finanzieller Hindernisse nicht zur Routinediagnostik geeignet (Uneke
2008b). Eine Alternative bietet der weniger aufwandige Schnelltest mit Nachweis des
HRP-2 (histidine-rich protein-2) Antigens, das von P. falciparum-infizierten
Erythrozyten ins Blut freigesetzt wird. Die Sensitivitat ist gegentber der PCR zwar
geringer, verglichen mit Mikroskopie aber deutlich héher (Malhotra et al. 2005,
Mockenhaupt et al. 2006, Mockenhaupt et al. 2000, Singer et al. 2004). AuBerdem
bleibt fraglich, inwieweit die von der PCR erkannten submikroskopischen Infektionen
klinische Relevanz besitzen. In einigen Studien kdnnen negative Folgen, wie
mutterliche Anamie und erniedrigtes Geburtsgewicht, nachgewiesen werden
(Mohammed et al. 2013, Cottrell et al. 2015, Mockenhaupt et al. 2000, Adegnika et al.
2006), wahrend andere Studien keinen relevanten Zusammenhang feststellen kénnen
(Singh et al. 2015, Cohee et al. 2014, Williams et al. 2016b). Problematisch beim
Schnelltest bleibt, dass er immer noch viele Infektionen Ubersieht und dass er sich
nicht zur Verlaufskontrolle eignet, da das HPR-2 Antigen auch nach erfolgreicher
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Therapie mehrere Wochen im Blut nachweisbar bleibt (Tjitra et al. 2001, Mayxay et al.
2001, Fried et al. 2012). Um einen verzdgerten Therapiebeginn bei Malaria oder
unnétige Therapie bei anderen Erkrankungen zukinftig zu verhindern, sind alternative,
zuverlassigere Methoden erforderlich. Diskutiert werden Biomarker, wie die
Entziindungsparameter TNF-Rezeptor 2 und C-reaktives Protein oder Marker fir
Praeklampsie wie sFTL1 (soluble fms-like tyrosine kinase-1) und Endoglin (Silver et
al. 2011, Conroy et al. 2011, Thevenon et al. 2010). Diese Biomarker in Kombination
mit parasitaren Markern kénnten die Sensitivitat und Spezifitdt zur Detektion einer

Schwangerschaftsmalaria verbessern (Fried et al. 2012).

Die Therapie der Schwangerschaftsmalaria wurde bereits in Kapitel 2.1.8 erlautert. Da
P. falciparum-Infektion in der Schwangerschaft zu schwerwiegenden Folgen fluhren
kann, wird in Gebieten mit Stabiler Malaria neben der Anwendung von ,insecticide-
treated nets® (ITNs) eine zuséatzliche medikamentdse Prophylaxe, die sog. ,intermittent
preventive treatment in pregnancy® (ITPp), empfohlen. Dabei sollen schwangere
Frauen ab dem 2. Trimenon im Abstand von jeweils minimal einem Monat mindestens
drei Dosen Sulfadoxin-Pyrimethamin erhalten (WHO 2007, WHO 2015b). Die
zunehmende Resistenzbildung gegen Sulfadoxin-Pyrimethamin erzwingt jedoch die
Suche nach Alternativen. Dihydroaremisinin-Piperaquin ist nach aktueller Studienlage
ein potentieller Ersatz flr Sulfadoxin-Pyrimethamin (Hill et al. 2016, Kakuru et al.
2016). Weiterhin wird intensiv an Impfstoffen, die vor den negativen Folgen der
Schwangerschaftsmalaria schiitzen, geforscht (Nielsen 2017, European Vaccine
Initiative 2017).
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3 Ziele der Arbeit

Durch die Bindung infizierter Erythrozyten in der Plazenta fuhrt P. falciparum in der
Schwangerschaft zu zahleichen Komplikationen wie erniedrigtem Geburtsgewicht des

Neugeborenen und mutterlicher Anamie, die bis hin zum Tod flihren kénnen.

Ziel dieser Arbeit ist es, anhand einer systematischen Auswertung internationaler
Literatur genauer zu verstehen, wie die Interaktion zwischen Parasit und Plazenta
ablauft und mit welchen immunologischen Prozessen der Kérper auf die Infektion
reagiert. Das variable Oberflachenantigen VAR2CSA, das die Bindung an
Chondroitinsulfat A (CSA) in der Plazenta vermittelt, steht dabei im Mittelpunkt.

Im Einzelnen sollen folgende Aspekte bearbeitet werden:

- Der Aufbau von VAR2CSA mit variablen Anteilen und CSA-Bindungsdomanen
soll auf Grundlage aktueller struktureller und kinetischer Studien dargestellt

werden.

- Die Rolle der plazentaren Inflammation bei der Eliminierung des Erregers auf
der einen Seite, bei der Pathogenese von Komplikationen auf der anderen Seite

soll genauer betrachtet werden.

- Die natlrliche Immunitatsentwicklung von Frauen in Endemiegebieten gegen
VAR2CSA-tragende Parasitenstamme soll ndher untersucht werden. Dabei soll

auf folgende Fragestellungen tiefer eingegangen werden:

l) Gegen welche Epitope von VAR2CSA sind Antikdrper mehrgebarender
Frauen gerichtet?

II) Welche Antikérper sind mit verminderten Infektions- und Komplikationsraten
assoziiert?

[Il) Welche Antikérper korrelieren mit der Hemmung der CSA-Bindung?

Mithilfe von Tabellen und Schaubildern sollen Studien zur Pathogenese und
Immunologie aufgefiihrt und ein Uberblick tiber die aktuelle Forschungslage gegeben

werden.

Darauf aufbauend sollen Mdglichkeiten und Grenzen der Entwicklung eines auf
VAR2CSA basierenden Impfstoffes gegen plazentare Parasiten diskutiert werden. Da
GréBe und Komplexitat die Anwendung von VAR2CSA als Impfstoff verhindern,
werden Studien zusammengetragen, die kleinere Bereiche von VAR2CSA auf ihre



3 Ziele der Arbeit Seite |37

CSA-Bindungsfahigkeit untersuchen. Die Immunogenitat dieser Bereiche bezlglich
der Induktion von kreuzreaktiven und bindungshemmenden Antikérpern wird in
mehreren in vitro-Studien gepruft. So kénnen die N-terminalen Multidoméanen DBL1-
DBL2 und ID1-ID2a, die Bestandteile zweier sich in Phase | der klinischen Priifung
befindenden Impfstoffe sind, als vielversprechende Impfstoffkandidaten bestatigt
werden. Weiterhin wird diskutiert, ob das Beifltigen von anderen VAR2CSA-Doméanen
oder die Kombination mehrerer VAR2CSA-Varianten die Wirkung der Impfstoffe
erhdhen kdnnte. Daneben sollen alternative Antigene zu VAR2CSA aufgezeigt

werden.

Durch die Zusammenstellung aller relevanten Studien soll diese Arbeit verschiedene
Méglichkeiten vorstellen, wie die Effektivitat der Impfstoffe in Phase | gesteigert
werden kdnnte, und kann bei unzureichender Wirkung hilfreiche Anregungen geben.
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4 Methoden

Als systematische Ubersichtsarbeit befasst sich die vorliegende Arbeit mit Studien zum
Thema ,Infektion mit P. falciparum in der Schwangerschaft‘. Zu den Bereichen
Pathogenese, Immunologie und Impfstoffentwicklung wurde eine gezielte
Literaturrecherche durchgefihrt. Hauptliteraturquelle war die wissenschaftliche
Literaturdatenbank PubMed.

Folgende englische Begriffe wurden als Schlagwérter verwendet:

- Malaria, pregnancy, placenta, P. falciparum, placental malaria, CSA/C4S,
VAR2CSA, polymorphism

- TNF, IFNy, IL-1/-4/-6/-8/-10, progesterone, estrogen, glucocorticoids, low birth
weight, preeclampsia, an(a)emia, parasit(a)emia, preterm delivery, primigravida

- DBL1x, DBL2x, DBL3x, DBL4¢, DBL5¢, DBL6¢, DBL1x-DBL2x, ID1-DBL2x/ID2,

DBL4¢ -ID4, antibodies, vaccine/vaccination
Folgende Themen bzw. englische Begriffe wurden ausgeschlossen:
- HIV, cerebral malaria, children

Mithilfe der ,Boolschen Operatoren® wurden die Suchbegriffe miteinander kombiniert.
Durch den Operator ,AND“ wurden Studien ermittelt, die alle gesuchten Begriffe
enthalten, durch ,,OR* solche, die einen der erfragten Begriffe beinhalten und durch die
Verbindung mit ,NOT“ wurden Studien, die eine nicht gewlnschte Thematik
mitbehandeln, ausgeschlossen. Daneben wurde die Fachsystematik MeSH (Medical
Subject Headings) verwendet, um die Literatur mittels inhaltlicher Schlagwérter zu
durchsuchen und die Auswahl relevanter Studien zu erleichtern. Die Funktion
,<Advanced Search“ ermdglichte die gezielte Suche beispielsweise nach einem
bestimmten Autor, Titel oder Erscheinungsdatum. Eingeschlossen wurden alle
relevanten englisch- und deutschsprachigen Studien, die im Zeitraum von Januar 1990
bis September 2017 erschienen.

Bei der Recherche wurde deutlich, dass sich die Autoren M. Fried, M. F. Duffy und S.J.
Rogerson besonders mit der Pathogenese und Immunologie von P. falciparum-
Infektion in der Schwangerschaft auseinandersetzen. Im Bereich der Impfstoff-
entwicklung gibt es zwei Arbeitsgruppen, deren Impfstoffe 2016 zur klinischen Prifung

Phase | zugelassen wurden: Zum einen das ,PlacMalVac*“Projekt, das unter der
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Leitung von M. Nielsen am ,Centre for Medical Parasitology” in Kollaboration mit der
Universitat Kopenhagen durchgefihrt wird, zum anderen das ,PRIMALVAC*Projekt,
das von der ,European Vaccine Initiative“ (EVI, Heidelberg) und dem ,Institut national
de la santé et de la recherche médicale” (Inserm, Frankreich) unter der Leitung von N.
Viebig initiiert wurde. In Tabelle 5 ist die Anzahl an Publikationen einiger Autoren mit
,Malaria in der Schwangerschaft” als Schwerpunktthema gelistet.

Tab. 5 Publikationen von Autoren mit Schwerpunktthema ,Malaria in der Schwangerschaft®

Autor Schwerpunkithema Anzahl an Publikationen
gesamt spezifisch
Fried, M. Pathogenese und Immunologie 65 50
Duffy, P.E. Pathogenese und Immunologie 111 51
Rogerson, S.J. Pathogenese und Immunologie 141 94
Niesen, M.A. Impfstoffentwicklung (PlacMalVac) 57 38
Deloron, P. Impfstoffentwicklung (Praklinische Studien) 113 65
Viebig, N. Impfstoffentwicklung (PRIMALVAC) 18 6

Anzahl der Publikationen am 22.10.2017 auf PubMed; die spezifische Suche erfolgte nach dem
Schema ,,...“[Author] AND ,Malaria“ AND ,Pregnancy*.

Neben der Recherche in PubMed wurden medizinische Fachblcher und aktuelle
Berichte, Empfehlungen und Leitlinien der WHO hinzugezogen. Mithilfe des
Literaturverwaltungsprogrammes EndNote wurde eine Literaturdatenbank angelegt
und das Quellenverzeichnis erstellt.
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5  Ergebnisse

5.1 Sequestration infizierter Erythrozyten in der Plazenta

Die Pathogenese der Schwangerschaftsmalaria ist maBgeblich dadurch bedingt, dass
mit P. falciparum infizierte Erythrozyten an Rezeptoren in der Plazenta binden und sich
im intervilldsen Raum ansammeln. Als wichtigste Bindungspartner wird nach heutigem
Forschungsstand die Interaktion zwischen dem VAR2CSA-Protein, einer speziellen
Variante des PfEMP-1 auf der Oberflache infizierter Erythrozyten, und
Chondroitinsulfat A (CSA) im intervilldsen Raum der Plazenta gesehen (Doritchamou
et al. 2014). Das Verstandnis der molekularen und strukturellen Vorgange dieser
Bindung steht als Grundlage neuer Interventionsmdglichkeiten, insbesondere der
Impfstoffentwicklung, im Zentrum der Forschung. Abb. 9 veranschaulicht die Bindung
von VAR2CSA an CSA in der Plazenta.

Plazenta Sbnzyﬁo'

M tropho-
laste
VAR2CSA

~Q

P. fa/qparum [y

5

Infizierter Erythrozyt % ’
CSA |
A B

Abb. 9 Vereinfachte Darstellung der Interaktion zwischen VAR2CSA und CSA in der Plazenta

A) P. falciparum bewirkt bei Vorhandensein einer Plazenta die Expression von VAR2CSA auf der
Oberflache infizierter Erythrozyten, welches an CSA im intervilldésen Raum bindet B) VergroBerter
Abschnitt aus A, VAR2CSA bindet mit den N-terminalen Domanen an CSA

ATS — Saures terminales Segment, DBL— Duffy-binding-like Doméne, ID — Interdoméne, NTS - N-
terminales Segment

VAR2CSA
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5.1.1 Chondroitinsulfat A: Funktion, Vorkommen und Struktur

Chondroitinsulfat A (CSA) ist ein Glykosaminoglykan, eine aus Disaccharideinheiten
aufgebaute Zuckerkette, die an ein Protein gebunden ein Proteoglykan bildet (Goel
und Gowda 2011).

Bereits 1996 wurde CSA von Fried und Duffy als Zielstruktur fir die Adhéasion P.
falciparum-infizierter Erythrozyten in der Plazenta beschrieben (Fried und Duffy 1996).
Im Jahr 2004 wurde es von Muthusamy et al. mittels immunhistochemischen
Techniken im intervillésen Raum und in geringem MalB3 an der Synzytio-
trophoblastenschicht nachgewiesen (vgl. Abb. 10). Sie mutmafBen, dass CSA vom
Fetus gebildet und in den intervilldsen Raum sezerniert wird (Muthusamy et al. 2004).
In mit P. falciparum-infizierten Plazenten fanden sie signifikant héhere Werte von CSA
(Muthusamy et al. 2007, Muthusamy et al. 2004). Da man davon ausgeht, dass
Proteoglykane an der Mobilisierung von  Zytokinen, Hormonen und
Wachstumsfaktoren in Geweben beteiligt sind, kdnnte eine erhéhte Expression von
CSA die Plazentafunktion negativ beeinflussen und tber eine verstarkte Adhasion von
Parasiten die Entstehung von Komplikationen férdern (Muthusamy et al. 2007, Achur
et al. 2003, Nietfeld et al. 1994).

>
il
g
7}
4

Abb. 10 Immunhistochemische Lokalisation von CSA in der Plazenta (Muthusamy et al. 2004)

A) Keine Farbung durch praimmunes Kaninchenserum (vor der Bildung von Antikérpern gegen CSA)
B, D) Farbung von fibrésem Material und Fibrinoidablagerungen im intervillésen Raum sowie fibrésen
Projektionen an der Synzytiotrophoblastenschicht durch Antikérper gegen CSA (durch Pfeile markiert)
C) VergréBerter Ausschnitt aus B

Syn: Synzytiotrophoblasten, RBC: Erythrozyten (red blood cells), Ivs: Intervilldser Raum (intervillous
space), Fbv: Fetales BlutgeféaB3 (fetal blood vessel), Fbd: Fibrinoidablagerungen (fibrinoid deposits),
Originalpraparat 100fach vergréBert (A, B, D)

Chondroitinsulfat besitzt unterschiedliche Disaccharid- und Sulfonierungsmuster (Goel
und Gowda 2011). Fir eine effektive Bindung an die infizierten Erythrozyten ist ein
ungewdhnlich niedrig sulfoniertes Polysaccharid mit Sulfatgruppen am C4-Atom,
Chordoitin-4-Sulfat bzw. Chondroitinsulfat A (CSA) genannt, entscheidend (Achur et

al. 2000, Alkhalil et al. 2000). Das minimale Bindungsmotiv besteht aus einer Kette

aus sechs Disacchariden (Dodecasaccharid), von denen zwei bis vier sulfoniert und
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die restlichen nicht sulfoniert sind (vgl. Abb. 11) (Achur et al. 2008, Alkhalil et al. 2000,
Chai et al. 2002, Gowda 2006, Muthusamy et al. 2007). Andere Glykosaminoglykane,
héher sulfonierte Ketten und selbst Chondroitin-6-Sulfat binden infizierte Erythrozyten
nicht oder nur gering (Achur et al. 2003, Achur et al. 2000, Alkhalil et al. 2000, Fried et
al. 2000). Aktuelle Studien belegen, dass CSA von VAR2CSA auf den infizierten
Erythrozyten mit hoher Spezifitdt und Affinitdt gebunden wird (Khunrae et al. 2010,
Srivastava et al. 2010). Neben den C4-Sulfatgruppen sind weitere Strukturelemente
von CSA fir die Interaktion mit VAR2CSA wichtig, darunter die Karboxylgruppe am
nichtreduzierenden Glucuronséaureende und eine oder mehrere Hydroxylgruppen an
der C4-Position von N-Acetylglucosamin (Achur et al. 2008, Goel und Gowda 2011,
Gowda et al. 2007). Das Dodecasaccharid beschreibt eine linksgerichtete
Einzelstranghelix, sodass auch die raumliche Struktur zu bericksichtigen ist (Cael et
al. 1978).

COO- HO/-0,S0 COO- -0,S0 COO- OH
" /’L\ ‘ N e J\ ‘ AR /"'L‘\
GlcA HN \.-Gch-f = GIcA GlcA = = GlcAH = GlcA H ,
A AU Ut
0,580 COO- HO COO- HO/~0,80 COO-

Abb. 11 Schematische Darstellung von Chondroitinsulfat A (CSA) (Goel und Gowda 2011)
CSA ist eine niedrig sulfonierte Polysaccharidkette mit Sulfatgruppen am C4-Atom. Hier dargestellt ist

ein Dodecasaccharid (sechs Disaccharideinheiten) mit vier am C4-Atom sulfonierten und zwei nicht
sulfonierten Disacchariden. Flr die Bindung an VAR2CSA sind folgende Strukturen wichtig:
Karboxylgruppen von GicA, C4-Hydroxylgruppe von NAG, C4-Sulfatgruppen.

GlcA: Glucuronsaure, NAG: N-Acetylglucosamin, -OsSO: Sulfatgruppe, COO-: Karboxylgruppe, OH:
Hydroxylgruppe

Der genaue molekulare und strukturelle Aufbau von CSA ist wichtig, um in Laboren die
Interaktion mit VAR2CSA analysieren zu kénnen (Goel und Gowda 2011). Zudem
ergeben sich neue therapeutische Ansatze, wie beispielsweise die Entwicklung von
Chondroitinsulfat-Oligomeren, die mit héherer Affinitat als CSA an VAR2CSA binden
und auf diese Weise die Sequestration infizierter Erythrozyten in der Plazenta
behindern (Beaudet et al. 2014). Allerdings besteht hier noch weiterer

Forschungsbedarf.
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Box 1

Aktueller Wissensstand
Funktion, Vorkommen und Struktur von CSA

1. CSA ist eine Zuckerseitenkette eines Proteoglykans, es wird vom Fetus gebildet und in den
intervilldsen Raum sezerniert; bei Infektion mit P. falciparum wird es signifikant erhéht
vorgefunden (Muthusamy et al. 2007).

2. Proteoglykane sind an der Mobilisierung von Zytokinen, Hormonen und Wachstumsfaktoren
in Geweben beteiligt (Nietfeld et al. 1994, Achur et al. 2003).

3. CSA ist eine niedrig sulfonierte Form von Chondroitinsulfat mit Sulfatgruppen am C4-Atom
(Achur et al. 2000, Goel und Gowda 2011).

4. Das minimale Bindungsmotiv fir VAR2CSA besteht aus sechs Disacchariden
(Dodecasaccharid), von denen zwei bis vier am C4-Atom sulfoniert sind (Alkhalil et al.
2000, Chai et al. 2002, Gowda 2006, Muthusamy et al. 2007).

5. Die Bindung infizierter Erythrozyten bzw. von VAR2CSA an CSA ist hoch spezifisch (Achur
et al. 2000, Achur et al. 2003, Alkhalil et al. 2000, Fried et al. 2000, Goel und Gowda 2011,
Khunrae et al. 2010, Srivastava et al. 2010).

6. Das Wissen Uber die genaue Struktur von CSA ist fiir Laborzwecke unerlasslich und bietet
neue therapeutische Mdéglichkeiten (Goel und Gowda 2011, Beaudet et al. 2014).

5.1.2 VAR2CSA: Struktur, Funktion und Polymorphismus

A) VAR2CSA

Abb. 12 Schematische Darstellung von VAR2CSA und DBL3x

A) Schematische Darstellung von VAR2CSA (Goel und Gowda 2011)
NTS - N-terminales Segment, ID — Interdoméne, DBL — Duffy-binding-
like Doméane, TMS — Transmembran-Segment, ATS — Saures
terminales Segment

B) Struktur von DBL3x mit polymorphen Anteilen in Gelb,
konservierten Anteilen in Blau und Sulfation in Griin (Khunrae und

VAR2CSA, eine spezielle Variante des PfEMP-1, wird selektiv von plazentaren
Parasiten auf der Erythrozytenoberflache exprimiert. Es wurde 2003 von Salanti et al.
entdeckt und in zahlreichen weiteren Studien als wichtigster Ligand von CSA bestatigt
(Salanti et al. 2003, Duffy et al. 2006, Gamain et al. 2005, Salanti et al. 2004, Tuikue
Ndam et al. 2005, Viebig et al. 2005, Viebig et al. 2007). Es konnte gezeigt werden,
dass die Zerstérung des var2csa-Gens zum Verlust der CSA-Bindungsfahigkeit fihrt
(Duffy et al. 2006, Viebig et al. 2005). Keine weiteren hochregulierten var-Gene
standen im direkten Zusammenhang mit plazentarer Adhasion (Viebig et al. 2007).

VAR2CSA ist ein groBes (350kDa) transmembrandses Polypeptid. Der extrazellulare

Anteil besteht aus sechs Duffy-binding-like-Domanen (jeweils drei DBL-Domé&nen der
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Klasse x und g, wobei die Klassenbezeichnung in der weiteren Arbeit aus Griinden der
Ubersichtlichkeit weggelassen wird), einer zysteinreichen Interdoméne (ID2a/b) und
weiteren kurzen Interdoménen-Segmenten (ID1, ID4) (vgl. Abb. 12, A) (Rieger et al.
2015). Welche Bereiche von VAR2CSA am starksten an der Bindung zu CSA beteiligt
sind, wird kontrovers diskutiert und im folgendem Kapitel dargestellt. VAR2CSA
unterscheidet sich strukturell und funktionell stark von anderen PfEMP-1-Proteinen.
So fehlen beispielsweise spezifische Doméanen, die fur die Erkennung von vaskularen
Rezeptoren, wie CD36 und ICAM-1, nétig sind (Doritchamou et al. 2014, Salanti et al.
2003). Auch Rosetting — ein sonst wichtiger Pathogenesefaktor durch Aneinander-
lagern von infizierten Erythrozyten — ist bei plazentarer Infektion untypisch (Rogerson
et al. 2000a, Stevenson et al. 2015, Maubert et al. 1998). Am besten ist die Struktur
der DBL3x-Domane (DBL3) verstanden, die CSA in in vitro-Studien bindet und in zwei
unabhangigen kristallographischen Studien untersucht wurde (Higgins 2008, Singh et
al. 2008). DBL3 besteht aus einer aHelix mit zahlreichen eingefligten Schleifen und
kann in drei Subdomé&nen unterteilt werden (vgl. Abb. 12, B). Eine Schleife zwischen
der zweiten und dritten Subdomaéane, die im ungebundenen Zustand ungeordnet
vorliegt, nimmt in Anwesenheit von Sulfat oder Disacchariden Struktur an und bildet
eine Sulfatbindungstasche (Higgins 2008). Durch die Konformationsédnderung entsteht
eine positiv geladene Region, die das negativ geladene CSA anzieht. Es konnte
gezeigt werden, dass Mutationen in diesen Bereichen die Bindung von CSA an DBL3
stark beeintrachtigen (Khunrae et al. 2009, Singh et al. 2008). Die flexible Schleife und
weitere sie umgebende Strukturen liegen an der Doméanenoberflache, sind polymorph
und schitzen mdglicherweise die CSA-Bindungsstelle vor der Erkennung durch das
Immunsystem (Higgins 2008). Aufgrund der Gr6Be und der Komplexitat von VAR2CSA
konnte bisher nur die Quartarstruktur einzelner Doméanen, nicht aber die des gesamten

Proteins dargestellt werden (Gangnard et al. 2013, Gangnard et al. 2015).

Beim Vorhandensein einer Plazenta switcht eine P. falciparum-Subpopulation auf die
Expression des var2csa-Gens, eines von 60 var-Genen von PfEMP-1, um (Scherf et
al. 1998). Im Gegensatz zu den Ubrigen var-Genen, die sich zwischen den Stammen
stark unterscheiden, ist var2csa relativ konserviert (Fried und Duffy 2002, Rowe et al.
2002, Salanti et al. 2002, Salanti et al. 2003). Das var2csa-Gen wird bei der Analyse
des Genoms von P. falciparum-lsolaten unterschiedlicher Regionen in beinahe allen
Stammen nachgewiesen (Salanti et al. 2003, Rowe et al. 2002, Trimnell et al. 2006).

Kraemer et al. kbnnen von den 60 var-Genen nur drei, darunter var2csa, finden, die in
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allen drei untersuchten P. falciparum-Stammen (3D7-, IT4- und HB3-Stamm) enthalten
sind. Wahrend sich selbst bei gleichem Aufbau des var-Gens wichtige Doméanen von
PfEMP-1 in weniger als 50% ihrer Aminosauresequenz gleichen, sind tber 75% der
Sequenz des konservierten var2csa-Gens identisch (Kraemer et al. 2007). In einer
anderen Studie, in der 11 VAR2CSA-Aminosaurensequenzen von Parasitenisolaten
weltweit verglichen werden, wird eine durchschnittliche Ubereinstimmung von 78%
gefunden (Bockhorst et al. 2007). Ursache der fir var-Gene ungewdhnlich hohen
Konservierung kénnte die Lage von var2csa im Genom sein, die
Rekombinationsmdglichkeiten mit anderen var-Genen einschrankt (Kraemer et al.
2007, Kraemer und Smith 2003, Lavstsen et al. 2003).

Im Vergleich zu nicht-var-Proteinen besitzt VAR2CSA jedoch zahlreiche polymorphe
Areale, die zu einer hohen antigenen Vielfalt und verschiedenen plazentaren P.
falciparum-Stammen fihren (Trimnell et al. 2006, Sander et al. 2009).
Polymorphismen entstehen unter Selektionsdruck durch Exposition zum
Wirtsimmunsystem und sind wichtige Mechanismen zur Immunevasion (Bockhorst et
al. 2007, Doritchamou et al. 2015, Trimnell et al. 2006). Sie liegen meist an der
Proteinoberflache, schltzen konservierte Areale vor der Immunabwehr und behindern
die Bildung von stammestbergreifenden Antikbrpern (Andersen et al. 2008, Dahlback
et al. 2010, Khunrae und Higgins 2010). Durch die Analyse der Aminosauresequenz
von VAR2CSA und den Vergleich von VAR2CSA-Sequenzen verschiedener P.
falciparum-Stamme kénnen konservierte und polymorphe Areale identifiziert und die
DBL-Doméanen von VAR2CSA naher charakterisiert werden. So untersuchen
Dahlback et al. die DBL3-Domane von 43 plazentaren P. falciparum-lsolaten aus dem
Senegal und zeigen, dass DBL3 aus vier hochkonservierten Sequenzen (C1-4) und
drei variablen Sequenzen (V1-3) besteht. Auch einige der konservierten Bereiche
befinden sich an der Proteinoberflache und sind Zielstruktur von naturlich erworbenen
Antikérpern (Dahlback et al. 2006). In einer anderen Studie, in der 76 verschiedene
AS-Sequenzen von P. falcipaurm-Stdmmen aus Kenia untersucht werden, kann der
Aufbau der DBL3-Doméane mit vier konservierten und drei variablen Bereichen
bestatigt werden (Talundzic et al. 2012). Rovira-Vallbona et al. analysieren die
variablen Sequenzen der DBL2- und DBL3-Domaéane von plazentaren P. falciparum-
Isolaten aus Mosambik und finden sechs Sequenzmotive, die mit hoher Parasitamie
assoziiert sind (Rovira-Vallbona et al. 2013). Sander et al. konzentrieren sich auf die

Sequenz der DBL2-Region von VAR2CSA und entdecken darin ein sogenanntes
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~<dimorphes” Strukturmotiv von 26 AS Lange, das je nach Sequenz die untersuchten
Stamme in zwei phylogenetische Gruppen (den FCR3- und den 3D7-Stamm) einteilt
(Sander et al. 2009). Eine weitere dimorphe Region von 167 AS Lange wurde 2015
von Doritchamou et al. in der Interdomane 1 (ID1) entdeckt, wobei 76% der
untersuchten plazentaren Isolate aus Benin die erste Variante (Cluster 1) und 24% die
zweite Variante (Cluster 2) enthalten. P. falciparum-Isolate mit Cluster 2 sind sowohl
mit mehrfacher Schwangerschaft als auch mit hoher Parasitdmie assoziiert
(Doritchamou et al. 2015). Die dimorphen Areale scheinen eine essentielle Funktion in
der Pathogenese einzunehmen, da sie wichtige Elemente zur CSA-Bindung enthalten
und evolutionsgeschichtlich lange stabil geblieben sind (Doritchamou et al. 2015,
Sander et al. 2009). DBL6 gilt mit sieben variablen Blécken als am wenigsten
konservierte Doméane von VAR2CSA. Bei genauerer Untersuchung dieser Blocke fallt
jedoch auf, dass sie aus einer limitierten Zahl an Konsensussequenzen, also ahnlichen
oder identischen Sequenzmustern, bestehen (Badaut et al. 2010). Deloron et al. und
Gangnard et al. zeigen, dass innerhalb von DBL-6 die variablen Blécke 1 und 5 (VB1,
VB5) verschiedener Parasitenstdmme von Antikérpern aus dem Plasma exponierter

Schwangerer kreuzreaktiv erkannt werden (Deloron et al. 2013, Gangnard et al. 2013).

Vier Studien befassen sich mit dem Vergleich von weltweiten Parasitenstammen. Sie
kommen Uberein, dass die Gendiversitat von var2csa auf einer hohen Rate von Selbst-
Rekombination mit einem limitierten Repertoire an Sequenzen beruht. In vielen
variablen Regionen ist der Polymorphismus somit durch bereits bekannte oder
ahnliche Strukturmotive begrenzt (Bockhorst et al. 2007, Bordbar et al. 2014, Trimnell
et al. 2006, Hommel et al. 2010). Diese weltweit geteilten Strukturmotive sowie
konservierte oberflachenexponierte Areale von VAR2CSA sind von besonderem
Interesse, da sie eine stammesibergreifende kreuzreaktive Antikdrperproduktion
hervorrufen kénnen (Bockhorst et al. 2007, Bordbar et al. 2014, Dahlback et al. 2006).

VAR2CSA ist der fihrende Kandidat fir einen Impfstoff gegen Malaria in der
Schwangerschaft. Allerdings stellen Polymorphismus und GréBe (350 kDA) des
Proteins zwei Hauptprobleme dar, die die Herstellung des gesamten Proteins zu
kommerziellen Zwecken bisher unmdglich machen (Fried und Duffy 2015). Daher steht
die Identifizierung des minimalen Bindungsbereiches innerhalb von VAR2CSA, der
eine ahnlich hohe CSA-Bindungsaffinitat und -spezifitit wie das gesamte Protein
aufweist und gleichzeitig eine breite bindungshemmende Antikérperproduktion
hervorruft, im Fokus der Forschung (Bordbar et al. 2014).
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Box 2

Aktueller Wissensstand
Struktur, Funktion und Polymorphismus von VAR2CSA

1. VAR2CSA wird von plazentaren bzw. CSA-selektiven Parasiten auf der Erythrozyten-
oberflache exprimiert. Es ist essentiell fir die Bindung an CSA (Salanti et al. 2003, 2004;
Duffy et al. 2006, Viebig et al. 2005, 2007).

2. VAR2CSA besteht aus sechs DBL-Domanen (DBL1-3x, DBL4-6¢) sowie Interdomanen
(ID1, 2) (Rieger et al. 2015).

3. Var2csa, eines von 60 verschiedenen var-Genen, reguliert die Expression von VAR2CSA
und ist relativ gut konserviert (Fried und Duffy 2002, Rowe et al. 2002, Salanti et al. 2002,
2003, Trimnell et al. 2006, Kreamer et al. 2007, Bockhorst et al 2007).

4. Polymorphismen erhéhen die antigene Vielfalt und dienen der Immunevasion (Trimnell et
al. 2006, Doritchamou et al. 2015).

5. Bestimmte Strukturmotive kénnen mit der Schwangerschaftsanzahl und hoher Parasitdmie
assoziiert werden (Dahlback et al. 2006, Talundzic et al. 2012, Rovira-Vallbona et al. 2013,
Doritchamou et al. 2015).

6. Der Vergleich von Parasitenstdmmen unterschiedlicher geografischer Regionen zeigt, dass
das Rekombinationspotential begrenzt ist und viele Strukturmotive weltweit geteilt werden
(Trimnell et al. 2006, Bockhorst et al. 2007, Hommel et al. 2010, Bordbar et al. 2014).

7. VAR2CSA ist der fihrende Impfstoffkandidat. GréBe und Polymorphismus stellen die zwei
Hauptprobleme bei der Impfstoffentwicklung dar (Fried und Duffy 2015).

Weiterer Forschungsbedarf

Quartarstruktur des gesamten VAR2CSA-Proteins

Regulationsmechanismen des Switching auf die Expression des var2csa-Gens
Auswirkungen (geographisch) unterschiedlicher Genotypen auf den Erfolg eines Impfstoffes
Oberflachenexponierte konservierte VAR2CSA-Areale und weltweit geteilte Strukturmotive
innerhalb der variablen Regionen von VAR2CSA

rON A

5.1.3 Interaktion von VAR2CSA und CSA

Es stellt sich die Frage, ob einzelne Domanen von VAR2CSA eigenstandig an CSA
binden kdnnen. Um dies zu testen, wurden die DBL-Domanen zweier bekannter P.
falciparum-Laborstdmme, des 3D7- und des FCR3-Stammes, rekombinant hergestellt
und ihre Bindung an immobilisiertes CSA in vitro gemessen. Dabei konnten vier
Domaénen (DBL2, DBL3, DBL5 und DBL6) gefunden werden, die eine Bindung zu CSA
aufweisen. Allerdings variieren die Ergebnisse je nach Studie und Stamm: vom 3D7-
Stamm binden DBL2 (Avril et al. 2006, Bir et al. 2006, Gamain et al. 2005, Resende et
al. 2009, Resende et al. 2008), DBL3 (Bir et al. 2006, Dahlback et al. 2006, Khunrae
et al. 2009, Resende et al. 2008), DBL5 (Avril et al. 2006, Resende et al. 2008) und
DBL6 (Avril et al. 2006, Gamain et al. 2005, Khunrae et al. 2009, Resende et al. 2009),
vom FCR3-Stamm binden vor allem DBL2 (Gamain et al. 2005, Resende et al. 2009)
und DBL3 (Dahlback et al. 2006, Gamain et al. 2005, Resende et al. 2009, Singh et al.
2008) (vgl. Tab. 6).
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Tab. 6 Bindung der einzelnen DBL-Doménen an CSA

Domaénen DBLA1 DBL2 DBL3 DBL4 DBL5 DBL6 Spezifitat zu
CSA

Autor, Jahr 3D7-Stamm

Gamain et al. 2005 nein ja nein nein nein ja ja

Avril et al. 2006 nein ja nein nein ja ja

Bir et al. 2006 nein ja ja nein nein nein ja

Dahlback et al. 2006 - - ja nein -

Resende et al. 2008 ja ja ja ja ja nein DBL2 ja

Resende et al. 2009  nein ja nein nein nein ja nein

Khunrae et al. 2009 nein - ja nein - ja nein

Autor, Jahr FCR3-Stamm

Gamain et al. 2005 nein ja ja - - - ja

Dahlback et al. 2006 - - ja - - - -

Singh et al. 2008 - - ja - - - ja

Resende et al. 2009 ja ja ja nein ja ja nein

Weiterhin ist fraglich, ob die einzelnen Domanen CSA mit &hnlich hoher Spezifitat und
Affinitat binden kénnen wie der gesamte extrazellulare Abschnitt von VAR2CSA. Um
die Spezifitdt zu messen, wurde getestet, ob das Beifligen von CSC (Chondroitinsulfat
C bzw. Chondroitin-6-Sulfat) oder HA (Hyaluronsulfat) die Bindung der Doménen an
CSA (Chondroitinsulfat A bzw. Chondoitin-4-Sulfat) beeintrachtigt. Gamain et. al., Bir
et al. und Singh et al. konnten in ihren Studien eine CSA-spezifische Bindung
nachweisen (Bir et al. 2006, Gamain et al. 2005, Singh et al. 2008). In einer neueren
Studie von Resende et al. dagegen beeinflusste die Zugabe von CSC und HA die CSA-
Bindung der einzelnen DBL-Doméanen wahrend das gesamte VAR2CSA-Protein
ausschlieBlich an CSA band (Resende et al. 2009). Khunrae et al. untersuchten die
DBL3- und DBL6-Doméne des 3D7-Stammes und fanden heraus, dass sie
unspezifisch verschiedene Glykosaminoglykane — insbesondere solche mit hoher
Sulfonierung und vielen negativen Ladungen — binden (Khunrae et al. 2009).

Im Jahr 2010 konnte erstmals der gesamte extrazellulare VAR2CSA-Bereich von zwei
Stdmmen, dem FCR3- und dem 3D7-Stamm, rekombinant hergestellt werden
(Khunrae et al. 2010, Srivastava et al. 2010). Im Vergleich zu diesen ist die Affinitat
der einzelnen Domé&nen zu CSA deutlich, zum Teil sogar 100.000fach niedriger.
Waéahrend beim gesamten Protein Konzentrationen im nanomolaren Bereich
ausreichen, um >50% von CSA zu binden (Dissoziationskonstante Kp fiir 3D7-DBL1-
DBL6 = 61nM bzw. 127nM, FCR3-DBL1-DBL6 = 0,36nM), sind bei einzelnen
Domé&nen mikromolare Konzentrationen nétig (Ko fir 3D7-DBL2 = 5,3uM, FCR3-DBL3
= 344uM, 3D7-DBL6 = 92uM) (Khunrae et al. 2010, Srivastava et al. 2011, Srivastava
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et al. 2010) (vgl. Tab. 7). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass einzelne Doméanen
nicht dieselbe funktionelle Kapazitat wie das gesamte VAR2CSA-Protein aufweisen

und dass eine spezifische und hochaffine CSA-Bindung mehrere Doméanen erfordert.

Srivastava et al. untersuchten daher verschiedene Domanenkombinationen des 3D7-
Stammes auf ihre kinetischen Eigenschaften zu CSA. Sie fanden heraus, dass
Doménen im N-terminalen Bereich von VAR2CSA CSA mit ahnlich hoher Affinitat wie
das gesamte Protein binden kénnen (Ko fir 3D7-DBL1-DBL2 = 770nM, 3D7-DBL1-
DBL3 = 580nM) (Srivastava et al. 2011). Dahlback et al. analysierten Fragmente des
FCR3-Stammes und definieren eine Kernregion im N-terminalen Bereich (DBL2-1D2b),
die mit relativ hoher Affinitdt (Ko = 40nM) an CSA bindet. Durch Anhangen der
angrenzenden Regionen (DBL1 und DBL3) wird die Interaktion nochmals verstarkt,
sodass eine ahnlich hohe Affinitat wie beim gesamten Protein entsteht (Kb fir DBL1-
ID2b = 2,7nM, KD fir ID1-DBLS3 = 0,86nM) (Dahlback et al. 2011). Laut Clausen et al.
liegt die minimale Bindungsregion in einem noch kleineren Bereich, in ID1-DBL2b (Kb
= 21,8nM), wobei DBL2b bis zu 93 Aminoséuren in das ID2a Segment reicht. Da ID1-
DBL2 keine Bindung zu CSA aufweist, ID1-DBL2b dagegen mit hoher Affinitat bindet,
mussen diese 93 Aminosauren von ID2a eine wichtige Rolle bei der Interaktion mit
CSA spielen. Die ID1-Region scheint zwar nicht fir die direkte Bindung, daftir aber fir
die Formation eines funktionsfahigen CSA-Bindeproteins essentiell zu sein (Clausen
et al. 2012). Bis auf DBL2-ID2b bei Dahlback et al. und DBL1-1D2b bei Clausen et al.
zeigen alle VAR2CSA-Fragmente eine Spezifitat fir CSA (Clausen et al. 2012,
Dahlback et al. 2011). Zusammenfassend kann gesagt werden, dass durch
Kombination mehrerer N-terminal gelegener Doméanen um DBL2 herum eine hohe
CSA-Spezifitdt und Affinitat erreicht werden kann. Tabelle 7 gibt einen Uberblick tiber
die Ergebnisse der kinetischen Studien.

Die raumliche Struktur von VAR2CSA ist komplex. Um eine hochspezifische und -
affine Bindung an das niedrig sulfonierte CSA eingehen zu kénnen, scheinen mehrere
Domanen von VAR2CSA miteinander in Kontakt zu treten und eine héher geordnete
Quartarstruktur zu bilden (Khunrae und Higgins 2010, Khunrae et al. 2010, Srivastava
et al. 2010). So entstehen spezifische Taschen, Schleifen und Strukturen, die mit den
verschiedenen funktionellen Gruppen von CSA interagieren (Goel und Gowda 2011).
Experimente mittels Kleinwinkelrdntgenstreuung zeigen, dass VAR2CSA eine
wesentlich kompaktere Struktur aufweist, als man von einer linearen Kette von

Domanen erwarten wirde (Khunrae et al. 2010). In einer kirzlich veréffentlichten
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Studie gehen Rieger et al. davon aus, dass VAR2CSA ein allosterisches Protein mit
positiver Kooperativitat ist. Das heif3t, dass die Bindung einer funktionellen CSA-
Gruppe an einer Doméane von VAR2CSA die Konformation des Proteins so &ndert,
dass die Bindungsaffinitat fir weitere CSA-Gruppen immer starker zunimmt (Rieger et
al. 2015). Die héher geordnete 3D-Struktur von VAR2CSA ist komplex und bedarf
weiterer Forschung.

Tab. 7 Schematische Darstellung verschiedener VAR2CSA-Fragmente mit Dissoziationskonstanten

VAR2CSA Autor, Jahr, P-falciparum-Stamm,
Ko Wert (nM)
; Srivastava Dahlback Clausen
pdn;‘:;nen [ oLt [ 101 [IBBEAY 1D2a [ 1020 | DBL3 [ DBL4 | DBL5 [ DBLG | etal2011 etal2011  etal 2012
3D7 FCR3 FCR3
DBL1-DBL6 | DBL1 | ID1 | DBL2 | ID2a | ID2b | DBL3 | DBL4 | DBLS | DBL6 | 127 0,54 52
DBL1-DBL2 DBL1 | ID1 | DBL2 770 N/AT N/A
DBL1-ID2a DBL1 | ID1 | DBL2 | ID2a - - 8,0
DBL1-D2b DBL1 | ID1 | DBL2 | ID2a | ID2b 1580 27 .52
DBL1-DBL3 | DBL1 | ID1 | DBL2 | ID2a | ID2b | DBL3 580 3,7 -
ID1-DBL2 ID1 | DBL2 - - N/A®
ID1-DBL2b ID1 | DBL2b ; , 21,8°
ID1-D2a ID1 | DBL2 [ ID2a ] ] 76
ID1-DBL3 i1 | pBL2 | ID2a | D2 | DBL3 - 0,86 -
ID1-DBL4 ID1 [ DBL2 | ID2a | ID2b | DBL3 | DBL4 | - 0,76 _
DBL2-ID2b DBL2 | ID2a | ID2b _ A2 _

Dissoziationskonstanten Ko aus drei Studien (Srivastava et al. 2011, Dahlback et al. 2011, Clausen et
al. 2012). Die minimalen CSA-Bindungsregionen der jeweiligen Studien wurden farblich hervorgehoben.
nM: Nanomol, N/A: Kinetik konnte aufgrund von fehlender Bindung an CSA nicht analysiert werden,
'der N-terminale Bereich wurde mitgetestet (NTS-DBL2, NTS-DBLS3), 2weisen keine CSA-Spezifitat auf,
3Proteine wurden anhand des 3D7-Stammes produziert

Box 3
Aktueller Wissensstand
Interaktion zwischen VAR2CSA und CSA - Der minimale CSA-Bindungsbereich

1. Einzelne DBL-Domaénen (DBL2, -3, -5, -6) binden zwar an CSA, allerdings mit geringerer
Spezifitat und Affinitat als das gesamte Protein (Gamain et al. 2005, Avril et al. 2006, Bir et
al. 2006, Resende et al. 2008, 2009, Srivastava et al. 2010, Khunrae et al. 2010).

2. Durch Kombination mehrerer N-terminaler Domanen um DBL2 herum kann eine hohe CSA-
Spezifitdt und Affinitat erreicht werden (Srivastava et al. 2011, Dahlback et al. 2011,
Clausen et al. 2012).

3. Die minimale Bindungsregion firr den 3D7-Stamm liegt im Bereich DBL1-DBL2 (Srivastava
et al. 2011), fir den FCR3-Stamm im Bereich DBL2-ID2b (Dahlback et al. 2011) bzw. ID1-
DBL2b (Clausen et al. 2012).

4. VAR2CSA bildet eine hdher geordnete Quartérstruktur mit positiver Kooperativitét und
spezifischen CSA-Bindungsstrukturen (Khunrae und Higgins 2010, Rieger et al. 2015).

Weiterer Forschungsbedarf

1. Minimaler Bindungsbereich anderer Stdmme und plazentarer Isolate
2. Hoher geordnete Quartarstruktur und CSA-Bindungsmechanismen von VAR2CSA
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5.1.4 Weitere relevante Bindungsstrukturen

Es wird diskutiert, ob neben CSA weitere Rezeptoren, darunter Hyaluronsulfat (HA)
und der Fc-Teil unspezifischer Antikérper zur Pathogenese der Schwangerschafts-
malaria beitragen (Beeson et al. 2000, Flick et al. 2001). Beeson et al. zeigen, dass
plazentare Isolate in vitro auch an HA binden kénnen und dass zumindest einige P.
falciparum-Stamme sowohl CSA als auch HA erkennen (Beeson und Brown 2004,
Beeson et al. 2000). Plazentare Isolate aus Uganda weisen in einer Studie von Rasti
et al. eine Bindung zu CSA, HA und unspezifischem IgG und IgM auf (Rasti et al.
2006). Weitere Studien bestatigen die Bindung des Fc-Teils von IgM an VAR2CSA,
wobei sie eher der Immunevasion durch Abschirmung als der Adhasion dient (Barfod
et al. 2011, Creasey et al. 2003, Stevenson et al. 2015, Semblat et al. 2006). Andere
Studien kdnnen keine signifikante Bindung zu HA oder 1gG-Antikdrpern nachweisen
(Fried et al. 2006, Viebig et al. 2007, Khunrae et al. 2010, Srivastava et al. 2010).
Weiterhin zeigen Muthusamy et al., dass HA im intervill6sen Raum nicht vorkommt,
wodurch eine essentielle Rolle in der Pathogenese unwahrscheinlich scheint
(Muthusamy et al. 2007). Tab. 8 gibt einen Uberblick tiber die diskutierten Rezeptoren.
Da CSA nach aktuellem Forschungsstand als Hauptrezeptor fiir plazentare Parasiten
gilt, konzentrieren sich die BemUhungen zur Impfstoffentwicklung auf die Hemmung
der CSA-VAR2CSA-Interaktion (Fried et al. 2006, Clausen et al. 2012). Zusatzliche
Interkationen, wie beispielsweise die Immunevasion der Parasiten durch das
Abschirmen mittels IgM, kénnen den Erfolg des Impfstoffes aber stark beeinflussen
oder neue wichtige Angriffspunkte darstellen und sollten daher weiter erforscht werden
(Pehrson et al. 2016, Barfod et al. 2011).

Tab. 8 Bindung von plazentaren Isolaten bzw. VAR2CSA™ an anderen Rezeptoren als CSA

Rezeptoren Signifikante Bindung Keine signifikante Bindung
Hyaluronsulfat (HA) Beeson und Brown 2000 Fried et al. 2006

Beeson et al. 2004 Muthusamy et al. 2007

Rasti et al. 2006 Viebig et al. 2007

Khunrae et al. 2010*
Srivastava et al. 2010*
Fc-Rezeptor von Flick et al. 2001 (IgG) Fried et al. 2006 (IgG)
IgG und IgM Creasey et al. 2003 (IgM) Viebig et al. 2007 (IgG)
Rasti et al. 2006 (IgG, IgM)
Semblat et al. 2006 (IgM)*
Barfod et al. 2011 (IgM)*
Steverson et al. 2015 (IgM)*
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In friheren Studien wurden neben var2csa weitere var-Gene, wie varicsa und varCS2,
mit der Adhasion infizierter Erythrozyten in Verbindung gebracht, dies kann allerdings
in neueren Studien nicht bestéatigt werden (Scherf et al. 1998, Buffet et al. 1999, Jensen
et al. 2003, Viebig et al. 2005, Tuikue Ndam et al. 2005). In Studien, die das Genom
und die Proteinsynthese von plazentaren Parasiten untersuchen, lassen sich jedoch
weitere hochregulierte Gene und Proteine finden, die indirekt an der Pathogenese
beteiligt sein kénnten. So weisen Francis et al. sechs konservierte Gene nach, die bei
plazentaren Stdmmen im Vergleich zu Erregern bei Kindern erhéht vorliegen (Francis
et al. 2007). Ndam et al. identifizieren 38 hochregulierte Gene, darunter flinf der sechs
Gene von Francis et al. (Tuikue Ndam et al. 2008). Auf Syntheseebene kénnen sechs
Proteine ausschlieBlich bei plazentaren Parasiten und 13 Proteine Uberexprimiert
ausgemacht werden (Bertin et al. 2013, Fried et al. 2007). Die Proteine PFI0115w und
PFI1785w fallen durch eine besonders hohe Expressionsrate auf und kdénnen in
Stdmmen verschiedener Regionen Afrikas (Tansania, Senegal, Benin) gefunden
werden (Bertin et al. 2013, Francis et al. 2007, Fried et al. 2007, Tuikue Ndam et al.
2008). Weitere Studien sollten untersuchen, welchen Einfluss diese hochregulierten
Proteine auf die CSA-Bindung haben und ob sie klinische und therapeutische
Relevanz besitzen. Goel et al. weisen z.B. ein Protein nach, das eine entscheidende
Rolle beim Transport von VAR2CSA zur Erythrozytenoberflache einnimmt, das sog.
CLAGY9 (cytoadherence-linked asexual gene). Beim Fehlen von CLAG9 bleibt

VAR2CSA im Inneren der Parasiten eingeschlossen (Goel et al. 2010).

Box 4

Aktueller Wissensstand
Weitere relevante Bindungsstrukturen von infizierten Erythrozyten in der Plazenta

1. Hyaluronsulfat und unspezifisches IgG/M werden als weitere Rezeptoren fir infizierte
Erythrozyten diskutiert (Flick et al. 2001, Beeson et al. 2000, 2004, Rasti et al. 2006).

2. Die Bindung von IgM an VAR2CSA dient der Immunevasion durch Abschirmung (Creasey

et al. 2003, Semblat et al. et al. 2006, Barfod et al. 2011, Steverson et al. 2015).

CSA gilt weiterhin als Hauptrezeptor infizierter Erythrozyten (Fried 2006, Muthusamy 2007)

VAR2CSA ist der Hauptrezeptor fir CSA (Viebig et al. 2005).

5. Weitere hochregulierte Gene/ Proteine kdnnen bei plazentaren Parasiten ausgemacht
werden; von besonderem Interesse sind die Proteine PFB0115w und PFI1785w (Francis et
al. 2007, Fried et al. 2007, Tuikue Ndam et al. 2008, Bertin et al. 2013).

pow

Weiterer Forschungsbedarf

1. Weitere mdgliche plazentare Rezeptoren fir infizierte Erythrozyten
2. Genaues Verstandnis der IgM-VAR2CSA Interaktion mit Immunevasion und Identifizierung
der Epitope fir die IgM-Bindung als potentielle Antigene flr einen Impfstoff

3. Funktion und klinische Relevanz hochregulierter Proteine, wie PFB0115w und PFI1785w
4. Therapeutischer Nutzen von Proteinen wie CLAG9



5 Ergebnisse Seite |53

5.2 Pathogenese und Folgen der plazentaren Inflammation

5.2.1 Histologische Veranderungen der Plazenta

In histologischen Préparaten kénnen bei aktiver P. falciparum-Infektion mit Parasiten
voll bepackte Erythrozyten im intervillésen Raum gefunden werden. Nach einiger Zeit,
vor allem aber bei aktiver chronischer Infektion, kann zudem das Malariapigment
Hamozoin, entweder in eingewanderten Monozyten oder in Fibrinablagerungen,
nachgewiesen werden (Ismail et al. 2000). Hamozoinablagerungen ohne Parasitamie
sprechen fur eine durchgemachte, nicht aktive Infektion (vgl. Tab. 9) (Rogerson et al.
2007b, Walter et al. 1982). Eine akute Infektion ist eher mit Frihgeburt, eine
chronische Infektion mit matterlicher Anamie und erniedrigtem Geburtsgewicht durch
fetale Wachstumsretardierung assoziiert (Brabin et al. 2004). Weitere histologische
Veranderungen vor allem bei chronischer Entziindung sind Fibrinablagerungen,
Verklumpung der Synzytiotrophoblasten und Verdickung der Trophoblasten-
basalmembran (Bulmer et al. 1993, Ismail et al. 2000, Walter et al. 1982). Abb. 13 zeigt
die histologischen Hauptmerkmale einer plazentaren Infektion.

o R " TR YL
I ST

Abb. 13 Hauptmerkmale der plazentaren Malaria (Muehlenbachs et al. 2012)

A) Normale Plazentahistologie. B) Parasiten-infizierte Erythrozyten sequestrieren im intervilldsen Raum
C) Monozyten-Makrophagen akkumulieren und phagozytieren Parasiten-infizierte Erythrozyten und
Hamozoin. D) Monozyten-Makrophagen werden in Fibrin verstrickt und degenerieren. E) Verbliebenes
Hamozoin persistiert in Fibrin nach erfolgreicher Therapie. Originalpraparat 600fach vergréBert
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Tab. 9 Klassifikation der plazentaren Pathologie (Tab. aus Rogerson et al. 2007b, Klassifikation nach
Ismail et al. 2000)

Beschreibung

nicht-infiziert kein Nachweis von Parasiten oder Malariapigment (H&mozoin)

aktiv-akut Parasiten vorhanden, keine oder minimale Pigmentablagerung innerhalb von
Fibrin

aktiv-chronisch Parasiten vorhanden, reichliche Menge an Pigment innerhalb von Fibrin oder
Zellen

durchgemacht Pigment vorhanden, kein Nachweis von Parasiten

5.2.2 Plazentare Entziindungsreaktion

Die Infektion mit P. falciparum fihrt in der Plazenta zu einer Entziindungsreaktion, die
die Balance zwischen Th-1- und Th-2-Immunantwort durcheinanderbringt. Zur
adaquaten Bekampfung der Infektion kommt es zu einer verstarkten Th-1 bzw.
zellularen Reaktion mit Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen und
Einwanderung von Immunzellen (Robinson und Klein 2012, Fievet et al. 2001).

Durch die Sequestration infizierter Erythrozyten im intervilldésen Raum werden sowohl
von Synzytiotrophoblasten als auch von lokalen mitterlichen Immunzellen Chemokine
(z.B. macrophage-inflammatory protein 1 (MIP1), monocyte chemoattractant protein 1
(MCP1) und interferon-gamma induced protein 10 (IP10)) sezerniert, die eine
verstarkte Einwanderung von Monozyten bewirken (Abrams et al. 2003,
Chaisavaneeyakorn et al. 2003, Lucchi et al. 2008, Suguitan et al. 2003a). Diese
leisten mittels Phagozytose, Zytokinausschittung und Antigenprasentation an T-
Zellen einen wichtigen Beitrag zur Eliminierung der Erreger (Chua et al. 2013). Auf der
anderen Seite tragt eine GbermaBige Monozyteninfiltration zur Pathogenese bei und
korreliert in zahlreichen Studien mit negativen Folgen wie vermindertem
Geburtsgewicht, Frihgeburt und mutterlicher Anamie (Muehlenbachs et al. 2010,
Rogerson et al. 2003b, Rogerson et al. 2003a, Shulman et al. 2001, Menendez et al.
2000, Ordi et al. 2001).

Auch die Rolle von Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) bei der plazentaren Immun-
antwort wird kontrovers diskutiert. Bei der immunhistochemischen Untersuchung
infizierter Plazenten beschreiben Ordi et al. ein vollstandiges Fehlen von NK-Zellen im
intervilldésen Raum, was mitursachlich fir eine verminderte Parasitenbekdmpfung sein
kénnte (Ordi et al. 2001). Bei Orthoro et al. weisen Schwangere mit P. falciparum-
Infektion signifikant niedrigere Level von INFy-produzierenden NK-Zellen in der
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Plazenta auf als aparasitamische Schwangere (Othoro et al. 2008). Die Zytotoxizitat
von NK-Zellen gegen infizierte Erythrozyten ist zudem bei den far Malaria besonders
anfélligen Erstgebarenden geringer als bei Mehrgebarenden (Bouyou-Akotet et al.
2004). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass eine hdéhere Anzahl INFy-
produzierender NK-Zellen vor Infektion schiitzt (Bouyou-Akotet et al. 2004, Othoro et
al. 2008). Dagegen sind in einer anderen Studie NK-Zellen in infizierten Plazenten
erhéht und mit niedriger HLA-G Produktion der Trophoblasten assoziiert, was zu einem
negativen Schwangerschaftsausgang beitragen kdnnte (Sartelet et al. 2005).

Monozyten schitten zur Differenzierung und Aktivierung weiterer Immunzellen
Zytokine aus. Folgende proinflammatorischen Zytokine kénnen erhéht im peripheren
und/oder plazentaren Blut infizierter Schwangerer gefunden werden: TNF (Agudelo et
al. 2014, Chandrasiri et al. 2014a, Diouf et al. 2007, Fievet et al. 2001, Fried et al.
1998a, Kabyemela et al. 2008, Moore et al. 1999, Moormann et al. 1999, Rogerson et
al. 2003c, Suguitan et al. 2003a), IFNy (Agudelo et al. 2014, Bouyou-Akotet und
Mavoungou 2009, Chandrasiri et al. 2014a, Diouf et al. 2007, Fievet et al. 2001, Fried
et al. 1998a, Megnekou et al. 2015b, Moore et al. 1999, Suguitan et al. 2003a), IL-1/B
(Fievet et al. 2001, Kabyemela et al. 2008, Megnekou et al. 2015b, Moormann et al.
1999), IL-2 (Agudelo et al. 2014, Fried et al. 1998a) und IL-6 (Chandrasiri et al. 20144,
Fievet et al. 2001). Daneben kénnen auch antiinflammatorische Zytokine wie IL-4 und
IL-10 erhéht nachgewiesen werden (Agudelo et al. 2014, Chandrasiri et al. 2014a,
Chene et al. 2014, Fievet et al. 2001, Kabyemela et al. 2008, Moore et al. 1999,
Suguitan et al. 2003a). In einigen Studien werden IL-2, -4, -6 und -10 sowie TGFpB
erniedrigt gemessen (Fievet et al. 2001, Fried et al. 1998a, Moormann et al. 1999).

Erhéhte Konzentrationen von TNF sind mit hoher plazentarer Parasitendichte und
Schwangerschaftskomplikationen wie erniedrigtem Geburtsgewicht, intrauteriner
Wachstumsretardierung, Frihgeburt und matterlicher Anamie assoziiert (Fried et al.
1998a, Moormann et al. 1999, Rogerson et al. 2003c, Suguitan et al. 2003b). Bei
Mausen sind TNF und IFNy in die Pathogenese des fetalen Tods involviert
(Poovassery und Moore 2009, Poovassery et al. 2009). IFNy wird in einer Studie mit
erniedrigtem Geburtsgewicht in Zusammenhang gebracht (Fried et al. 1998a), in einer
anderen kann dieser Zusammenhang nicht gefunden werden (Rogerson et al. 2003c)
und in einer weiteren korreliert ein erniedrigter IFNy Wert mit vermindertem
Geburtsgewicht (Chene et al. 2014). IFNy wird in anderen Studien bei nicht infizierten

Mehrgebarenden erhéht gemessen und ist mit Abwesenheit von Infektion assoziiert,
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sodass die Autoren ihm eine wichtige Rolle beim Schutz vor Infektion zuschreiben
(Moore et al. 1999, Megnekou et al. 2015b). Auch das antiinflammatorische Zytokin IL-
10 wird mit unterschiedlichen Folgen in Verbindung gebracht. Bei Megnekou et al.
werden erhéhte IL-10 Werte mit Parasitamie und erniedrigtem Geburtsgewicht, bei
Suguitan et al. mit Frilhgeburt assoziiert. Die Autoren gehen davon aus, dass IL-10 die
adaquate Bekampfung des Erregers behindert (Megnekou et al. 2015a, Suguitan et al.
2003b). Dagegen behaupten andere Autoren, dass hohe IL-10 Werte wichtig sind, um
einer UObermaBigen zelluldaren Entzindungsreaktion entgegenzuwirken und vor
negativem Schwangerschaftsausgang zu schiitzen (Fievet et al. 2001, Fried et al.
1998a). Da IL-10 bei plazentarer Infektion auch im peripheren Blut stark erhdht ist und
eine relativ hohe Sensitivitdt und Spezifitdt aufweist, wird es als Biomarker zur
Diagnose von Infektion mit P. falciparum in der Schwangerschaft diskutiert (Chene et
al. 2014, Kabyemela et al. 2008). Weiterhin kdnnen erhéhte Level von IL-6 und -8 mit
hoher Parasitendichte und Anamie, von IL-8 mit intrauteriner Wachstumsretardierung
und von IL-7 mit Abwesenheit von Infektion assoziiert werden (Chandrasiri et al.
2014a, Megnekou et al. 2015b, Moormann et al. 1999). Erniedrigte Werte von IL-5
gehen mit vermindertem Geburtsgewicht einher (Chene et al. 2014). Tab. 10 fasst die

wichtigsten mit erhéhten Zytokinen verbundenen Assoziationen zusammen.

Bei Infektion mit P. falciparum liegen die Werte der Schwangerschaftshormone
Ostrogen und Progesteron, von Prolaktin und Cortisol verandert vor (Bayoumi et al.
2009, Bouyou-Akotet et al. 2005, Watkinson et al. 1985, Megnekou et al. 2015b).
Ostrogen (Estradiol, E2) wird bei Malaria in einer Studie im peripheren Blut im dritten
Trimenon vermindert gemessen (Watkinson et al. 1985), wahrend es in der Plazenta
in einer Studie von Megnekou et al. erhéht vorkommt (Megnekou et al. 2015b).
Niedrige Werte von Ostrogen werden in letzterer Studie vor allem bei Mehrgebarenden
gefunden und sind mit Abwesenheit von Infektion assoziiert. Das
schwangerschaftserhaltende Progesteron korreliert positiv mit matterlichem Hb sowie
kindlichem Geburtsgewicht und ist bei Malariainfektion erniedrigt (Megnekou et al.
2015b). Prolaktin wird bei infizierten Schwangeren entweder unveréndert oder
erniedrigt gemessen (Bayoumi et al. 2009, Bouyou-Akotet et al. 2005). Die
Konzentration von Glucocorticoiden wie Kortisol ist deutlich erhdht und mit hoher
Parasitenlast assoziiert (Bayoumi et al. 2009, Bouyou-Akotet et al. 2005). Kortisol
korreliert zudem mit einer niedrigen Anzahl an NK-Zellen und hemmt ihre Zytotoxizitat
(Bouyou-Akotet et al. 2004, Mavoungou et al. 2005).
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Tab. 10 Assoziationen von Zytokinen mit klinischen Parametern

Zytokin Assoziation bei erh6éhten Werten Autor, Jahr
TNF - assoziiert mit hoher Parasitendichte und Monozyteninfiltration Rogerson et al. 2003c
- assoziiert mit erniedrigtem Geburtsgewicht Fried et al. 1998a,
Rogerson et al. 2003c
- assoziiert mit Frihgeburt Suguitan et al. 2003b
- assoziiert mit intrauteriner Wachstumsretardierung Moorman et al. 1999
- assoziiert mit matterlicher Anamie Fried et al. 1998
- assoziiert mit fetalem Tod bei M&usen Poovassery et al. 2009
IFNy - assoziiert mit erniedrigtem Geburtsgewicht Fried et al. 1998
- assoziiert mit fetalem Tod bei Mausen Poovassery et al. 2009
+ nicht assoziiert mit erniedrigtem Geburtsgewicht Rogerson et al. 2003c
+ korreliert negativ mit erniedrigtem Geburtsgewicht Chene et al. 2014
+ assoziiert mit Abwesenheit der Infektion Megnekou et al. 2015b,
Moore et al. 1999
IL-10 - assoziiert mit Parasitdmie und erniedrigtem Geburtsgewicht ~ Megnekou et al. 2015a
- assoziiert mit Frihgeburt Suguitan et al. 2003b
+ wichtig fiir Kontrolle der Inflammation Fievet et al. 2001, Fried
et al. 1998
IL-8 - assoziiert mit hoher Parasitendichte und niedrigem Hb Chandrasiri et al. 2014
- assoziiert mit intrauteriner Wachstumsretardierung Moorman et al. 1999
IL-7 + assoziiert mit Abwesenheit der Infektion Megnekou et al. 2015b
IL-6 - assoziiert mit hoher Parasitendichte und niedrigem Hb Chandrasiri et al. 2014
IL-5 + korreliert negativ mit erniedrigtem Geburtsgewicht Chene et al. 2014

Neben der zelluldren Immunantwort spielt die humorale Immunreaktion mit Bildung
von Antikérpern gegen VAR2CSA eine entscheidende Rolle zur Bekdmpfung der
Infektion. Dies wird in Kapitel 5.3 ausfuhrlich erklart.

5.2.3 Pathogenese des erniedrigten Geburtsgewichts

Durch die Sequestration infizierter Erythrozyten in der Plazenta werden verschiedene
pathogenetische Mechanismen in Gang gesetzt, die zu Plazentainsuffizienz und

intrauteriner Wachstumsretardierung fihren kénnen (Rogerson et al. 2007b).

Gestorte Angiogenese und Plazentaentwicklung

Doppler-Sonographie-Untersuchungen infizierter Schwangerer (32.-35. SSW) zeigen
einen abnormen uteroplazentaren Blutfluss, der im Zusammenhang mit Frihgeburt,
erniedrigtem Geburtsgewicht und perinatalem Tod steht (Dorman et al. 2002). Die
zugrundeliegenden pathogenetischen Vorgange sind komplex und nicht vollstandig
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verstanden. Wachstum und Vaskularisierung der Plazenta werden von verschiedenen
Wachstumsfaktoren wie IGF und Angiogenesefaktoren wie Angiopoetin (ANG-1/-2),
VEGF und seinem léslichen Rezeptor (sSVEGFR1) reguliert (Umbers et al. 2011a).
Veranderte Werte kénnen die Entwicklung der Plazenta und des Fetus stark
beeintrachtigen. Bei infizierten Mausen finden Silver et al. erniedrigte Werte von ANG-
1, ein erhdhtes ANG-2/ANG-1 Verhaltnis und Wachstumsstérungen des Fetus. Eine
Dysregulation von Angiopoetin kann auch bei exponierten erstgebdrenden Frauen
nachgewiesen werden und ist hier mit erniedrigtem Geburtsgewicht assoziiert (Silver
et al. 2010). Verminderte Werte von ANG-1 werden auch bei infizierten Schwangeren
in Gebieten mit niedriger Malariatransmission mit verschiedenen histopathologischen
Veranderungen der Plazenta in Verbindung gebracht (Ataide et al. 2015). Die
Aktivierung des Komplementsystems, insbesondere des Faktors C5, scheint
mafgeblich an der Pathogenese einer gestérten Angiogenese beteiligt zu sein. Bei
Méausen fihrt aktiviertes C5 (C5a) zu einer verstarkten Ausschittung von sVEGFR-1
aus Monozyten, das VEGF bindet und unwirksam macht. So fehlen wichtige
Wachstumsstimuli flr plazentare GeféBBe, als Folge kénnen AbstoBung und fetale
Wachstumsretardierung beobachtet werden (Girardi 2008, Girardi et al. 2006). In Fall-
Kontroll-Studien schwangerer Frauen aus Kenia und Malawi liegt C5a bei plazentarer
Malariainfektion signifikant erhdht vor (Conroy et al. 2009, Conroy et al. 2013). Erhéhte
Werte von C5a sind wiederum mit verédnderten Angiogeneseparametern und mit fir
das Gestationsalter zu kleinen Babys assoziiert (Conroy et al. 2013). Umbers et al.
zeigen, dass die Level von IGF-1, einem essenziellen Wachstumsfaktor, bei infizierten
Schwangeren verglichen mit nicht-infizierten deutlich reduziert sind. Verminderte IGF-
1 Werte korrelieren zudem mit erniedrigtem Geburtsgewicht (Umbers et al. 2011b).

Malariainfektion und Praeklampsie bzw. schwangerschaftsassoziierte Hypertonie
weisen einige Gemeinsamkeiten auf (Oberprift in Brabin und Johnson 2005).
Beispielsweise besteht bei beiden Krankheitsbildern eine verminderte plazentare
Perfusion (Dorman et al. 2002, Roberts und Lain 2002). Biomarker fur Praeklampsie,
wie sVEGFR1 und Iésliches Endoglin, kénnen auch bei plazentarer P. falciparum-
Infektion erhéht gemessen werden (Gueneuc et al. 2017, Muehlenbachs et al. 2006,
Silver et al. 2011). Muehlenbachs et al. finden bei jungen erstgebarenden Frauen mit
chronischer Malariainfektion ein erhéhtes Risiko flr Hypertension (Muehlenbachs et
al. 2006). Auch in einer hypoendemischen Region im Senegal kann ein

Zusammenhang zwischen plazentarer Infektion und Schwangerschaftshypertonie
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nachgewiesen werden (Ndao et al. 2009). Malaria in der Schwangerschaft scheint
durch plazentare Entziindungsprozesse mit verstarkter Zytokinausschittung an der
Entstehung von Praeklampsie mitzuwirken (Muehlenbachs et al. 2006, Ndao et al.
2009, Silver et al. 2011). Praeklampsie ist wiederum ein Risikofaktor fur fetale

Wachstumsretardierung (Xiao et al. 2003).

Plazentare Hypoxie wird als weitere Ursache flr erniedrigtes Geburtsgewicht
diskutiert. Histopathologische Untersuchungen infizierter Plazenten zeigen zahlreiche
akkumulierte Immunzellen und Fibrinablagerungen, die zu einer Einengung des
intervilldsen Raumes und zu einem gestdrten plazentaren Blutfluss fihren kdnnten
(Ordi et al. 1998, Imamura et al. 2002, Walter et al. 1982). Eingewanderte
Makrophagen exprimieren Tissue Factor, einen Initiationsfaktor der Koagulation, der
mit Ablagerung von Fibrin assoziiert ist (Imamura et al. 2002). Die Verdickung der
Basalmembran wurde in frlheren  Studien als Hauptgrund fetaler
Entwicklungsstérungen durch verminderten materno-fetalen Stoffaustausch gesehen
(Galbraith et al. 1980, Walter et al. 1982), kann aber von Ismail et al. nur fokal bei
schwerer, chronischer Infektion nachgewiesen werden und scheint eher eine geringe
Rolle zu spielen (Ismail et al. 2000). In einer neueren Studie von Boef et al. kann
zudem kein Zusammenhang zwischen typischen Hypoxiemarkern und plazentarer
Malariainfektion gefunden werden (Boeuf et al. 2008).

Mutterliche Andmie kann in einigen Studien mit fetaler Hypoxamie, niedrigem
Geburtsgewicht, Friihgeburt und erhdhter perinataler Sterblichkeit assoziiert werden
(Adam et al. 2011, Uneke 2008a, Kidanto et al. 2009). Andere Studien kdnnen keine
signifikanten Zusammenhange belegen (Achidi et al. 2005, Koura et al. 2012).

Nahrstofftransport

Mehrere Studien unterstiitzen die These, dass bei Malariainfektion die Dysregulation
plazentarer Nahrstofftransporter zur fetalen Wachstumsretardierung beitragt:

Der System A Transporter, einer der wichtigsten Aminosauretransporter in der
Plazenta, ist bei Malariainfektion herabreguliert (Boeuf et al. 2013, Dimasuay et al.
2017). Eine verminderte Funktion dieses Transporters wird in mehreren Studien mit
fetalen Wachstumsstérungen assoziiert (Jansson et al. 2006, Glazier et al. 1997,
Jansson et al. 2002). Besonders deutlich reduziert ist die Aktivitat bei plazentarer
Inflammation mit Monozyteninfiltrat (Boeuf et al. 2013). Daten von Dimasuay et al.
weisen  stark  darauf  hin, dass  Entzindungsmediatoren  essentielle
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Signaltransduktionswege hemmen (Dimasuay et al. 2017). In vitro-Studien zeigen,
dass proinflammatorische Zytokine, wie IL-13, IL-6 und TNF, zu einer Dysregulation
des System A Transporters fihren (Thongsong et al. 2005, Jones et al. 2009). Diese
liegen, wie im vorherigen Kapitel dargestellt, bei Malariainfektion erhéht vor und sind
mit erniedrigtem Geburtsgewicht assoziiert. Zudem werden Wachstumshormone, wie
IGF-1, die die plazentare Aminosaureaufnahme stimulieren, bei P. falciparum-Infektion
vermindert gemessen (Umbers et al. 2011b, Karl 1995).

In infizierten Plazenten ist auch die Expression von GLUT-1, einem fur die basale
Glucoseversorgung wichtigen Transporter, herabreguliert (Chandrasiri et al. 2014b,
Alberts et al. 2011). Die GLUT-1-Expression an der Basalmembran zeigt bei
Chandrasiri et al. eine positive Korrelation mit dem Geburtsgewicht und eine stark
negative mit der Dichte des Monozyteninfiltrats. Diese Ergebnisse lassen vermuten,
dass die Entzindungsreaktion im intervillésen Raum Uber einen gestorien
transplazentaren Glucosetransport zur fetalen Wachstumsretardierung beitragt
(Chandrasiri et al. 2014b). Allgemein werden erhdhte TNF-Werte, erniedrigte IGF-1-
Werte und plazentare Hypoxie mit Dysregulation des Glucosetransports in Verbindung
gebracht (Gordon et al. 1995, Hotamisligil et al. 1994, Zamudio et al. 2006).

Abb. 14 (S. 62) veranschaulicht die pathogenetischen Vorgange zur Entstehung des
erniedrigten Geburtsgewichts.

5.2.4 Pathogenese der matterlichen Andmie

Die Entstehung der Malariaanamie ist im Allgemeinen, auch bei nicht Schwangeren,
multifaktoriell bedingt und beinhaltet (I) die Hadmolyse oder Phagozytose infizierter
sowie nicht-infizierter Erythrozyten, (ll) die Dyserythropoese durch Hamozoin-
ablagerungen im Knochenmark und (lll) die Suppression der Erythropoese infolge
einer chronischen Entziindungsreaktion (vgl. Abb. 14, S. 62) (Perkins et al. 2011).

Die Eliminierung nicht-infizierter Erythrozyten wird beinahe auf ein Zehnfaches der
infizierten geschatzt und spielt somit eine bedeutende Rolle in der Pathogenese der
Anamieentwicklung (Jakeman et al. 1999). Warum neben infizierten mehrheitlich nicht-
infizierte Zellen zerstdrt werden, wird diskutiert. Zum einen tragt der Hypersplenismus
und die verstarkte Aktivierung von Makrophagen allgemein zu einer vermehrten
Phagozytose und Zelllyse bei (Mohan et al. 1995, Ekvall 2003, Biemba et al. 1998,
Schofield und Grau 2005). Zudem weisen auch nicht-infizierte Erythrozyten eine
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verminderte Deformierbarkeit auf und werden so in der Milz abgebaut (Dondorp et al.
1999, Dondorp et al. 1997). SchlieBlich kann die Ablagerung von Immunkomplexen
und Komplementfaktoren an nicht-infizierte Erythrozyten eine rezeptorvermittelte
Phagozytose durch Makrophagen bewirken (Waitumbi et al. 2000, Odhiambo et al.
2008, Kai und Roberts 2008).

Weiterhin kann sich das Malariapigment Hamozoin im Knochenmark anreichern und
dort zu einer gestérten Entwicklung der Erythrozyten aus ihren Vorlauferzellen
(Dyserythropoese) fuhren. In in vitro-Studien stimuliert Himozoin direkt die Apoptose
von erythoriden Vorlauferzellen (Awandare et al. 2011, Casals-Pascual et al. 2006,
Lamikanra et al. 2009). In vivo ist die Plasmah&amozoinkonzentration mit Andmie und
Suppression der Retikulozyten assoziiert. Die Anzahl pigmentierter Vorlauferzellen
korreliert in histologischen Knochenmarksuntersuchungen mit dem Grad der
abnormen Erythrozytenentwicklung (Casals-Pascual et al. 2006). Awandare et al.
zufolge beeintrachtigt Hdmozoin die Erythropoese auch indirekt, durch Entzindungs-
mediatoren wie TNF und Stickstoffmonoxid (NO) aus aktivierten mononukleéren Zellen
(Awandare et al. 2011). In in vitro-Experimenten wird die NO-Synthese in Monozyten
durch Hadmozoin stimuliert. Erhéhte NO-Werte sind bei Kindern mit Malariaanamie
wiederum mit erniedrigtem Hb assoziiert (Keller et al. 2004). Dagegen scheinen
Makrophagen durch Phagozytose von H&mozoin in einer anderen Studie das
Knochenmark eher vor seiner toxischen Wirkung zu schiitzen (Lamikanra et al. 2009).

Ein weiterer Aspekt bei der Entwicklung der Malariaanamie ist die Suppression der
Erythropoese im Ramen einer Entziindungsreaktion. Perkins et al. tragen Studien
zusammen, die zeigen, dass Malariaanamie hauptsachlich durch eine Dysregulation
von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen, Wachstumsfaktoren und
Effektormolekilen bedingt ist (Perkins et al. 2011). Erhéhte Werte von TNF, IL-6 und
IL-8 sowie erniedrigte IL-10:TNF oder TGF-B1:TNF Relationen sind beispielsweise mit
Anamie assoziiert (Kurtzhals et al. 1998, Lyke et al. 2004, Perkins et al. 2000, Othoro
et al. 1999, Fried et al. 1998a, Chandrasiri et al. 2014a).

Proinflammatorische Zytokine fihren zudem zu einer Hypoferrdmie mit verminderter
Hamopoese, einem Hauptmechanismus der sog. Entziindungsanamie (Ludwiczek et
al. 2003, Nweneka et al. 2010). IL-6 stimuliert die Synthese des eisenregulatorischen
Peptids Hepcidin in der Leber, das die intestinale Eisenresorption und die Abgabe von
Eisen aus Hepatozyten und retikuloendothelialen Zellen hemmt (Ganz und Nemeth
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2012, Nemeth et al. 2004). In einer experimentellen Studie Uber P. falciparum-Infektion
von funf freiwillig teilnehmenden Erwachsenen werden leicht erhéhte Werte von IL-6
und Hepcidin im Serum gemessen. Trotz der nur geringfligig veranderten Werte wird
eine deutliche Hypoferramie mit stark verminderter Hamoglobinkonzentration in den
Retikulozyten nachgewiesen. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
inflammationsbedingte  Stérung der Eisenhdmostase die Entstehung der
Malariaanamie begunstigt (de Mast et al. 2009).
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Abb. 14 Mdgliche pathogenetische Vorgénge, die zur Entstehung des erniedrigten Geburtsgewichts
und der matterlichen Andmie beitragen

Infolge der Sequestration infizierter Erythrozyten im intervillésen Raum der Plazenta kommt es zur
Aktivierung von Synzytiotrophoblasten und lokalen Monozyten. Diese schitten Chemokine und
Zytokine aus, die weitere Immunzellen anlocken und durch eine plazentare Inflammationsreaktion die
Pathogenese der fetalen Wachstumsretardierung und der mutterlichen Anédmie beglnstigen. Zell- und
Fibrinablagerungen kénnen den plazentaren Blutfluss stéren und zur Hypoxie fihren. Zytokine und
aktivierte Komplementfaktoren (C5a) verandern die Konzentration von Angiogenese- und Wachstums-
faktoren, sodass Vaskularisierung und Plazentawachstum beeintréchtigt sind. Zytokine und
verringerte Wachstumsfaktoren haben zudem Auswirkungen auf plazentare Nahrstofftransporter, mit
vermindertem Aminoséaure- und Glucosetransport als Folge. Weiterhin kann die matterliche Anamie
die fetale Entwicklung beeintrachtigen. Diese entsteht durch einen vermehrten Erythrozytenabbau und
eine verminderte Erythrozytenneubildung. Die supprimierte Erythropoese wird im Rahmen einer
Entziindungsanamie entweder direkt Uber Zytokine oder indirekt Uber ein erhdhtes hepatisches
Hepcidin und erniedrigte Eisenwerte hervorgerufen. Die Dyserythropoese ist Folge von Hamozoin-
ablagerungen im Knochenmark, die direkt Gber Apoptoseinduktion oder indirekt Gber Entziindungs-
mediatoren wie NO die Blutbildung stdren.

é: gestort, 1: erhdht, |: erniedrigt, C5a: aktivierter Komplementfaktor 5, NO: Stickstoffmonoxid, TNF:
Tumornekrosefaktor, IL: Interleukine, CSA: Chondroitinsulfat A
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Box 5

Aktueller Forschungsstand
Pathogenese und Folgen der plazentaren Inflammation

1. Histologisch kdnnen aktive, chronische und durchgemachte Infektionen unterschieden
werden (Rogerson et al. 2007b).

2. Monozyten und NK-Zellen kdnnen einerseits mit Protektion, andererseits mit Pathogenese

in Verbindung gebracht werden (Chua et al. 2013, Ordi et al. 2001, Sartelet et al. 2005).

TNF ist bei Malaria erhéht und mit negativen Folgen assoziiert (Rogerson et al. 2003c)

4. |FNy und IL-10 werden mit unterschiedlichen Folgen (positiven und negativen) assoziiert
(Fried et al. 1998, Megnekou et al. 2005a/b).

5. Veranderungen der Hormonspiegel, vor allem erniedrigtes Progesteron und erhdhtes
Cortisol, tragen zur Pathogenese bei (Megnekou et al. 2015b, Bouyou-Akotet et al. 2005).

6. Erniedrigtes Geburtsgewicht ist bedingt durch ein gestortes Plazentawachstum und einen
verminderten Stoffaustausch infolge der plazentaren Inflammation (Umbers et al. 2011).

7. Mdtterliche Andmie entsteht durch einen erhéhten Erythrozytenabbau in Kombination mit
einer verminderten bzw. gestdrten Erythrozytenneubildung (Perkins et al. 2011).

w

Weiterer Forschungsbedarf

1. Biomarker fir Diagnostik (z.B. IL-10, VEGFR1, C5a)
2. Rolle der Praeklampsie und Hypoxie bei malariaassoziiertem erniedrigten Geburtsgewicht
3. Funktion anderer plazentarer Transportsysteme (AS, Glucose, Lipide, Vitamine) bei Malaria

5.3 Entwicklung einer natiirlichen Immunitat gegen Malaria in der
Schwangerschaft

5.3.1 Korrelation von Paritat mit Parasitamie und klinischen Parametern

Dass schwangere Frauen anfalliger fUr Infektion mit P. falciparum sind, ist gut belegt
(Brabin 1983). Diese Anfélligkeit ist abhangig von der Anzahl vorheriger
Schwangerschaften, mit einer stark negativen Korrelation zwischen Paritdt und
Parasitamie. Zahlreiche Studien aus unterschiedlichen afrikanischen Landern zeigen,
dass in Regionen mit stabiler Malariatransmission die Pravalenz von peripheren
und/oder plazentaren Infektionen bei Erstgebarenden signifikant héher ist als bei
Mehrgebarenden (Fried et al. 1998b, Mokuolu et al. 2009, Newman et al. 2003, Tako
et al. 2005, Adebami et al. 2007, Bassey et al. 2015, Bouyou-Akotet et al. 2003, Okoko
et al. 2002, Rogerson et al. 2000b, Shulman et al. 2001) (vgl. Tab. 11, S. 65). Diese
Ergebnisse stimmen mit denen &alterer Studien Uberein (Brabin 1983, McGregor 1984).
Erstgebarende, die mit P. falciparum infiziert sind, zeigen zudem eine signifikant
héhere Dichte an Parasiten im peripheren und/oder plazentaren Blutausstrich (Agan
et al. 2010, Bouyou-Akotet et al. 2003, Duffy und Fried 2003, Kasumba et al. 2000,
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Mokuolu et al. 2009). Bei der Interpretation der Daten muss berlcksichtigt werden,
dass Erstgebarende bei den meisten Studien deutlich jinger sind als Mehrgebarende
und dass niedriges Alter unabhangig von der Paritdt ein Risikofaktor flr
Malariainfektion darstellt (Orish et al. 2012, Bouyou-Akotet et al. 2003, Rogerson et al.
2000b, Tako et al. 2005). Bei Rogerson et al. liegt nach Stratifikation des Alters
beispielweise keine paritatsabhangige Pravalenzverteilung mehr vor (Rogerson et al.
2000b). In zwei weiteren Studien sind dagegen sowohl junges Alter als auch die erste
Schwangerschaft unabhangige Risikofaktoren fir erhdhte Parasitamie (Okoko et al.
2002, Tako et al. 2005). Allgemein gesehen haben junge Frauen in der
Erstschwangerschaft das groBte Infektionsrisiko. Die mit steigender Paritat
abnehmende Pravalenz lasst vermuten, dass Frauen in Endemiegebieten eine
Immunitat gegen schwangerschaftstypische P. falciparum-Erreger entwickeln (Fried et
al. 1998b).

In einigen Studien werden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Paritaten
feststellt (Ofori et al. 2009, Sule-Odu et al. 2002, Kasumba et al. 2000, Newman et al.
2003, Valente et al. 2011) (vgl. Tab. 11, S. 65). Die meisten dieser Studien wurden in
Regionen mit niedrigen bis moderaten Malariatransmissionsraten durchgefthrt. Da
Erstschwangere hier seltener infiziert werden, bilden sie weniger schitzende
Antikdrper und die Anfalligkeit in weiteren Schwangerschaften bleibt konstant
(Kasumba et al. 2000, Newman et al. 2003, Valente et al. 2011).

In einigen Studien kann gezeigt werden, dass infizierte Erstschwangere haufiger
Kinder mit deutlich erniedrigtem Geburtsgewicht zur Welt bringen (Kalanda et al. 2005,
Newman et al. 2003, Okoko et al. 2002, Tako et al. 2005). Allerdings ist die Erstgeburt
auch unabhangig von Malariainfektion oft mit geringerem Gewicht assoziiert (Kasumba
et al. 2000, Mokuolu et al. 2009, Ofori et al. 2009). Das Risiko fur Frihgeburt und
mutterliche Anamie ist bei Infektion meist in allen Schwangerschaften erhéht (Agan et
al. 2010, Okoko et al. 2002, Shulman et al. 2001, Tako et al. 2005). Da hohe
Parasitdmie aber ein eindeutiger Risikofaktor fir Komplikationen ist und vor allem bei
Erstgebarenden vorkommt, kann man folgern, dass diese Gruppe besonders betroffen
ist (Ofori et al. 2009, Okoko et al. 2002, Bassey et al. 2015).
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Tab. 11 Pravalenzen von peripherer und plazentarer Parasitdmie bei Erstgebarenden im Vergleich
zu Mehrgebarenden in verschiedenen afrikanischen Landern zum Zeitpunkt der Geburt

Autor, Jahr Land Anzahl n Signifikant erhéhte Prévalenz bei
(gesamt/infiziert) Erstgebarenden im Vergleich zu
Mehrgebarenden

Peripher p-Wert Plazentar p-Wert

Stabile Malariaregionen:

Fried et al. 1998 Kenia 916/208 ja p<0,001 ja p<0,001

Rogerson et al. 2000 Malawi 4.764/2.034" ja p<0,001 K.A.

Shulman et al. 2001 Kenia 910/416 erhéht? erhéht?

Sule-Odu et al. 2002 Nigeria 564/140 nein p=1,574 Kk.A.

Bouyou et al. 2003 Gabun 311/1771 ja p<0,001 K.A.

Newman et al. 2003 Athiopien 185/ ja p=0,02 ja p=0,006
13 bzw. 12

Okoko et al. 2003 Gambia 313/160 k.A. ja p=0,01

Tako et al. 2005 Kamerun 1.898 /405 ja p<0,001 ja p<0,001

Adebami et al. 2007 Nigeria 304/101 k. A. ja p<0,001

Mokuolu et al. Nigeria 1875/405 ja p=0,001 ja p=0,002

2009

Ofori et al. 2009 Ghana 294/ nein p=0,09 ja p=0,006
58 bzw. 61

Bassey et al. 2015 Nigeria 210/ erhoht? ja p<0,001
122 bzw. 137

Ndam et al. 2015 Benin 710/70 k.A. ja p=0,025

Instabile Malariaregionen:

Kasumba et al. 2000 Uganda 573/46 bzw. 36  nein? ja p<0,05

Newman et al. 2003 Athiopien  833/19 bzw. 21  nein? nein2

Valente et al. 2011 Angola 654/49 bzw. 99  nein? nein2

'untersucht bei der ersten Schwangerschaftsvorsorgeuntersuchung, 2p-Wert wurde nicht berechnet,
k.A.: keine Angaben

Allgemein wird der Vergleich der Studien durch die Diversitédt der Teilnehmerinnen
(Alter, Paritat, Inanspruchnahme von Praventionsmdglichkeiten, Erndhrung, HIV-
Koinfektion), durch unterschiedliche StudiengréBen und Regionen mit verschiedenen

Transmissionsraten erschwert.

5.3.2 Korrelation von nattrlichen Antikdérpern mit Paritat, parasitologischen und

klinischen Parametern

Wie bereits in vorhergehenden Kapiteln (5.1.1, 5.1.3, 5.1.4) dargestellt, ist CSA der
Hauptligand fir infizierte Erythrozyten in der Plazenta. Durch Kontakt mit CSA-
bindenden Parasitenstimmen entwickeln Frauen wahrend der Schwangerschaft
Antikdrper gegen diese, was die verminderte Infektionsrate bei Mehrgebarenden
erklart. Fried et al. stellten bereits 1998 fest, dass Seren von Mehrgebarenden aus

einer stabilen Malariaregion in Kenia die Bindung von P. falciparum an CSA in vitro
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gréBtenteils hemmen (Fried et al. 1998b). In darauffolgenden Studien wurden die
Antikérper gegen CSA-selektive Parasitenstdmme genau untersucht (vgl. auch Tab.
12): Sie...

- sind geschlechts- und schwangerschaftsspezifisch: Antikérpertiter sind deutlich
héher bei infizierten schwangeren Frauen als bei Mannern oder Nicht-
Schwangeren (Beeson et al. 2004, Ricke et al. 2000, Staalsoe et al. 2001).

- sind vom Subtyp IgG1 und IgG3 (Elliott et al. 2005, Megnekou et al. 2005).

- korrelieren positiv mit dem Endemiegrad: in Kamerun weisen Frauen in den
Hochendemiegebieten Ebolowa und Etoa deutlich héhere Titer auf als in dem
Niedrigendemiegebiet Yaounde (Megnekou et al. 2005, Staalsoe et al. 2001).

- korrelieren positiv. mit der Schwangerschaftsanzahl: Erstgebdrende haben
deutlich niedrigere Antikérperlevel als Mehrgebarende (Maubert et al. 1999,
Megnekou et al. 2005, O'Neil-Dunne et al. 2001, Ricke et al. 2000, Staalsoe et
al. 2001, Duffy und Fried 2003, Staalsoe et al. 2004). Allerdings sind die
Unterschiede zum Zeitpunkt der Geburt in einigen Studien nicht mehr signifikant
(Beeson et al. 2004, Elliott et al. 2005, O'Neil-Dunne et al. 2001).

- korrelieren mit der Hemmung der CSA-Bindung in in vitro-Studien (Beeson et al.
2004, Elliott et al. 2005, Maubert et al. 1999, Ricke et al. 2000, Staalsoe et al.
2001, Duffy und Fried 2003).

- korrelieren negativ mit plazentarer Parasitamie: hohe Antikdrperlevel scheinen
vor plazentarem Befall zu schitzen (Duffy und Fried 2003, Taylor et al. 2004,
O'Neil-Dunne et al. 2001, Staalsoe et al. 2001). Dennoch kénnen trotz hoher Titer
plazentare Infektionen persistieren (Beeson et al. 2004, Staalsoe et al. 2004).

- korrelieren mit klinischen Parametern: einige Studien zeigen, dass hdhere
Antikérperlevel zu signifikant héherem Geburtsgewicht, weniger Frihgeburten
und erhéhten mutterlichen Hb-Werten fihren (Duffy und Fried 2003, Feng et al.
2009, Salanti et al. 2004, Staalsoe et al. 2004). Beeson et al. kbnnen dies nicht
bestatigen, eventuell weil sie eine recht kleine Anzahl an Frauen mit akuter
Infektion untersuchen (Beeson et al. 2004). Bei einer gréBeren Studie von
Staalsoe et al. sind signifikante Unterschiede nur bei chronischen Infektionen zu
finden, da hier geniigend Zeit zum Entwickeln von klinischen Folgen besteht
(Staalsoe et al. 2004).

Tabelle 12 fasst die wichtigsten Korrelationen zusammen.
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Tab. 12 Korrelation von Antikérpern gegen CSA-selektive P. falciparum-Stdmme mit Paritat, Hemmung
der CSA-Bindung, verminderter plazentarer Parasitdmie und klinischen Parametern

Autor, Jahr Land Anzahln  Korrelation von Antikérpern gegen CSA-selektive P.
(ges./inf.) falciparum-Stamme mit...
Paritat (>1 vs. 1. Hemmung der  plazentarer
Gravida) CSA-Bindung  Parasitamie|
Maulbert et al. 1999 Kamerun 664/156 ja (6. Monat) ja k.A.
Ricke et al. 2000 Ghana 163/k.A. ja! ja? k.A.
O’'Neil Dunne etal. Kamerun 198/97 ja (12.-20.SSW) k.A. ja
2001 nein (bei Geburt)
Staalsoe et al. 2001 Kamerun 227/k.A. ja' ja jas
Duffy und Fried Kenia 168/k.A.  ja (bei Geburt) ja ja
2003
Beeson et al. 2004 Malawi 119/51 nein (bei Geburt) ja nein
Staalsoe et al. 2004 Kenia 477/290 ja (bei Geburt) k.A. nein
Taylor et al. 2004 Kamerun 182/117 k.A. k.A. ja
Elliott et al. 2005 Malawi 66/33 nein (bei Geburt) ja k.A.
Megnekou et al. Kamerun  283/46 jal k.A. k.A.
2005
Geburtsgewicht Frihgeburten| Mitterlichem
Hb-Wert
Duffy und Fried Kenia 168/k.A. ja* ja nein
2003
Beeson et al. 2004 Malawi 43/43 nein k.A. nein
Salanti et al. 2004 Ghana 110/110 ja k.A. k.A.
Staalsoe et al. 2004 Kenia 477/290 ja° k.A. ja®
Feng et al. 2009 Malawi 141/k.A.  nein k.A. ja

'Proben von Frauen unterschiedlichen Gravidationsalters

2untersucht wurden zehn Seren mit den héchsten und zehn mit den niedrigsten Antikdrpertitern
3nur bei Mehrgebé&renden, nicht bei Erstgebarenden

“gemessen bei 68 Zweitgebarenden mit hohen und niedrigen Antikérpertitern

Sbei chronischer plazentarer Infektion

k.A.: keine Angaben, ges.: gesamt, inf.: infiziert (peripher und/oder plazentar), |: vermindert

In einigen L&ngsschnittstudien wurde der zeitliche Verlauf der Antikdrperbildung
untersucht. In der ersten Schwangerschaft werden IgG-Antikérper bei Infektion mit
CSA-selektiven Parasiten etwa ab der 20. SSW produziert, steigen bis zur Geburt
stetig an und fallen danach ab. In weiteren Schwangerschaften werden sie bei
Infektion bereits ab der 12. Woche, in wesentlich héheren Konzentrationen, gebildet
(Maubert et al. 1999, O'Neil-Dunne et al. 2001, Staalsoe et al. 2001, Ampomah et al.
2014b). Dieser Verlauf spricht fir den Erwerb eines immunologischen Gedachtnisses,
das selbst bei Verschwinden der Antigene oder infrequenter Antigenexposition viele
Jahre spater bei Reinfektion eine effektive Immunantwort hervorrufen kann. Memory-
B-Zellen gegen plazentare Parasiten kdénnen noch 20 Jahre nach der letzten

Schwangerschaft nachgewiesen werden. Die Anzahl der Memory-B-Zellen bleibt
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unabhdangig von der Paritat gleich, was darauf hindeutet, dass eine einzige
Schwangerschaft ausreicht, um ein effektives immunologisches Langzeitgedachtnis
hervorzurufen (Ampomah et al. 2014a).

Seren von Frauen aus Afrika, Asien und Ozeanien kénnen zudem die Bindung von
plazentaren Parasiten unterschiedlicher geographischer Regionen hemmen. Daraus
lasst sich ableiten, dass die natlrlichen Antikdrper kreuzreaktiv gegen verschiedene
Stamme wirksam sind (Fried et al. 1998b, Ricke et al. 2000, Hommel et al. 2010).
Allerdings ist bisher nicht bekannt, ob diese Kreuzreaktivitat durch strikt konservierte
Epitope oder durch polymorphe Strukturmotive, die zwischen weltweiten Stammen
geteilt werden, hervorgerufen wird (Dahlback et al. 2006, Hommel et al. 2010). Es wird
angenommen, dass kreuzreaktive Antikdrper sowohl konservierte, als auch geteilte
polymorphe Regionen von VAR2CSA erkennen (Andersen et al. 2008, Avril et al.
2008, Barfod et al. 2007, Dahlback et al. 2006).

Die schnelle Entwicklung einer Immunantwort mit stammesuibergreifenden Antikérpern

lasst hoffen, dass die Herstellung eines effektiven Impfstoffes mdéglich ist.

5.3.8 Analyse der natirlichen Antikérper gegen VAR2CSA

Wie bereits in vorhergehenden Kapiteln (5.1.2, 5.1.3, 5.1.4) dargestellt, ist VAR2CSA
der Hauptligand fiir CSA. Antikérper gegen CSA-selektive Parasitenstdmme sind somit
vor allem gegen VAR2CSA gerichtet. Im Hinblick auf die Entwicklung eines auf
VAR2CSA basierenden Impfstoffes ist die genaue Analyse der natiirlichen Antikdrper
von besonderem Interesse: Sind sie gegen spezielle Domanen von VAR2CSA
gerichtet? Sind Antikérper gegen bestimmte VAR2CSA-Bereiche mit vermindertem
Infektionsrisiko, verbessertem Outcome oder Bindungshemmung assoziiert? Kénnen
auch einzelne Doméanen — so wie das gesamte Protein - kreuzreaktive Antikdrper

hervorrufen?

Einige Studien untersuchen, ob Antikdper gegen spezielle VAR2CSA-Domanen in
Seren von Mehrgebarenden im Vergleich zu Erstgebarenden erhéht vorkommen (vgl.
Tab. 13). Daflir werden verschiedene VAR2CSA-Bereiche von Laborstammen (3D7,
FCR3) oder von plazentaren Isolaten rekombinant hergestellt, mit Proben inkubiert und
anschlieBend die entsprechenden Antikérper quantitativ bestimmt. Mehrere Studien
kénnen eine paritatsabhdngige Erhéhung von Antikdrpern gegen DBL5 zeigen (Brolin
et al. 2010, Ndam et al. 2015, Salanti et al. 2004, Tuikue Ndam et al. 2006, Gangnard
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et al. 2010, Gnidehou et al. 2010), wahrend andere keine signifikante Erhdhung
ausmachen kénnen (Dechavanne et al. 2015, Oleinikov et al. 2007). Ahnliches gilt fiir
Antikdrper gegen die Ubrigen DBL-Doménen (DBL1 - DBL4 und DBLS6), die in einigen
Studien erhéht, in anderen nicht erhéht vorliegen (vgl. Tab. 13) (Brolin et al. 2010,
Dechavanne et al. 2015, Ndam et al. 2015, Oleinikov et al. 2007, Tuikue Ndam et al.
2006). Vor dem Hintergrund, dass die minimale CSA-Bindungsregion im N-terminalen
Bereich von VAR2CSA liegt, werden auch Antikérper gegen DBL1-DBL2, DBL1-DBL3
und ID1-1D2a naher untersucht (Babakhanyan et al. 2014, Dechavanne et al. 2015,
Ndam et al. 2015). Uberraschenderweise kdnnen Babakhanyan et al. keine
paritatsabhangige Steigerung von Antikérpern gegen ID1-ID2a (3D7- und FCRS3-
Stamm), einem der flhrenden Impfstoffkandidaten, aufzeigen. In dieser Studie sind
Antikdrper gegen ID1-ID2a weder schwangerschaftsspezifisch noch mit Schutz vor
plazentarer Infektion assoziiert (Babakhanyan et al. 2014). Tuikue Ndam et al. und
Dechavanne et al. finden dagegen bei Mehrgebdrenden sowohl in der friihen
Schwangerschaft (< 6. Monat) als auch bei der Geburt signifikant héhere
Antikérperwerte gegen die N-terminal gelegenen Bereiche DBL1-DBL2 und DBL1-
DBL3 (Dechavanne et al. 2015, Ndam et al. 2015).

Tab. 13 Antikdrper gegen verschiedene VAR2CSA-Domanen bei Mehrgebarenden im Vergleich zu

Erstgebarenden
Autor, Jahr Land Anzahln  Zeitpunkt  Antikérper gegen VAR2CSA-Doméanen
(ges./MQG) bei Mehrgebarenden

signifikant erhdht nicht signif. erhéht
3D7-Laborstamm

Salanti et al. 2004 Ghana 62/k.A. Geburt DBL5 k.A.

Tuikue Ndam et Senegal 275/163 <24. SSW DBL5, 6 DBL1

al. 2006 Geburt

Oleinikov et al. Tansania 62/32 Geburt DBL1, 3,6 DBL4, 5

2007

Brolin et al. 2010 Malawi 189/72 3. DBL5 DBL3, 6

Trimester

Babakhanyan et Kamerun 955/595 1,2, 3. k.A. ID1-ID2a

al. 2014 Trimester

Dechavanne et al. Senegal 293/234 <24. SSW DBL1-3, 2, 4-6 DBL5, 6

2015 Geburt DBL1-3, 2 DBL5, 6, 4-6
FCR3-Laborstamm

Tuikue Ndam et Benin 710/595 <24. SSW DBL1-2,3,5 DBL4, 6

al. 2015 Geburt DBL1-2, 3, 4 DBLS5, 6

Babakhanyan et Kamerun 955/595 Geburt k.A. ID1-ID2a

al. 2014
CYK39-, CYK49-Stamm aus Senegal

Gangnard et al. Senegal 40/20 1,2, 3. DBL5 k.A.

2010 Trimester

Gnidehou et al. Senegal  75/51 2,38 DBL5 k.A.

2010 Benin 160/80 Trimester

MG: Mehrgebarende, k.A.: keine Angaben, signif.: signifikant
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Allgemein ist es schwierig, durch die Zusammenschau der bisherigen Studien
Bereiche auszumachen, die starker immunogen sind als andere. Die unterschiedlichen
Studienorte, StudiengréBen und Laborverfahren (Herstellung der rekombinanten
Proteine in verschiedenen Expressionssystemen, Verwendung von Laborparasiten
(3D7, FCR3) oder lIsolaten, quantitative Analyse der Antikérper mittels ELISA,
Durchflusszytometrie oder Luminex-Assay) beeintrachtigen den Vergleich der Studien
stark. Weitere Studien mit vergleichbarem Studiendesign sind daher wiinschenswert.

Neben der Quantitat, also der friheren und verstarkten Bildung von Antikérpern gegen
verschiedene VAR2CSA-Bereiche und -Varianten, spielt die Qualitat der Antikérper
eine Rolle. Eine hohe Aviditat der anti-VAR2CSA-Antikérper ist bei Mehrgebarenden
in Kamerun mit einem reduzierten Risiko fir plazentare Malaria assoziiert
(Babakhanyan et al. 2015). Ahnliche Ergebnisse finden Tutterrow et al. im Senegal,
wo Frauen mit hoher Antikdrperaviditat ein 7,6-fach niedrigeres Risiko flr plazentare
Infektionen haben als Frauen mit niedriger Aviditat (Tutterrow et al. 2012a). Die
Affinitét der Antikérper steigt nicht mit steigender Schwangerschaftsanzahl, was darauf
hindeutet, dass eine einzige Schwangerschaft ausreicht, um hochaffine Antikérper zu
bilden (Brolin et al. 2010).

Weitere Studien befassen sich mit der Frage, ob Antikdrper gegen VAR2CSA-
Bereiche vor plazentarer Infektion und negativem Schwangerschaftsausgang
schutzen. Tutterrow et al. zeigen, dass hohe Antikérperlevel gegen verschiedene
VAR2CSA-Domanen und -Varianten in der frihen Schwangerschaft bei Frauen in
Kamerun mit Fehlen von plazentarer Infektion bei der Geburt assoziiert ist (Tutterrow
et al. 2012b). In Benin senken Antikérper gegen das gesamte VAR2CSA-Protein sowie
gegen DBL3 das Risiko fur Malariainfektion in der Zeitspanne von Studienaufnahme
(<24. SSW) bis zur Geburt. Hohe Antikdrpertiter gegen DBL3 bei Studienbeginn
korrelieren zudem mit verminderter plazentarer Infektion bei Geburt (Ndam et al.
2015). Anders herum sind bei einer friheren Studie im Senegal akute oder chronische
plazentare Infektionen bei der Geburt mit niedrigen Antikérpern (DBL1, DBLS5, DBL6)
bei Studienbeginn (<24.SSW) assoziiert (Tuikue Ndam et al. 2006).

In einigen Studien kann ein Zusammenhang zwischen anti-VAR2CSA-Antikérpern und
erhéhtem Geburtsgewicht festgestellt werden. Salanti et al. zeigen, dass schwangere
Frauen in Kenia mit hohen anti-DBL5-Antikérpern durchschnittlich 428g schwerere
Babys zur Welt bringen und ein vierfach niedrigeres Risiko fir die Geburt von stark
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untergewichtigen Kindern (<2500g) haben (Salanti et al. 2004). Hohe Antikdrperlevel
gegen DBL3 und DBL6 sind bei Schwangeren mit Malariainfektion in Mosambik mit
signifikant hdéherem Geburtsgewicht und Gestationsalter assoziiert, wobei die
Neugeborenen durchschnittlich 936¢g (anti-DBL3) bzw. 921g (anti-DBL6) schwerer und
2,64 Wochen é&lter waren als Kinder von Frauen mit niedrigen anti-DBL3-/DBL6-
Antikérpertitern (Mayor et al. 2013). Antikérper gegen den N-terminal gelegenen
DBL1-DBL2 Bereich korrelieren mit einer verminderten Pravalenz von erniedrigtem
Geburtsgewicht bei Neugeborenen in Benin (Ndam et al. 2015).

In einer friheren Studie kann zudem gezeigt werden, dass Antikérper gegen diese
Region (NTS-DBL2) aus dem Plasma mehrfach gebarender beninischer Frauen die
CSA-Bindung von zwei verschiedenen Laborstdmmen (FCR3, HB3) hemmen kénnen
(Bigey et al. 2011). Auch Doritchamou et al. untersuchen, inwieweit anti-VAR2CSA-
Antikérper aus gepooltem Plasma von Frauen aus Mali die CSA-Bindung von
unterschiedlichen plazentaren Parasiten (FCR3 und drei Varianten M711, M1010,
M763) hemmen kdnnen. Natlrliche Antikdrper gegen ID1-ID2a, DBL4 und DBL5
behindern die CSA-Bindung zum gleichen Stamm (homolog), Antikérper gegen 1D1-
ID2a und DBL4 blockieren zusatzlich stammestbergreifend verschiedene Varianten
(heterolog). In dieser Studie zeigen anti-DBL3-Antikdrper keine homologe, jedoch
heterologe Hemmungseigenschaften. Die bindungshemmende Aktivitédt des Plasmas
bleibt auch nach vollstandiger Entfernung der oben genannten Antikérper bestehen.
Dies deutet darauf hin, dass weitere, in dieser Studie nicht untersuchte, funktionelle
Antikérper existieren. Sie kénnten gegen andere VAR2CSA-Varianten, gegen nicht-
VAR2CSA-Proteine, die indirekt an der CSA-VAR2CSA-Bindung beteiligt sind, oder
gegen konformationelle Epitope, die erst durch die 3D-Sturktur des gesamten
extrazellularen Anteils von VAR2CSA entstehen, gerichtet sein (Doritchamou et al.
2016).

In einem anderem Verfahren werden B-Zellen von P. falciparum exponierten, vor
Kurzem schwangeren Mehrgebarenden immortalisiert. Die polyklonalen B-Zell-
Kulturen werden auf Antikérper gescreent, die mit der Oberflache von CSA-selektiven
Parasitenstdmmen reagieren. Auf diese Weise wurden acht spezifische monoklonale
Antikérper gefunden, von denen wiederum drei die DBL3- und vier die DBL5-Doméane
erkennen (Barfod et al. 2007). Sieben der acht Antikérper behindern die Bindung von
infizierten Erythrozyten bzw. VAR2CSA an CSA. Einer der Antikérper (PAM1.4) zeigt
keine Reaktivitat zu DBL-Doménen und nur eine geringe zum gesamten VAR2CSA-
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Protein, wahrend er die Bindung zu CSA deutlich hemmen kann. Dies lasst vermuten,
dass neben Antikérpern gegen VAR2CSA noch weitere Antikérper mit bisher
unbekannten Antigenen existieren, die zur Hemmung der Parasitenbindung und zur

natdrlichen Immunitat beitragen (Barfod et al. 2007, Barfod et al. 2010).

5.3.4 Weitere relevante Antikérper

Neben VAR2CSA kénnen bei der Untersuchung von plazentaren Parasiten weitere
heraufregulierte Proteine, darunter PFD1140w, PFB0115w und PFI1785w, gefunden
werden, die eine Antikérperbildung hervorrufen (vgl. Kapitel 5.1.4) (Francis et al. 2007,
Tuikue Ndam et al. 2008). Francis et al. zeigen, dass die Seroreaktivitat gegentiber
PFD1140w bei mehrgebarenden Frauen aus Ostafrika signifikant héher ist als bei
Erstgebarenden oder Mannern. Auch Antikérper gegen PFB0115w sind im Vergleich
zu Mannern erhéht, allerdings nicht signifikant (Francis et al. 2007). Seren von Frauen
aus Ghana weisen signifikant héhere Antikérpertiter gegen PFI1785w auf als Seren
von Mannern (Tuikue Ndam et al. 2008). Der — ahnlich wie bei Antikérpern gegen
VAR2CSA — geschlechtsspezifische und paritatsabhangige Erwerb von Antikérpern
deutet darauf hin, dass diese Antikérper eine Rolle bei der natirlichen Immunitat
spielen kénnten. Allerdings sind weitere Studien, die die Funktionalitat und klinische
Relevanz der Antikdrper belegen, erforderlich.

Das AMA-1 (apical membran antigen 1) ist ein Antigen an der Oberflache von
Merozoiten und nicht spezifisch fir Schwangerschaftsmalaria (Macraild et al. 2011).
Dennoch werden anti-AMA1-Antikérper vermehrt bei Schwangeren gefunden und
korrelieren mit erhéhtem Geburtsgewicht und Gestationsalter (Mayor et al. 2013,
Doritchamou et al. 2016). In einer anderen Studie von Ndam et al. kann dagegen kein
Zusammenhang mit klinischen Parametern hergestellt werden (Ndam et al. 2015).

Es wird diskutiert, ob neben bindungshemmenden Antikérpern auch solche mit
opsonierenden Eigenschaften zur Entwicklung der natirlichen Immunitat beitragen.
Elliott et al. und Megnekou et al. fanden heraus, dass die Antikdrper gegen CSA-
selektive Parasitenstimme den Subtypen IgG1 und, im geringen MaBe, 1gG3
zugeordnet werden kdnnen (Elliott et al. 2005, Megnekou et al. 2005). Diese Antikdrper
besitzen eine hohe Affinitat fir den Fc.-Rezeptor auf der Oberflache verschiedener
Immunzellen und kdnnen die Phagozytose markierter Erreger férdern (Bruhns et al.
2009). Mehrere in vitro-Studien zeigen, dass humane Monozyten VAR2CSA-tragende,
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infizierte Erythrozyten phagozytieren (Barfod et al. 2011, Barfod et al. 2010, Feng et
al. 2009, Keen et al. 2007). Werden die fir Schwangerschaftsmalaria typischen 1gG1
und 1gG3 Antikérper entfernt, ist die opsonierende Phagozytoseaktivitat deutlich
vermindert (Keen et al. 2007). Die Phagozytoserate ist zudem in Seren von
mehrgebarenden Frauen hoch, wahrend sie bei Erstgebarenden und Mannern niedrig
ist (Keen et al. 2007, Lambert et al. 2014). Die Koinfektion mit HIV scheint die Bildung
der opsonierenden Antikdrper stark zu beeinflussen: mehrere Studien zeigen, dass bei
Malariainfektion HIV-negative Frauen im Vergleich zu HIV-positiven eine signifikant
hdéhere Phagozytoseaktivitat und/oder signifikant héhere opsonierende Antikdrper
aufweisen (Ataide et al. 2010, Ataide et al. 2011, Jaworowski et al. 2009, Keen et al.
2007). Hoéhere opsonierende Antikérperlevel gehen in einigen Studien mit
verminderten malariaassoziierten Komplikationen wie mdutterlicher Anamie und
erniedrigtem Geburtsgewicht einher (Ataide et al. 2011, Feng et al. 2009, Jaworowski
et al. 2009). Lambert et al. untersuchten, welche Bereiche von VAR2CSA von den
opsonierenden Antikérpern erkannt werden und fanden heraus, dass DBL3, DBL5 und
zu einem geringen Anteil auch DBL2 als Zielstruktur dienen (Lambert et al. 2014).
Diese Ergebnisse stimmen mit einer friiheren Studie von Barfod et al. Gberein, die
zeigt, dass unspezifisches IgM besonders an DBL3 und DBLS5 bindet und die Parasiten
so vor opsonierenden Antikdrpern abschirmt sowie vor Phagozytose schitzt (Barfod
et al. 2011).

Opsonierende Antikdrper kénnen zwar durch Aktivierung von Immunzellen die
Eliminierung infizierter Erythrozyten férdern, eine erhdhte Stimulation von Monozyten
und Makrophagen tragt allerdings auch zur plazentaren Entzindungsreaktion bei und
wird in mehreren Studien mit negativen Folgen assoziiert (Chua et al. 2013,
Muehlenbachs et al. 2010, Ordi et al. 2001, Rogerson et al. 2003b). Daher steht die
Induktion bindungshemmender Antikérper im Zentrum der Impfstoffforschung
(Pehrson et al. 2017b).
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Box 6

Aktueller Forschungsstand
Entwicklung einer natiirlichen Immunitat gegen Malaria in der Schwangerschaft

1. Junge Erstgebarende haben ein erhéhtes Risiko fir periphere und plazentare Infektion
sowie flr malariaassoziierte Schwangerschaftskomplikationen (vgl. Tab. 11).

2. Antikdrper gegen CSA-selektive Parasitenstimme korrelieren mit Paritédt, Hemmung der
CSA-Bindung, verminderter plazentarer Infektion und verbessertem Outcome (vgl. Tab. 12).

3. Der Verlauf der Antikdrperproduktion spricht fir den Erwerb eines immunologischen
Langzeitgedéachtnisses (Ampomah et al. 2014a, 2014b).

4. Natdrliche Antikérper sind kreuzreaktiv wirksam, sie hemmen die CSA-Bindung von
(geographisch) unterschiedlichen plazentaren Stdmmen (Fried et al. 1998b, Ricke et al.
2000, Hommel et al. 2010).

5. Antikérper gegen VAR2CSA sind gegen verschiedene Doméanen gerichtet, bisher konnte
keine am starksten immunogene Region ausgemacht werden (vgl. Tab. 13).

6. Antikérper gegen verschiedene VAR2CSA-Bereiche sind mit verminderter plazentarer
Infektion und verbessertem Outcome assoziiert (Salanti et al. 2004, Tutterrow et al. 2012,
Mayor et al. 2013, Ndam et al. 2015).

7. Naturliche Antikérper gegen ID1-ID2a und DBL4 hemmen die Bindung von homologen und
heterologen Parasitenstdmmen (Doritchamou et al. 2016).

8. Weitere Antigene, gegen die schwangere Frauen Antikérper bilden, sind PFD1140w,
PFBO0115w, PFI1785w und AMA (Francis et al. 2007, Ndam et al. 2008, Mayor et al. 2013).

9. Opsonierende Antikérper, vor allem gegen DBL3 und DBL5, tragen zur Phagozytose
infizierter Erythrozyten bei (Keen et al. 2007, Feng et al. 2009, Lambert et al. 2014).

Weiterer Forschungsbedarf

1. Studien mit vergleichbarem Studiendesign, die nach weiteren immunogenen Bereichen von
VAR2CSA suchen

2. Weitere Korrelationsstudien von VAR2CSA-Doménen und Parasitdémie bzw. Outcome

Klinische Relevanz von Antikdrpern gegen PFD1140w, PFB0115w, PFI1785w und AMA1

4. Klinische Relevanz von opsonierenden Antikdpern

w

5.4 Identifizieren von immunogenen Epitopen innerhalb von VAR2CSA

Ziel eines effektiven Impfstoffes gegen Schwangerschaftsmalaria ist die Induktion von
Antikérpern, die funktional und kreuzreaktiv sind, also die Bindung der Parasiten in der
Plazenta hemmen und breit gegen verschiedene P. falciparum-Stamme wirken. Dabei
steht die Identifizierung mdglichst kleiner, immunogener Bereiche von VAR2CSA, die
solche Antikdrper hervorrufen, im Vordergrund.

5.4.1 Induktion von Antikérpern gegen einzelne Domanen von VAR2CSA

Um Antikdrper gegen einzelne Bereiche von VAR2CSA zu induzieren, werden die
jeweiligen Doméanen rekombinant hergestellt und Versuchstieren (Mausen, Ratten,
Kaninchen) zusammen mit einem Adjuvans gespritzt. Diese bilden Antikérper, die aus
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dem Serum extrahiert werden. Um zu testen, ob die Antikérper oberflachenexponierte
Antigene erkennen, wird ihre Reaktivitdt zu VAR2CSA-exprimierenden Parasiten
getestet (Barfod et al. 2006). Im Allgemeinen erkennen die meisten Antikérper gegen
einzelne DBL-Doménen die AuBenseite des gesamten Proteins (vgl. Tab. 14, S. 76).
Eine Ausnahme stellen Antikérper gegen DBL4 dar, die in einigen Studien nur eine
geringe oder gar keine Reaktivitat aufweisen. Die Autoren nehmen an, dass DBL4
entweder nicht richtig gefaltet wurde oder im Inneren von VAR2CSA liegt und fur
Antikdrper unzugénglich ist (Avril et al. 2008, Barfod et al. 2006, Oleinikov et al. 2008).
In neueren Studien mit anderen rekombinanten Herstellungsmethoden reagieren anti-
DBL4-Antikdrper mit der Oberflaiche des nativen VAR2CSA-Proteins (Avril et al.
20114, Bigey et al. 2011, Dahlback et al. 2011, Nielsen et al. 2009, Pinto et al. 2011).

Von entscheidender Bedeutung ist, ob die Antikérper nur den homologen Stamm, also
den Stamm, gegen den sie gebildet wurden, oder auch kreuzreaktiv heterologe
Stdmme erkennen. Zwei Doméanen, DBL3 und DBL5, fallen als Induktoren von
stammesibergreifenden Antikdrpern besonders ins Auge (vgl. Tab. 14, S. 76).
Antikdrper gegen DBL3 und DBLS5 des 7G8-Stammes weisen beispielsweise neben
einer Reaktivitat zu 7G8 (homolog) auch eine zu vier weiteren, weltweit
vorkommenden Stammen (IT4, HB3, Pf2004, Pf2006, heterolog) auf (Avril et al.
2011a). Induzierte Antikbper gegen NF54-DBL3 und -DBLS5 erkennen auch die
Laborstamme FCR3 und HB3 (Nielsen et al. 2007). In einer Studie von Auvril et al.
reagieren anti-FCR3-DBL3-Antikérper mit zwei von vier getesteten heterologen
Stdmmen stark (7G8, HB3) und mit einem Stamm gering (P10711) (Avril et al. 2008).
Zahlreiche weitere Studien bestatigen die Kreuzreaktivitdt von Antikdrpern gegen
DBL5 (Avril et al. 2010, Fernandez et al. 2010, Oleinikov et al. 2008, Salanti et al. 2010,
Saveria et al. 2013, Gangnard et al. 2010). Salanti et al. untersuchen, ob Antikdrper
gegen Domanen vom 3D7- und HB3-Stamm auch den FCR3-Laborstamm erkennen
kdnnen. Dies ist bei allen Doménen des 3D7-Stammes auBer DBL6 der Fall, wahrend
vom HB3-Stamm nur anti-DBL3-Antikérper reagieren (Salanti et al. 2010). Bei Saveria
et al. erkennen alle getesteten Antikdrper den CS2-Laborstamm sowie plazentare
Isolate aus Tansania (Saveria et al. 2013). Tendenziell werden mehr Antikdrper gegen
C-terminale Doméanen (DBL4-DBL6) als gegen N-terminale Domanen (DBL1-DBL3)
gebildet (Oleinikov et al. 2008, Pinto et al. 2011).

Bei weiterer Untersuchung der induzierten Antikérper gegen einzelne Domanen zeigt

sich, dass sie zwar mit der Oberflache von VAR2CSA reagieren, die Bindung zu CSA
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aber nicht hemmen (Avril et al. 2010, Avril et al. 2008, Barfod et al. 2006, Bigey et al.
2011, Dahlback et al. 2011). Einige Ausnahmen kénnen jedoch gefunden werden.
Salanti et al. zeigen, dass anti-3D7-DBL1-Antikérper und anti-HB3-DBL3-Antiképer die
Bindung des FCR3-Stammes an CSA hemmen. Allerdings waren diese Ergebnisse
bei Wiederholung des Versuches nicht gut reproduzierbar (Salanti et al. 2010). Das
Immunisieren von Kaninchen mit dem gesamten 3D7-VAR2CSA-Protein fihrt zur
Bildung von bindungshemmenden Antikérpern gegen DBL3 (45% Inhibition) und DBL5
(30% Inhibition) (Srivastava et al. 2011). Ratten-IgG gegen DBL5 hemmt die Bindung
von ca. 20 — 56% der infizierten Erythrozyten von schwangeren Frauen aus Tansania
(Saveria et al. 2013). In Mausen induziert DBL5 von verschiedenen Stammen (FCRS3,
7G8, HB3, Dd2) Antikérper, die die CSA-Bindung von FCR3 zu ca. 35,5 — 64%
hemmen. Die Kombination mit der DBL6-Doméne (FCR3-DBL5-DBL6) ruft in Mausen
bzw. Ziegen Antikdrper hervor, die die homologe CSA-Bindung zu 77,6% bzw. zu etwa
50% inhibieren. Mause-lgG gegen FCR3-DBL6 hemmen 74 — 97% bzw. in einer
frheren Studie 32 — 64% der CSA-Bindungen (Fernandez et al. 2010, Fernandez et
al. 2008).

Tab. 14 Reaktivitat und Bindungshemmung von Antikérpern gegen einzelne VAR2CSA-Domaéanen

Reaktivitat von Antikérpern gegen rekombinant hergestellte VAR2CSA-Domanen zur Oberflache von
VAR2CSA-exprimierenden Parasitenstammen und ihre Hemmung der Bindung an CSA

Autor, Jahr DBLA1 DBL2 DBL3 DBL4 DBL5 DBL6 Hemmung der
CSA-Bindung

3D7-Stamm

Barfod et al. 2006 ja ja ja nein ja ja nein

Oleinikov et al. 2008 nein nein nein ja+ ja-

Salanti et al. 2010 jal jal ja’ ja’ jal nein’ DBL1

Saveria et al. 2013 ja’ jal jal DBL41, 51
FCR3-Stamm

Avril et al. 2008 ja+? ja+ nein- ja- nein

Fernandez et al. 2008 nein+ ja+ DBL6

Nielsen et al. 2009 ja ja ja ja ja ja DBL4+

Fernandez et al. 2010 ja+ ja DBL5+, 6

Bigey et al. 2011 ja ja ja nein

Dahlback et al. 2011 ja ja ja ja nein

Pinto et al. 2011 nein nein nein jas ja ja DBL4+3
Weitere Stamme

Avril et al. 2010 (7G8) ja- ja+ nein

Avril et al. 2011 (7G8) ja- ja+ ja- ja+ ja- DBL4?

Nielsen et al.20074(NF54) nein+ ja- ja+ nein- ja+ nein-

Salanti et al. 2010 (HB3) nein’ nein’ ja’ nein’ nein’ nein’ DBL3!

ja/nein ohne Zusatz: nur homologe Parasitenstdmme wurden getestet. +: auch heterologe Stdmme
wurden erkannt bzw. deren Bindung gehemmt. -: heterologe Stdmme wurden nicht erkannt. 'getestet
wurde nur die Bindung an bzw. Hemmung von heterologen Parasitenstimmen; 2binden/hemmen
weniger als die Hélfte der getesteten Stdmme; 3nur bei Ratten; “Reaktivitat positiv ab > 20% Erkennung
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Die Immunisierung mit DBL4 fihrt in mehreren unabhangigen Studien zur Bildung von
bindungshemmenden Antikérpern gegen homologe und heterologe Stamme. Nielsen
et al. zeigen, dass von den einzelnen DBL-Domanen ausschlieBlich anti-DBL4-
Antikdrper die Bindung an CSA effektiv hemmen (ca. 95% des homologen FCR3-
Stammes und 65 — 75% der heterologen Stamme). Die Bindungshemmung und
Oberflachenreaktivitat der anti-DBL4-Antikdrper sind bei erneuter Immunisierung von
Ratten reproduzierbar (Nielsen et al. 2009). Magistrado et al. bestatigen die
kreuzreaktive bindungshemmende Wirkung von anti-FCR3-DBL4-Antikérpern, die die
CSA-Bindung aller 13 getesteten Isolate aus Benin und Tansania zu durchschnittlich
45% inhibieren. Das Beifligen einer kleinen Interdomane (DBL4-ID4) kann die
Bindungshemmung auf 60% erhéhen, was sogar Uber der Inhibitionskapazitat von
55% des Kontrollplasmas von Mehrgebarenden liegt (Magistrado et al. 2011). Mit einer
Hemmung der Bindung von 35 — 68% der infizierten Erythrozyten aus Tansania zeigen
Antikérper gegen DBL4 auch bei Saveria et al. eine hohe Aktivitat, die beinahe an die
des Kontrollplasmas (68 — 82%) heranreicht (Saveria et al. 2013). Beim Vergleich der
Immunisierung verschiedener Labortiere féllt auf, dass anti-DBL4-Antikbrper aus
Rattenserum, nicht jedoch aus Kaninchenserum, gewonnen werden kénnen (Pinto et
al. 2011). Auch bei Avril et al. kébnnen nur Antikdrper gegen 7G8-DBL4 aus
Rattenserum die CSA-Bindung hemmen (Avril et al. 2011a). Die Immunisierung von
Ratten mit dem gesamten rekombinant hergestellten FCR3-VAR2CSA-Protein fuhrt
bei Khunrae et al. zur kompletten CSA-Bindungshemmung, wéhrend anti-DBL4-
Antikdrper lediglich 50 — 85% Inhibition erreichen (Khunrae et al. 2010).

Zur weiteren Charakterisierung von immunogenen Epitopen innerhalb von DBL4
fuhren Ditlev et al. und Gangnard et al. sog. ,Epitope Mapping“-Studien durch. Dabei
werden mithilfe eines DBL4-Peptid Arrays bei Ditlev et al. vor allem drei Bereiche
(Pep1, Pep2, Pep3) identifiziert, die mit IgG gegen DBL4 aus Rattenserum reagieren.
Allerdings kdnnen Antikdrper gegen diese Peptide die CSA-Bindung nicht hemmen
(Ditlev et al. 2012). Gangnard et al. untersuchen sechs ausgewahlte Epitope (Pep-1
bis Pep-6) von DBL4 auf ihre Immunogenizitat. Anti-DBL3-DBL4-Antikdrper aus
Kaninchenserum reagieren mit Pep-2, Pep-4, Pep-5 und Pep-6, nicht mit Pep-1 und
Pep-3 (Gangnard et al. 2015). Peptide, die Pep-2 und Pep-4 umfassen, sind auch bei
Ditlev et al. hoch immunogen, wahrend Pep-5 und Pep-6 hier eine geringe Reaktivitat
zeigen. Beide Studien stimmen Uberein, dass Peptide, die bei Gangnard et al. Pep-1

und Pep-3 umfassen, nicht immunogen sind (Ditlev et al. 2012, Gangnard et al. 2015).
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5.4.2 Induktion von Antikérpern gegen Multidoménen von VAR2CSA

Multidomanen scheinen im Allgemeinen starker immunogen zu sein als einzelne DLB
Domanen (Nielsen et al. 2009). Tab. 15 (S. 80) veranschaulicht die Ergebnisse der
folgenden Studien. Induzierte Antikdrper gegen alle gelisteten Kombinationen zeigen
eine hohe Reaktivitat mit der Oberflache der homologen Parasitenstdmme.

Bei Niesen et al. erkennen Antikérper gegen die Multidoméanen NTS-DBL2, DBL3-
DBL4 und DBL5-DBL6 das gesamte FCR3-VAR2CSA-Protein deutlich besser als
Antikérper gegen einzelne Doméanen oder Subdoméanen. Von den getesteten
Multidomanen induzieren NTS-DBL2 und DBL3-DBL4 bindungshemmende Antikdrper
(60 — 70% Inhibition), wahrend anti-DBL2-DBL3 und anti-DBL5-DBL6 Antikdrper die
Bindung nicht starker hemmen als das praimmune Kontrollserum. Antikérper gegen
die einzelne DBL4-Domaéane zeigen mit >90% Hemmung den starksten Effekt (Nielsen
et al. 2009).

Bigey et al. immunisieren Mause mit einem DNA Plasmid-Vektor, in dem DNA-
Sequenzen verschiedener VAR2CSA-Fragmente eingefligt sind. Von den neun
untersuchten Multidomé&nen rufen nur NTS-DBL6 und NTS-DBL2 bindungshemmende
Antikérper hervor. Antikérper gegen NTS-DBL2 inhibieren die CSA-Bindung des
homologen FCR3-Stammes zu >90%, der heterologe Laborstamm HB3 sowie 12 von

15 Feldisolaten aus Benin werden zu >50% gehemmt (Bigey et al. 2011).

Doritchamou et al. bestatigen die bindungshemmende Wirkung von anti-NTS-DBL2-
Antikdrpern. Da DBL2 ein dimorphes Areal besitzt, durch das die Erreger dem FCR3
bzw. 3D7-Stamm zugeordnet werden kénnen, immunisieren sie Kaninchen mit FCR3-
NTS-DBL2 und 3D7-NTS-DBL2 und vergleichen die induzierten Antikdrper
miteinander (Doritchamou et al. 2013, Sander et al. 2009). Anti-FCR3-NTS-DBL2-
Antikdrper hemmen die Bindung des homologen FCR3 sowie des heterologen HB3-
Stammes komplett, haben aber keinerlei Effekt auf den NF45-Stamm. 16 von 18
Isolaten aus Benin werden zu >40% gehemmt. Anti-3D7-NTS-DBL2-Antikdrper
verhindern die Bindung der heterologen Laborstdmme HB3 und FCR3 zu 20 — 40%,
des NF54-Stammes zu 85% und von 15 Feldisolaten zu >50%. Die Kombination der
beiden NTS-DBL2-Varianten fihrt zur Bildung von Antikérpern, die die Stdmme FRCS3,
HB3 und NF54 zu >82% hemmen kénnen (Doritchamou et al. 2013).

Dahlback et al. immunisieren Ratten mit den Einzeldoménen DBL1, DBL2 und DBL3
sowie den Multidomdnen NTS-DBL6, NTS-DBL3, NTS-DBL4 und DBL4-ID4.
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Antikérper gegen die einzelnen Domanen sind nicht zur Bindungshemmung fahig,
wahrend alle Multidomanen die Bindung effektiv verhindern. Am starksten hemmen
anti-NTS-DBL6- und anti-DBL4-1D4-Antikdrper mit >90% Inhibition bei einer
Verdinnung von 1:10 (Dahlback et al. 2011).

Aufbauend auf Bigey et al. untersuchen Bordbar et al., ob innerhalb von NTS-DBL2
noch kleinere Bereiche wie NTS-DBL1, NTS-ID1, ID1, ID1-DBL2 und DBL2, bindungs-
hemmende Antikérper hervorrufen. Antikdrpern gegen NTS-DBL1, ID1 und DBL2
gelingt keine, gegen NTS-ID1 eine partielle (60%) und gegen ID1-DBL2 eine komplette
Inhibition. Anti-ID-DBL2-Antikérper hemmen zudem den heterologen Laborstamm
HB3, wobei eine héhere Konzentration als bei homologer FCR3 Hemmung nétig ist,
sowie sechs von acht Isolaten aus Benin (zwei >90%) (Bordbar et al. 2012).

Clausen et al. analysieren weitere N-terminal gelegene Bereiche von VAR2CSA. Bei
einer Verdinnung von 1:10 hemmen Antikérper gegen alle Kombinationen (DBL1-
DBL6, DBL1-DBL2, DBL1-1D2a, DBL1-ID2b, ID1-ID2a, ID1-1D2b) auBer ID1-DBL2 die
CSA-Bindung zu >90%. Bei stéarkerer Verdinnung (1:20, 1:50) nimmt der
bindungshemmende Effekt der anti-DBL1-DBL2-Antikérpern stark ab, wahrend die
dbrigen Antikérper funktional bleiben (Clausen et al. 2012).

Nielsen et al. untersuchen, ob Antikdrper gegen verschiedene FCR3 bzw. 3D7
Multidomanen kreuzreaktiv wirksam sind und die Bindung von vier weiteren Stammen
(7G8, N4708, HB3 und p7201) hemmen. Vom FCR3-Stamm sind Antikérper gegen
ID1-ID2a am effektivsten, gefolgt von anti-NTS-DBL2-Antikérpern. Anti-ID1-DBL2a-
Antikérper zeigen weder homologe noch heterologe Bindungshemmung. Beim 3D7-
Stamm sind Antikdrper gegen NTS-ID2a am wirksamsten, gefolgt von anti-DBL4-1D4-
Antikdrpern. Hier ruft ID1-ID2a, der starkste Induktor von Antikérpern beim FCR3-
Stamm, keine inhibierenden Antikérper hervor. Im Allgemeinen haben feine
Anderungen der Proteingrenzen bei gleichem Stamm bzw. gleiche Proteingrenzen bei
unterschiedlichen Stdmmen starke Auswirkungen auf die Bindungshemmungs-
fahigkeit der Antikérper. Die Verwendung von VAR2CSA-Fragmenten kdnnte zur
Exposition von neuen immundominanten Epitopen flhren, die die Bildung von nicht
funktionalen Antikdrpern bewirken, und des Weiteren die Proteinfaltung, die Stabilitat
und den Expressionsertrag beeinflussen (Nielsen et al. 2015).

Der unmittelbare Vergleich der Studienergebnisse, insbesondere der Hemmungs-
aktivitéten, ist aufgrund der unterschiedlichen Studiendesigns (vgl. Kapitel 5.4.3) nicht
moglich.
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5.4.3 Studiendesign und Probleme des Studienvergleiches

Die Laborstudien zur Untersuchung induzierter Antikérper unterscheiden sich in
vielerlei Hinsicht: zur Herstellung der rekombinanten Proteine werden verschiedene
Proteingrenzen und Expressionssysteme verwendet, es werden unterschiedliche
Tiere (Mause, Ratten, Kaninchen) immunisiert und zur Messung der

Bindungshemmung stehen verschiedene Assays zur Verflgung.

Herstellung von rekombinanten Proteinen

Zur Herstellung rekombinanter Proteine wird die genetische Information fir ein
VAR2CSA-Fragment in einem Vektor kloniert und in einer Wirtszelle exprimiert. Die
am haufigsten verwendeten Expressionssysteme sind das Bakterium E-coli und die
Hefeart Pichia Pastoris (verwendete Vektoren: verschiedene Plasmidvektoren), die
High-Five Insektenzellen (verwendeter Vektor: Baculovirus) und Drosophila Schneider
2-Insektenzellen (DS2) (verwendeter Vektor: pExpreS2-1 Plasmid) (Avril et al. 2008,
Barfod et al. 2006, Nielsen et al. 2015, Oleinikov et al. 2008). Da VAR2CSA und seine
Doménen eine hochkomplexe Quartarstruktur mit vielen Disulfidbriicken besitzen, ist
es fraglich, ob Expressionssysteme die natirliche Faltung der Proteine vollstandig
imitieren kénnen (Gill et al. 2009). Fried et al. vergleichen die Bindungs-
hemmungskapazitat von Antikbrpern gegen DBL4 und DLB5, die in drei verschiedenen
Expressionssystemen (E-coli, Pichia Pastoris, Baculovirus) hergestellt wurden. Alle
drei Systeme, auch der Prokaryot E-coli, produzieren Proteine, die kreuzreaktiv
inhibierende Antikérper induzieren. Allerdings variiert die Aktivitat stark je nach System
und Stamm (Fried et al. 2013). Neben der Wahl des Expressionssystems beeinflusst
die Definition der Proteingrenzen beim Fragmentieren von VAR2CSA die 3D-Struktur
und die Bildung von Antikérpern (Avril et al. 2009, Nielsen et al. 2015).

Immunisieren von Labortieren

Es stellt sich die Frage, ob das Immunisieren von verschiedenen Labortieren zur
gleichen Immunantwort fihrt und ob die Ergebnisse auf den Menschen Ubertragbar
sind. Pinto et al. impfen Mause, Ratten und Kaninchen mit allen DBL-Doméanen und
vergleichen die Antikérperreaktion mit der des gesamten VAR2CSA-Proteins. Im
Allgemeinen scheint VAR2CSA in Kaninchen und Ratten im Vergleich zu Mausen
starker immunogen zu sein und nur Ratten scheinen hohe Antikérperlevel gegen DBL4
zu bilden. Diese Unterschiede sind wahrscheinlich durch Differenzen in
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immunodominanten B-Zell-Epitopen von verschiedenen Tierspezies bedingt (Pinto et
al. 2011). Antikérper gegen das rekombinante VAR2CSA-Protein hemmen, anders als
natUrliche Antikérper, die Bindung heterologer Stdamme nicht (Avril et al. 2011b,
Khunrae et al. 2010). Ob dies daran liegt, dass flir eine stammestbergreifende
Immunantwort mehrere Varianten noétig sind oder ob die Immunisierung von Tieren zu
einer anderen Immunreaktion fihrt als die Immunantwort beim Menschen, bleibt offen
(Fried und Duffy 2015). Die Immunreaktion ist zudem von dem verwendeten Adjuvans
abhangig. Pinto et al. untersuchen die Antikérperbildung gegen DBL4-ID4 unter
Verwendung von drei unterschiedlichen Adjuvanzien, die aktuell in klinischen Studien
verwendet werden: Alhydrogel® (Aluminiumsalze), Montanide® ISA 720 (Emulsion
aus organischem Ol, Mannid-Monooleat und Wasser) und CAF01 (cationic adjuvant
formulation). Alle drei Adjuvanzien rufen eine starke Th1- und Th2- Immunantwort mit

bindungshemmenden Antikdrpern gegen DBL4-1D4 hervor (Pinto et al. 2012).

Bindungshemmungsassays

In verschiedenen Laboren wird mit unterschiedlichen Bindungshemmungsassays
gearbeitet, sodass der Vergleich der Messwerte erschwert ist. Verwendet werden
statische Assays, wie der standardisierte Petrischalenassay (Fried et al. 1998b,
Saveria et al. 2015) und der 96-well Platten Assay (Nielsen und Salanti 2015, Dahlback
et al. 2011), bei denen nicht CSA-bindende infizierte Erythrozyten nach einer gewissen
Inkubationszeit weggewaschen werden, und dynamische Assays, wie der in vitro-
Fluss-basierte Assay (Cooke et al. 1996, Fernandez et al. 2010) und die ex vivo-
Plazentaperfusion (Pehrson et al. 2016), bei denen die infizierten Erythrozyten unter
Fluss an CSA binden. Beim Vergleich dieser Inhibitionsassays stellen Pehrson et al.
fest, dass es, vor allem beim Fluss- und Petrischalenassay, hohe Schwankungen
zwischen und innerhalb der Assays gibt. Die statischen Assays sind am sensitivsten,
wahrend die ex vivo-Plazentaperfusion die physiologischen Verhaltnisse am besten
wiedergibt. Die Bindung von VAR2CSA und ID1-ID2a wird bei einer Verdiinnung der
entsprechenden Antikdérper von 1:2000 im 96-well-Assay, von 1:1000 im
Petrischalenassay, von 1:100 in der Plazentaperfusion und von 1:10 im Fluss-
basierten Assay zu 50% gehemmt (Pehrson et al. 2017b).

Eine Vereinheitlichung der in den verschiedenen Laboren angewandten Methoden ist
dringend nétig, um die Studienergebnisse und Impfstoffkandidaten miteinander
vergleichen zu kénnen, und wurde 2016 in einem Treffen der beiden Impfstoff-

Arbeitsgruppen beschlossen (Fried et al. 2013, Chene et al. 2016).
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Box 7

Aktueller Forschungsstand
Praklinische Studien zur Impfstoffentwicklung

1.

Induzierte Antikdrper gegen einzelne Domanen reagieren mit der Oberflache von
VAR2CSA-tragenden Parasiten (vgl. Tab. 14).

Antikérper gegen DBL3 und DBL5 erkennen kreuzreaktiv verschiedene VAR2CSA-Stdmme
(Nielsen et al. 2007, Oleinikov et al. 2008, Avril et al. 2008, 2011, Fernandez et al. 2010).
Antikdrper gegen DBL4/ DBL4-1D4 kdnnen die CSA-Bindung hemmen (Nielsen et al. 2009,
Avril et al. 2011, Magistrado et al. 2011, Pinto et al. 2011, Saveria et al. 2013, Dahlback et
al. 2011).

Epitope Mapping-Studien kénnen besonders immunogene Bereiche innerhalb einer
Domane z.B. DBL4 erfassen (Ditlev et al. 2012, Gangnard et al. 2015).

Multidomanen sind starker immunogen als einzelne Doméanen (Nieslen et al. 2009).
Multidomanen, die bindungshemmende Antikérper induzieren, befinden sich vor allem im
N-terminalen Bereich: NTS-DBL2 (Nielsen et al. 2009, Bigey et al. 2011, Doritchamou et al.
2013, Nielsen et al. 2015), NTS-ID2a-3D7 und ID1-ID2a-FCR3 (Nielsen et al. 2015), DBL1-
ID2b und ID1-ID2b (Clausen et al. 2012) und ID1-DBL2 (Bordbar et al. 2012).
Verschiedene Labormethoden (Expressionssysteme, Labortiere, Bindungshemmungs-
assays) erschweren den Vergleich der Studien.

Weiterer Forschungsbedarf

Bindungshemmungsstudien mit vergleichbarem Studiendesign

Untersuchen der kreuzreaktiven Bindungshemmung von Antikdrpern gegen Multidoméanen
wie DBL1-ID2b und ID1-1D2b

Epitope Mapping-Studien von N-terminal gelegenen Multidoméanen
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6 Diskussion

Malaria in der Schwangerschaft fihrt auch heute noch zu zahlreichen Komplikationen
und wird jahrlich far 10.000 matterliche und 200.000 perinatale Todesfalle
verantwortlich gemacht (Schantz-Dunn und Nour 2009).

PraventionsmaBnahmen in Endemiegebieten umfassen unter anderem die Nutzung
von mit Insektiziden behandelten Moskitonetzen und die intermittierende praventive
Therapie mit Sulfadoxin-Pyrimethamin. Obwohl sowohl die Netze als auch die
praventive medikamentdse Therpie mit einer deutlichen Reduktion von Parasitamie
und Schwangerschaftskomplikationen einhergehen, weisen sie einige Grenzen auf
(Gamble et al. 2006, Radeva-Petrova et al. 2014). Zum einen sind Zugang und Wissen
noch immer beschrankt: 2013 schliefen nur 44% der Menschen in Risikogebieten unter
mit Insektiziden behandelten Moskitonetzen und nur 17% der schwangeren Frauen
erhielten die empfohlenen drei oder mehr Dosen von Sulfadoxin-Pyrimethamin (WHO
2014). Weiterhin nehmen Resistenzen der Anophelesmicke gegen Insektizide und
von P. falciparum gegen Sulfadoxin-Pyrimethamin zu (WHO 2014, Ruizendaal et al.
2017, Gutman et al. 2015, Alifrangis et al. 2014). Die Einnahme von Sulfadoxin-
Pyrimethamin kann zudem zu allergischen Reaktionen fihren und ist bei HIV-positiven
Frauen, die zur Prophylaxe von opportunistischen Infektionen Cotrimoxazol
einnehmen, aufgrund schwerer Arzneimittelinteraktionen kontraindiziert (Gonzalez et
al. 2016, Peters et al. 2007). SchlieBlich wird Sulfadoxin-Pyrimethamin erst ab dem 2.
Trimenon gegeben, da es aufgrund potentieller Embryotoxizitat im 1. Trimenon nicht
zugelassen ist (Peters et al. 2007). Gerade die frihe Schwangerschaft wird aber von
Huynh et al. als Hochrisikoperiode beschrieben. Trotz der geringen Anzahl an Studien
kann gezeigt werden, dass Infektionen mit zahlreichen Komplikationen bereits in der
frihen Schwangerschaft auftreten kénnen (Doritchamou et al. 2012, Huynh et al.
2011).

Ein Impfstoff gegen P. falciparum-Infektion in der Schwangerschaft konnte die oben
genannten Llicken schlieBen und Frauen in Endemiegebieten bereits im ersten
Trimenon der ersten Schwangerschaft vor malariaassoziierten Komplikationen
schitzen (Pehrson et al. 2017a). Als zusétzliche PraventionsmaBnahme kénnte er
Madchen vor der Pubertdt gegeben werden, sodass zu Beginn einer
Erstschwangerschaft bereits Antikdrper gegen plazentare VAR2CSA-tragende P.
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falciparum-Stamme vorhanden sind. Da der neu auf dem Markt erschienene Impfstoff
RTS/S fur Kinder nicht direkt gegen plazentare Parasiten wirksam ist, bleibt die
Entwicklung eines Impfstoffes gegen Schwangerschaftsmalaria hoch aktuell (Tuikue-
Ndam und Deloron 2015).

Grundlage der Impfstoffentwicklung ist ein gutes Verstandnis von pathogenetischen
und immunologischen Vorgédngen bei der Infektion mit P. falciparum in der
Schwangerschaft. Dabei spielt die Interaktion zwischen CSA und VAR2CSA, die
Pathogenese der plazentaren Inflammation und die natirliche Immunitatsentwicklung
eine zentrale Rolle. Da VAR2CSA ein groBBes Protein mit variablen Anteilen ist, steht
die Identifizierung von kleineren immunogenen Bereichen, die eine breite und effektive
Immunantwort hervorrufen, im Mittelpunkt. Natirliche und in Tierversuchen induzierte
Antikdrper gegen verschiedene VAR2CSA-Fragmente werden bezlglich Korrelation
mit Parasitamie sowie klinischen Parametern und CSA-Bindungshemmungsaktivitat
untersucht. Auf diese Weise kénnen geeignete Antigenabschnitte fir einen Impfstoff
identifiziert werden, die in klinischen Studien getestet werden (vgl. Abb. 15).

ﬁ\

Abb. 15 Schritte zur Impfstoffentwicklung

« Interaktion von CSA Praklinische Studien klinische Studien J
und VAR2CSA
*Plazentare
Inflammation * Untersuchung von nattirlichen * Testen von Impfstoff-
*Beobachtung der und induzierten Antikdrpern kandidaten in
natilichen gegen VAR2CSA-Fragmente klinischen Studien
Immunitatsentwickling +Korrelationen mit Parasitamie (Phase | - 1V)
und klinischen Parametern *Priifen von
*Priifen der CSA- Vertraglichkeit, Dosis,
Grundlagen J Bindungshemmung Wirksamkeit, Nutzen-
Risiko, Effizienz, ...
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6.1  Grundlagenforschung

6.1.1 VAR2CSA als Impfstoffkandidat

VAR2CSA ist aktuell der fliihrende Kandidat fir die Entwicklung eines Impfstoffes.
VAR2CSA qilt als Hauptligand von CSA in der Plazenta, denn (I) die Transkription des
var2csa-Gens ist bei CSA-selektiven Parasiten hochreguliert, (Il) eine Zerstdérung
dieses Gens fuhrt zum Verlust der CSA-Bindungsfahigkeit und (11l) VAR2CSA enthalt
mehrere CSA-Bindungsstellen (Duffy et al. 2006, Salanti et al. 2004, Salanti et al.
2003, Viebig et al. 2005, Viebig et al. 2007, Gamain et al. 2005). Im Vergleich zu
anderen var-Genen st var2csa relativ gut konserviert, kann im Genom
unterschiedlicher Parasitenstdmme nachgewiesen werden und zeichnet sich durch
eine hohe Ubereinstimmung in der Aminosauresequenz aus (Kraemer et al. 2007,
Salanti et al. 2003, Bockhorst et al. 2007). Natdrlich gebildete Antikérper gegen
VAR2CSA (I) sind geschlechtsspezifisch, (ll) steigen mit zunehmender
Schwangerschaftsanzahl an und (lll) korrelieren mit reduzierter Parasitimie, mit
verminderten malariaassoziierten Komplikationen und mit Hemmung der CSA-
Bindung (vgl. Tab. 12). Sie sind zudem kreuzreaktiv gegen Stdmme unterschiedlicher
geographischer Herkunft wirksam (Fried et al. 1998b, Hommel et al. 2010). Innerhalb
von nur einer Schwangerschaft kann ein ausreichendes immunologisches
Langzeitgedachtnis mit B-Memory-Zellen gegen VAR2CSA-Epitope gebildet werden
(Ampomah et al. 2014a). Weiterhin kénnen in Tierversuchen induzierte Antikdrper
gegen VAR2CSA die CSA-Bindung hemmen (Khunrae et al. 2010, Bigey et al. 2011,
Clausen et al. 2012, Dahlback et al. 2011).

Aufgrund der GréBe, der Komplexitéat und des Polymorphismus von VAR2CSA ist die
rekombinante Herstellung des gesamten Proteins als Impfstoff jedoch nicht mdglich.
Daher werden kleinere Bereiche von VAR2CSA auf ihre Immunogenitat untersucht.
Die Verwendung von Fragmenten bringt den Vorteil mit sich, dass konservierte oder
geteilte variable Regionen, die funktionale, bindungshemmende Antikérper induzieren,
gezielt ausgewahlt werden kénnen. Hochvariable Regionen, die funktionslose oder
stammesspezifische Antikdrper hervorrufen, kdnnten ausgespart werden (Tuikue-
Ndam und Deloron 2015). So kann der Impfstoff theoretisch effektiver sein als die
natUrlich erworbene Immunitat. Auf der anderen Seite wird durch Fragmentieren von
VAR2CSA die komplexe, héher geordnete Quartarstruktur zerstért. Einzelne

Domanen kdnnen CSA beispielsweise nicht mit gleicher Spezifitdt und Affinitat binden,
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wie das gesamte VAR2CSA-Protein (Khunrae et al. 2010, Srivastava et al. 2011,
Srivastava et al. 2010). An der Proteinoberflache kénnen neue Antigene entstehen,
die im nativen Protein nicht existieren oder im Inneren von VAR2CSA liegen und die
die Entstehung von nicht-funktionalen Antikérpern begulnstigen (Nielsen et al. 2015).

Die Identifizierung von VAR2CSA als Hauptligand fir CSA, die relativ gute
Konservierung des var2csa-Gens und die Beobachtung der schnellen natiirlichen
Immunitatsbildung mit protektiven, bindungshemmenden und kreuzreaktiven
Antikérpern machen VAR2CSA zu einem erfolgversprechenden Impfstoffkandidat.
Allerdings bleiben viele Fragen bezlglich Gr6Be und Polymorphismus von VAR2CSA
offen: welche VAR2CSA-Bereiche induzieren eine ausreichende bindungshemmende
Immunantwort? Missen daflr verschiedene Fragmente kombiniert werden? Welchen
Einfluss hat der Polymorphismus auf den Impfstofferfolg? Reichen Antigene eines
Stammes aus, um eine breite, kreuzreaktive Antikérperbildung — wie bei der
natdrlichen Immunitat — hervorzurufen oder missen mehrere Genotypen kombiniert
werden? Sind flr unterschiedliche geographische Regionen unterschiedliche
Impfstoffe erforderlich?

Box 8
VAR2CSA als erfolgversprechender Impfstoffkandidat

1. VAR2CSA ist als Hauptligand von CSA fiir die plazentare Adhé&sion verantwortlich (Salanti
et al. 2003, 2004; Duffy et al. 2006, Viebig et al. 2005, 2007).

2. Das var2csa-Gen ist relativ gut konserviert (Salanti et al. 2003, Kreamer et al. 2007,
Bockhorst et al 2007).

3. Natdrliche Antikérper gegen VAR2CSA sind geschlechtsspezifisch, nehmen mit steigender
Schwangerschaftsanzahl zu, korrelieren mit verminderten malariaassoziierten
Komplikationen (vgl. Tab. 12) und sind kreuzreaktiv gegen verschiedene Stimme wirksam
(Fried et al. 1998, Hommel et al. 2010).

4. Ein bleibendes immunologisches Gedachtnis kann innerhalb einer Schwangerschaft
gebildet werden (Ampomah et al. 2014a).

5. In Tierversuchen kénnen induzierte Antikdrper gegen VAR2CSA die CSA-Bindung hemmen
(Khunrae et al. 2010, Bigey et al. 2011, Dahlback et al. 2011, Clausen et al. 2012).

6. Durch Fragmentieren von VAR2CSA in kleinere Bereiche ist eine kommerzielle Herstellung
mdglich. Die Konzentration auf konservierte oder geteilte variable Regionen kann zur
Erhéhung der Effektivitat und Kreuzreaktivitat beitragen (Tuikue-Ndam und Deloron 2015).

Probleme und Herausforderungen von VAR2CSA als Impfstoffkandidat

1. Durch Fragmentieren von VAR2CSA wird die 3D-Struktur verandert, es ergeben sich neue
Schnittrander, neue Oberflachenantigene und ggf. funktionslose AK (Nielsen et al. 2015)

2. GroBe von VAR2CSA: Welche VAR2CSA-Bereiche rufen eine ausreichende Immunantwort
hervor? Miissen mehrere Fragmente kombiniert werden?

3. Polymorphismus von VAR2CSA: Sind Antigene eines Stammes fiir eine breite,
kreuzreaktive Immunantwort ausreichend oder missen mehrere Genotypen kombiniert
werden? Sind unterschiedliche Impfstoffe fir unterschiedliche Regionen nétig?
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Es wird diskutiert, ob neben CSA weitere Rezeptoren wie Hyaluronsulfat und
praimmune IgG- und IgM-Antikdrper fir die Sequestration infizierter Erythrozyten in
der Plazenta verantwortlich sein kénnten (vgl. Kapitel 5.1.4) (Beeson und Brown 2004,
Beeson et al. 2000, Flick et al. 2001, Rasti et al. 2006). In aktuelleren Studien weisen
plazentare Parasiten jedoch keine Bindung an Hyaluronsulfat oder IgG-Antikérper auf
und Hyaluronsulfat kann im intervilldsen Raum nicht nachgewiesen werden (Fried et
al. 2006, Muthusamy et al. 2007, Viebig et al. 2007). Praimmunes IgM bindet zwar in
mehreren Studien mit dem Fc Teil an VAR2CSA, dies scheint aber eher der
Immunevasion des Erregers durch Abschirmen als der Adhé&sion zu dienen (Barfod et
al. 2011, Creasey et al. 2003, Semblat et al. 2006, Stevenson et al. 2015). Diese
Ergebnisse sprechen dafir, sich bei der Impfstoffentwicklung weiterhin auf die
Hemmung der CSA-VAR2CSA-Bindung zu konzentrieren.

Neben var2csa kénnen im Genom plazentarer Erreger weitere hochregulierte Gene
gefunden werden (vgl. Kapitel 5.1.4). lhre Proteine kdnnten indirekt z.B. durch
Stabilisierung der CSA-Bindung, VAR2CSA-Transport oder Signaltransduktion, an der
Pathogenese beteiligt sein. Mehrgebarende Frauen besitzen im Vergleich zu Mannern
hdhere Antikdrpertiter gegen die Proteine PFB0O115w, PFI1785w und PFD1140w, die
bei plazentaren Erregern Uberexprimiert sind (Bertin et al. 2013, Francis et al. 2007,
Fried et al. 2007, Tuikue Ndam et al. 2008). Die Funktion und Lokalisation dieser
hochregulierten Proteine sind noch nicht bekannt. Weitere Studien sollten, z.B. durch

die Zerstdrung der jeweiligen Gene, ihre klinische Relevanz untersuchen.

Daneben gibt es einige Hinweise darauf, dass weitere Antikérper mit bisher
unbekannten Antigenen existieren, die zur Hemmung der Bindung infizierter
Erythrozyten in der Plazenta beitragen. Ein Beispiel hierflr ist der monoklonale
Antikérper PAM1.4, der von immortalisierten B-Zellen exponierter Frauen gebildet
wird, kaum mit der Oberflaiche von VAR2CSA reagiert, die Bindung infizierter
Erythrozyten an CSA jedoch deutlich hemmt (Barfod et al. 2007, Barfod et al. 2010).
Weiterhin behalt das Plasma von Frauen aus Mali seine bindungshemmende Aktivitat
auch nach vollstandiger Entfernung aller bekannten inhibierenden Antikérper (gegen
ID1-1D2a, DBL3, DBL4, DBLS5) bei. Folglich gibt es unbekannte, bindungshemmende
Antikérper, die gegen nicht getestete VAR2CSA-Varianten, gegen konformationelle
Epitope des gesamten VAR2CSA-Proteins oder gegen nicht-VAR2CSA-Proteine
gerichtet sein kénnten (Doritchamou et al. 2016). Weitere Studien, die die Epitope

dieser funktionellen Antikérper identifizieren, sind erforderlich.
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6.1.2 Plazentare Inflammation

Die P. falciparum-Infektion bringt das antiinflammatorische und immunregulatorische
Milieu der Plazenta durcheinander (Robinson und Klein 2012). Zur adaquaten
Bekampfung der Erreger reagiert der Kdrper mit einer proinflammatorischen Th-1
Immunantwort, die wiederum sowohl bei Mausen als auch beim Menschen mit
negativen Folgen fiir die Schwangerschaft assoziiert ist (Kwak-Kim et al. 2005,
Raghupathy 1997). Die immunologischen Vorgéange in der Plazenta beschreiben eine
Gratwanderung zwischen Kontrolle der Infektion und Férderung der Pathogenese.

Monozyten tragen beispielsweise durch Phagozytose der infizierten Erythrozyten,
Zytokinausschittung und Antigenprasentation zur Eliminierung der Erreger und
gleichzeitig zur verstarkten Entziindungsreaktion bei (Chua et al. 2013). Sie werden
unter anderem mithilfe opsonierender Antikérper zur Phagozytose stimuliert. Diese
scheinen besonders gegen die VAR2CSA-Domanen DBL3 und DBL5 gerichtet zu sein
(Lambert et al. 2014). Inwieweit opsonierende Antikérper gegen DBL3 und DBL5 nun
positive (Eliminierung des Erregers) oder negative (verstarkie plazentare
Inflammation) Auswirkungen haben, bleibt offen.

Naturliche Killerzellen nehmen, indem sie zwei entgegengesetzten Funktionen dienen
(Schutz vor Infektion und Invasion vs. Implantation), eine besondere Stellung bei der
plazentaren Immunologie ein (Zhang et al. 2016). Bei Malariainfektion sind sie wichtig
zur Kontrolle und Beseitigung der Erreger und sezernieren hohe Konzentrationen von
IFNy (Bouyou-Akotet et al. 2004, Bouyou-Akotet und Mavoungou 2009, Ordi et al.
2001, Othoro et al. 2008). IFNy ist in mehreren Studien mit Protektion vor Infektion und
Komplikationen assoziiert (Chene et al. 2014, Megnekou et al. 2015b, Moore et al.
1999). Aufgrund hoher Kortisollevel wird die Aktivitat von NK-Zellen jedoch gehemmt
(Bouyou-Akotet et al. 2004, Mavoungou et al. 2005). Eine weitere wichtige
Komponente des Fruchterhalts ist die Expression des nicht-polymorphen HLA-G auf
der Trophoblastoberflache (Hunt et al. 2005). Hohe Werte von NK-Zellen kénnen mit
verminderter HLA-G-Expression assoziiert werden, was negative Folgen fiir das Kind
mit sich bringen kénnte (Sartelet et al. 2005).

Das proinflammatorische Zytokin TNF liegt bei Infektion erhéht vor und férdert die
Genese malariaassoziierter Komplikationen (Fried et al. 1998a, Moormann et al. 1999,
Rogerson et al. 2003c, Suguitan et al. 2003b). IFNy kann sowohl mit Protektion als
auch mit Pathogenese in Verbindung gebracht werden (Chene et al. 2014, Fried et al.
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1998a, Megnekou et al. 2015b, Moore et al. 1999, Rogerson et al. 2003c). Das
antiinflammatorische IL-10 behindert einerseits die Bekampfung des Erregers, ist
andererseits aber wichtig, um einer UbermaBigen Inflammation entgegenzuwirken
(Fievet et al. 2001, Fried et al. 1998a, Megnekou et al. 2015b, Suguitan et al. 2003b).

Bei malariainfizierten Schwangeren sind die peripheren und plazentaren
Progesteronwerte signifikant niedriger als bei nicht infizierten (Megnekou et al. 2015b).
Progesteron wirkt schwangerschaftserhaltend und wehenhemmend (Reister 2007).
Ihm wird ein entzindungshemmender Effekt durch Aktivierung von Glucocorticoid-
rezeptoren und Unterdrickung der Th-1 Immunantwort zugschrieben (Piccinni et al.
2000, Jones et al. 2010). Geringe Progesteronlevel kénnten daher mitverantwortlich
fir malariaassoziierte Friihgeburten und erniedrigtes Geburtsgewicht sein.

Kortisol ist ein Stresshormon, das antiinfammatorisch wirkt (Kleine und Rossmanith
2014). Bei plazentarer Infektion liegt es erhéht vor und ist mit einer hohen Parasitenlast
assoziiert (Bayoumi et al. 2009, Bouyou-Akotet et al. 2004). Ob erhdhte Kortisolwerte
eine Stressantwort auf die Malariainfektion darstellen oder ob sie wichtige
Immunreaktionen unterdriicken und Frauen dadurch anfélliger fur Infektionen machen,

ist unklar (Rogerson et al. 2007b).

Die plazentare Entziindungsreaktion ist Grundlage fir die Entstehung von
erniedrigtem Geburtsgewicht bei Neugeborenen. Schatzungen zufolge sterben jahrlich
etwa 100.000 Kinder allein in Afrika an den Folgen von malariaassoziiertem
erniedrigtem Geburtsgewicht (Guyatt und Snow 2004). Ein genaues Verstandnis der
pathogenetischen Mechanismen ist wichtig, um neue diagnostische und
therapeutische Strategien zu entwickeln. Die pharmakologische Hemmung des
Komplementfaktors C5a, der mit veranderten Angiogeneseparametern und mit fir das
Gestationsalter zu kleinen Babys assoziiert ist, kann beispielsweise in Tierversuchen
eine AbstoBreaktion verhindern (Conroy et al. 2013, Girardi 2008). Die erhéhten Werte
von VEGFR1 und léslichem Endoglin kénnten als Biomarker zur Diagnosestellung
genutzt werden (Gueneuc et al. 2017). Ein Zusammenhang zwischen plazentarer
Malaria und Schwangerschaftshypertonie bzw. Praeklampsie wird diskutiert. Viele
Gemeinsamkeiten, wie eine gestbrte plazentare Durchblutung und die gleichen
erhéhten Biomarker, kdbnnen gefunden werden (Brabin und Johnson 2005, Gueneuc
et al. 2017). In zwei Studien wird Malaria als Risikofaktor fir die Entstehung von
Praeklampsie, bedingt durch plazentare Entzindungsprozesse, beschrieben

(Muehlenbachs et al. 2006, Ndao et al. 2009). Praeklampsie ist wiederum ein
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Risikofaktor fir fetale Wachstumsretardierung (Xiao et al. 2003). Bezlglich der Rolle
der plazentaren Hypoxie in der Entwicklung des erniedrigten Geburtsgewichts gibt es
unterschiedliche Aussagen. Ausgehend von histopathologischen Veranderungen wie
Basalmembranverdickung, Zell- und Fibrinablagerungen nehmen mehrere Autoren an,
dass ein gestorter Blutfluss mit plazentarer Hypoxie entscheidend zur Pathogenese
beitragt (Galbraith et al. 1980, Imamura et al. 2002, Rogerson et al. 2007b, Walter et
al. 1982). Allerdings kénnen Boeuf et al. in infizierten Plazenten keine erhdhten
Hypoxiemarker finden. Sie vermuten daher weitere, ggf. unbekannte Ursachen fir
fetale Wachstumsretardierung (Boeuf et al. 2008). Auch mdutterliche Anamie wird
kontrovers diskutiert und in einigen Studien mit fetalen Entwicklungsstérungen
assoziiert (Adam et al. 2011, Uneke 2008a, Kidanto et al. 2009), in anderen dagegen
nicht (Achidi et al. 2005, Koura et al. 2012).

Mehrere Studien zeigen, dass der Transport von Aminosauren und Glucose Uber die
Plazenta bei Malariainfektion inflammationsbedingt gestort ist. Dies kdnnte
mitursachlich flr die intrauterine Wachstumsretardierung sein (Boeuf et al. 2013,
Chandrasiri et al. 2014b, Dimasuay et al. 2017). Die genauen pathogenetischen
Vorgange und die Funktion anderer diaplazentarer Transportmechanismen (z.B. far
Lipide und Vitamine) sollten weiter erforscht werden.

Neben Malariainfektion ist Malnutrition einer der Hauptrisikofaktoren flir erniedrigtes
Geburtsgewicht in Entwicklungslandern (llunga et al. 2016, Unger et al. 2015, Cates
et al. 2017). Da Malnutrition ebenfalls das Immunsystem, die plazentare Entwicklung
und den Nahrstofftransport beeinflussen kénnte, gehen einige Autoren davon aus,
dass sich die zwei Krankheitsbilder beziiglich der Entstehung von fetalen Wachstums-
stérungen gegenseitig verstarken (McClure et al. 2014, Unger et al. 2016, Landis et al.
2009). Das malariaassoziierte Risiko fur intrauterine Wachstumsretardierung ist bei
untererndhrten Frauen im Kongo beispielsweise zwei bis achtfach erhéht (Landis et al.
2009). In einer karzlich erschienenen Metaanalyse kénnen jedoch keine schlissigen
Beweise flr synergistische Effekte gefunden werden (Cates et al. 2017).

In der Sub-Sahararegion entwickeln Schatzungen zufolge jahrlich zwischen 200.000
und 500.000 Schwangere eine malariaassoziierte schwere Anamie (Steketee et al.
2001, Guyatt und Snow 2001, Uneke 2008a). Die Pathogenese der Malariaanamie ist
vor allem bei Kindern gut untersucht und beinhaltet einen erhéhten Erythrozytenabbau
und eine verminderte bzw. gestdrte Erythrozytenneubildung (Perkins et al. 2011).

Neben infizierten werden auch nicht-infizierte Erythrozyten, bedingt durch eine erhéhte
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Makrophagenaktivitat, eine verminderte Deformierbarkeit und eine Markierung mit
Immunkomplexen und Komplementfaktoren, lysiert oder phagozytiert (Dondorp et al.
1999, Kai und Roberts 2008, Schofield und Grau 2005, Waitumbi et al. 2000).
Hamozoinablagerungen im Knochenmark fihren direkt Uber Apoptoseinduktion der
erythroiden Vorlauferzellen oder indirekt Uber Inflammationsmediatoren zur
Dyserythropoese (Awandare et al. 2011, Casals-Pascual et al. 2006, Keller et al. 2004,
Lamikanra et al. 2009). Im Rahmen einer Inflammationsreaktion bewirken Zytokine
eine Suppression der Erythropoese (Ludwiczek et al. 2003, Perkins et al. 2011). IL-6,
das bei Malariainfektion erhdht gemessen wird, férdert in der Leber die Bildung von
Hepcidin, welches den Plasmaeisenspiegel senkt (Chandrasiri et al. 2014a, Ganz und
Nemeth 2012, Nemeth et al. 2004, Nweneka et al. 2010). Bei Infektion mit P.
falciparum kénnen geringflgig erhdhte IL-6- und Hepcidinwerte eine ausgepragte
Hypoferramie mit vermindertem Hb-Gehalt der Retikulozyten zur Folge haben. Erhéhte
Hepcidinwerte weisen auf eine Hypoferramie infolge einer Entziindungsanamie hin,
sodass eine Eisensupplementierung in der Regel keine Verbesserung verspricht (de
Mast et al. 2009).

6.1.3 Entwicklung einer nattrlichen Immunitat

Mit steigender Schwangerschaftsanzahl nimmt die Pravalenz peripherer und
plazentarer Infektionen mit P. falciparum ab (vgl. Tab. 11). Diese Beobachtung gab
den Hinweis, dass die erhdhte Anfalligkeit schwangerer Frauen fir Malaria nicht nur
auf eine ,immunsuppressive“ Wirkung der Schwangerschaft, sondern vor allem auf
eine fehlende Immunitat zurickzufthren ist (Fried et al. 1998b). Wahrend Frauen aus
Regionen mit niedrigen Transmissionsraten durch die geringe Infektionsrate nur
geringe Antikdrperlevel aufweisen, entwickeln Frauen in Endemiegebieten mit
zunehmender Paritat Antik6rper gegen CSA-selektive, VAR2CSA-tragende Parasiten-
stdmme (Megnekou et al. 2005, Staalsoe et al. 2001). Diese Antikérper sind mit
verminderter Parasitdmie, Bindungshemmung und verminderten Komplikationen
assoziiert (vgl. Tab. 12). Sie sind zudem kreuzreaktiv gegen weltweite Stdmme
wirksam und bilden sich innerhalb einer relativ kurzen Zeitspanne (Fried et al. 1998b,
Maubert et al. 1999, O'Neil-Dunne et al. 2001, Staalsoe et al. 2001). Diese
Beobachtungen sprechen fir die Entwicklung eines Impfstoffes, der, indem er vor der
ersten Schwangerschaft gegeben wird, die natlrliche Immunitatsbildung

vorwegnehmen kénnte.
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6.2 Immunogene Regionen von VAR2CSA als Impfstoffkandidaten

6.2.1 Der N-terminale Bereich als Basis eines Impfstoffes

Der N-terminale Bereich um DBL2 herum hat sich in zahlreichen Studien mit
unterschiedlichen Ansatzen als vielversprechender Kandidat fur einen Impfstoff
erwiesen. Kinetische Analysen zeigen, dass Domanenkombinationen um DBL2 herum
CSA mit ahnlich hoher Affinitdt und Spezifitdt binden kénnen wie der gesamte
extrazellulare VAR2CSA-Bereich (Clausen et al. 2012, Dahlback et al. 2011,
Srivastava et al. 2011). Natirlich gebildete Antikdrper sind gegen N-terminale
Multidoménen gerichtet (Dechavanne et al. 2015, Ndam et al. 2015), kbnnen die CSA-
Bindung von Laborstdmmen und plazentaren Isolaten hemmen (Doritchamou et al.
2016, Bigey et al. 2011) und korrelieren mit einer verminderten Pravalenz von
erniedrigtem Geburtsgewicht bei Neugeborenen (Ndam et al. 2015). SchlieBlich
weisen in Tierversuchen induzierte Antikbrper gegen N-terminale Bereiche eine
héhere Bindungshemmungsaktivitat auf als Antikérper gegen andere Domanen (Bigey
et al. 2011, Nielsen et al. 2009). Welche der N-terminal gelegenen
Doméanenkombinationen sich am besten flr einen Impfstoff eignet, wird im Folgenden
diskutiert.

NTS/DBL1-DBL2 (NTS-DBL1-ID1-DBL2)

Der NTS/DBL1-DBL2-Bereich wird von Srivastava et al. als minimaler CSA-
Bindungsbereich des 3D7-Stammes definiert (Srivastava et al. 2011). Fir den FCR3-
Stamm kann die Bindungsaffinitat allerdings aufgrund fehlender Kinetik nicht bestimmt
werden (Clausen et al. 2012, Dahlback et al. 2011). Nattrliche Antikérper gegen DBL1-
DBL2 werden bei Mehrgebarenden in Benin im Vergleich zu Erstgebarenden
signifikant erhdéht vorgefunden und sind mit vermindertem Risiko fir die Geburt
untergewichtiger Kinder assoziiert (Ndam et al. 2015). Antikérper, die gegen den NTS-
DBL2-Bereich des FCR3-Stammes gerichtet sind, kénnen in verschiedenen Studien
die Bindung homologer sowie heterologer Parasitenstdmme hemmen (Bigey et al.
2011, Doritchamou et al. 2013, Nielsen et al. 2009, Nielsen et al. 2015). Auch
Antikdrper gegen den 3D7-Stamm hemmen die CSA-Bindung, wobei die Antikérper
gegen 3D7-NTS-ID2a bei Nielsen et al. eine breitere Bindungshemmungsaktivitat
aufweisen als gegen NTS-DBL2 (Doritchamou et al. 2013, Nielsen et al. 2015).
Clausen et al. kdnnen als Einzige keinen inhibitorischen Effekt der anti-DBL1-DBL2-
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Antikérper nachweisen, finden aber eine hohe Bindungshemmung von Antikérpern
gegen DBL1-ID2a/b (Clausen et al. 2012). Im Allgemeinen unterstiitzen die meisten
Studien die Verwendung von NTS-DBL2 als Impfstoff gegen Malaria in der
Schwangerschaft. Tab. 16 stellt die Studien, die fir bzw. gegen die Einbeziehung von

NTS-DBL2 in die Impfstoffentwicklung sprechen, gegeniber.

ID1-ID2a (ID1-DBL2-ID2a)

ID1-ID2a bindet Clausen et al. zufolge mit beinahe derselben Affinitat wie das gesamte
VAR2CSA an CSA (Clausen et al. 2012). Nattrlich gebildete Antikdrper gegen diesen
Bereich kénnen in einer Studie von Doritchamou et al. die Bindung homologer und
partiell auch heterologer Parasitenstdmme hemmen (Doritchamou et al. 2016).
Babayakhanyan et al. untersuchen das Plasma von Mannern und schwangeren
Frauen aus Kamerun und stellen fest, dass anti-ID1-ID2a-Antikérper weder
geschlechtsspezifisch noch paritatsabhangig vorliegen. Zum Zeitpunkt der Geburt
kann zudem keine Korrelation zwischen Antikérperlevel und Fehlen von plazentarer
Infektion gefunden werden (Babakhanyan et al. 2014). Diese Ergebnisse kommen
Uberraschend und fordern eine weitere Abklarung des ansonsten vielversprechenden
Impfstoffkandidaten. Unterschiedliche Resultate kénnen auch durch verschiedene
Laborverfahren zur Herstellung rekombinanter Proteine und zur quantitativen Analyse
von Antikérpern (ELISA, Durchflusszytometrie oder Luminex-Assay) begiinstigt
werden. Ndam et al. weisen darauf hin, dass die Ergebnisse von Babakhanyan et al.
auf der Verwendung des Luminex-Assays mit schwierig zu interpretierenden Werten
beruhen kdnnten (Ndam et al. 2015). Bei der Induktion von Antikérpern gegen 1D1-
ID2a des FRC3-Stammes kann eine effektive Bindungshemmung, auch von
heterologen Stammen (3D7, 7G8, HB3, N4708, p7201), nachgewiesen werden.
Dagegen flihrt die Immunisierung von Tieren mit ID1-1D2a des 3D7-Stammes nicht zur
Bildung von inhibierenden Antikdrpern (Nielsen et al. 2015). Ein auf ID1-ID2a
basierender Impfstoff, der den FCR3-Stamm als Grundlage hat, scheint durch gute
praklinische Ergebnisse erfolgversprechend zu sein. Tab. 16 fasst Vor- und Nachteile

von ID1-ID2a zusammen.

NTS/DBL1-DBL3 (NTS-DBL1-ID1-DBL2-ID2-DBL3) und ID1-DBL2b

NTS-DBLS3 zeigt zunachst gute Voraussetzungen fir einen Impfstoffkandidaten. Es
bindet mit hoher Affinitdt an CSA, wobei DBL2-ID2b das Kernstiick bildet und die
Interaktion durch Beifligen der angrenzenden Domé&nen (DBL1, ID1 und DBLS3)
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nochmals verstarkt werden kann (Dahlback et al. 2011, Srivastava et al. 2011).
Naturliche Antikdrper gegen DBL1-DBL3 steigen mit zunehmender Schwanger-
schaftsanzahl an und induzierte Antikdrper gegen NTS-DBL3 kdnnen die CSA-
Bindung hemmen (Dechavanne et al. 2015, Dahlback et al. 2011). Allerdings ist NTS-
DBLS3 ein sehr groBes Protein, was die Herstellung kompliziert und kostenintensiv
macht. Clausen et al. zeigen, dass kleinere Fragmente, wie ID1-ID2a, bezlglich
Affinitat und Induktion von inhibitorischen Antikérpern ahnlich gute Ergebnisse
aufweisen, sodass die Verwendung des gesamten NTS-DBL3-Bereiches unnétig
erscheint (Clausen et al. 2012). Auf der Suche nach noch kleineren Bereichen
definieren Clausen et al. ID1-DBL2b als minimale CSA-Bindungsregion (Clausen et al.
2012). ID1-DBL2 ruft aber nur in einer von drei Studien bindungshemmende Antikérper
vor: Bordbar et al. finden hohe anti-ID1-DBL2-Antikérperlevel mit Hemmung der CSA-
Bindung bei homologen sowie heterologen Stammen, wahrend Clausen et al. sowie
Nielsen et al. keine inhibitorische Aktivitat nachweisen kénnen (Bordbar et al. 2012,
Clausen et al. 2012, Nielsen et al. 2015). Da ID1-DBL2 eventuell zu klein ist, um eine
ausreichende Immunantwort hervorzurufen, hat es sich nicht als Impfstoffkandidat
etabliert. In Tab. 16 sind alle relevanten Studien zu NTS-DBL3 und ID1-DBL2

zusammengefasst.

Tab. 16 Gegeniberstellung von Studien, die die Einbeziehung N-terminaler VAR2CSA-Doménen
in die Impfstoffentwicklung beflrworten bzw. ablehnen

Studien/ Aspekte, die fir die Domaénen von Studien/ Aspekte, die gegen die

Einbeziehung in einen Impfstoff VAR2CSA Einbeziehung in einen Impfstoff

sprechen sprechen

- minimaler Bindungsbereich von - Bindungsaffinitat fir FCR3 kann
3D7 (Srivastava et al. 2011) < nicht bestimmt werden (Dahlback

- natirliche AK: assoziiert mit \ / etal. 2011, Clausen et al. 2012)
Geburtsgewicht? (Tuikue-Ndam 1 NTS/DBL1

; - induzierte AK: hemmen CSA-

et al. 2015) und Bindungs- Bindung nicht (Clausen et al. 2012)

hemmung (Bigey et al. 2011)

- induzierte AK hemmen CSA- /

Bindung (Nielsen et al. 2009,
2015, Bigey et al. 2011,
Doritchamou et al. 2013)

- DBL2

- minimaler Bindungsbereich von - natdrliche AK: nicht assoziiert mit
FCR3 (Clausen et al. 2012) \’\/ / Paritat und Fehlen von Infektion

- naturliche AK: assoziiert mit (Babakhanyan et al. 2014)

; ; ID1- ; ;
Bindungshemmung (Doritchamou 4 - induzierte AK: hemmen CSA-
et al. 2016) et | D22 = Bindung nicht (Nielsen et al. 2015,
- induzierte AK: hemmen CSA- / 3D7)

Bindung (Clausen et al. 2012,
Nielsen et al. 2015, FCR3)
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- hohe CSA-Bindungsaffinitat von - hohes Molekulargewicht (Clausen
3D7 und FCR3 (Srivastava et al. - et al. 2012)

2011, Dahlback et al. 2011) \

- natiirliche AK: korrelieren mit <. 4/NTS/DBL1- — induzierte AK: hemmen GSA-
steigender Paritit (Dechevanne DBL3 Bindung nicht (Bigey et al. 2012)
et al. 2015) /

- induzierte AK: hemmen CSA-

Bindung (Dahlback et al. 2011)

- minimaler Bindungsbereich von
FCR3 (Clausen et al. 2012) e ID1- - induzierte AK: hemmen CSA-
=} Bindung nicht (Clausen et al. 2012,
Nielsen et al. 2015)

- induzierte AK: hemmen CSA- \\/ DBL2/b
Bindung (Bordbar et al. 2012)

AK - Antik6rper

Impfstoffe am Ende von Phase | der klinischen Studien

Trotz zahlreicher Studien und verschiedenen Herangehensweisen ist der ideale
Kandidat fir einen Impfstoff noch nicht gefunden, der N-termiale VAR2CSA-Bereich
scheint jedoch erfolgversprechend zu sein. Zwei Impfstoffe aus unterschiedlichen
Arbeitsgruppen traten Anfang 2016 in die erste Phase der klinischen Studien ein:
PRIMALVAC ist ein auf DBL1-DBL2 des 3D7-Stammes basierender, 105 kDa
schwerer und in E-coli hergestellter VAR2CSA-Bereich; PlacMalVac dagegen basiert
auf ID1-1D2a des FCR3-Stammes, einem 73 kDa schweren, in Drosophilia Schneider-
2 Zellen hergestellten VAR2CSA-Bereich (European.Vaccine.Initiative 2017, Nielsen
2017a). Beide Impfstoffe stehen am Ende von Phase |, in der die Vertraglichkeit der
Impfstoffe an nicht-exponierten europaischen (Phase la) und exponierten
afrikanischen (Phase Ib) Probanden getestet wurde. PlacMalVac ist laut aktuellen
Angaben sicher und wird gut toleriert (Nielsen 2017b). Fir PRIMALVAC liegen noch
keine Daten vor (European.Vaccine.Initiative 2017). In Phase Il wird eine Gruppe von
afrikanischen Frauen vor der ersten Schwangerschaft mit einem der Impfstoffe
immunisiert und in Langzeitstudien klinische Parameter (z.B. Fehl- und Frihgeburt,
intrauterine Wachstumsretardierung, erniedrigtes Geburtsgewicht, peri-/neonataler
Tod) als primare Endpunkte und parasitologische Messungen als sekundare
Endpunkte untersucht (Pehrson et al. 2017a). Die zwei Arbeitsgruppen einigten sich
zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse auf ein einheitliches Studiendesign und
gleiche Labormethoden (u.a. quantitative Antikérperanalyse mittels ELISA und

Bindungshemmunsassay mittels 69-well-Petrischalen) (Chene et al. 2016).

Ob DBL1-DBL2 bzw. ID1-ID2a als Antigene ausreichen, um eine schitzende

Immunitdt gegen verschiedene plazentare Stamme aufzubauen, werden die
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Ergebnisse der Phase II- /llI-Studien in den folgenden Jahren zeigen. Dennoch sollte
bereits jetzt Gber Alternativen und Optimierungsansatze nachgedacht werden, zumal,
da auch die N-terminalen Bereiche zu einem groBen Teil aus variablen Sequenzen
bestehen. Tutterrow et al. gehen davon aus, dass die natlrliche Immunitat gegen
plazentare Malaria auf hohen Antikdrpertitern gegen multiple VAR2CSA-Doméanen
und -Varianten beruht (Tutterrow et al. 2012b). Die Kombination der N-terminalen
Multidomé&nen mit weiteren Immunogenen von VAR2CSA oder von mehreren
Genotypen kénnte die Wirksamkeit eines Impfstoffes steigern. Welche VAR2CSA-
Doménen und -Varianten sich daftir am besten eigenen und inwieweit diese Ansatze

sinnvoll und erfolgversprechend sind, wird im Folgenden diskutiert.

6.2.2 Kombination mit weiteren Bereichen von VAR2CSA

DBL3 und DBL5

Sowohl DBL3 als auch DBL5 enthalten Bindungsstellen fur CSA (vgl. Tab. 6).
Allerdings sind Bindungsaffinitat und -spezifitat im Vergleich zum gesamten VAR2CSA
deutlich erniedrigt (Khunrae et al. 2010, Srivastava et al. 2011, Resende et al. 2009).
Bei der Analyse der natirlich gebildeten Antikérper von mehrgebarenden Frauen aus
Endemiegebieten fallt auf, dass Antikdrper gegen DBL3 und DBL5 haufig signifikant
erhéht vorliegen (vgl. Tab. 13). In einigen Studien kann zudem ein Zusammenhang
zwischen erhdhten anit-DBL3- bzw. -DBL5-Antikdrpern und verminderter plazentarer
Infektion, erhéhtem Geburtsgewicht und CSA-Bindungshemmung hergestellt werden
(Ndam et al. 2015, Salanti et al. 2004, Tuikue Ndam et al. 2006, Doritchamou et al.
2016, Mayor et al. 2013). Monoklonale Antikérper aus immortalisierten B-Zellen
exponierter Frauen erkennen die DBL3- und DBL5-Doméne (Barfod et al. 2007). In
Tierversuchen induzierte Antikérper gegen diese Domédnen weisen eine hohe
Reaktivitat zur VAR2CSA-Oberflache, auch von heterologen Stdmmen, auf (vgl. Tab.
14). Sie erkennen folglich kreuzreaktiv verschiedene VAR2CSA-Varianten. Bei
weiterer Untersuchung der anti-DBL3- und -DBL-5-Antikérper stellt sich jedoch heraus,
dass sie die Proteinoberflache zwar erkennen, die CSA-Bindung aber abgesehen von
wenigen Ausnahmen nicht hemmen kdnnen (vgl. Tab. 14). Dies lasst zwei
Vermutungen zu: 1) DBL3 und DBL5 sind hochimmunogen, sie induzieren aber zur
Beschéftigung des Immunsystems funktionslose Antikérper und lenken es so von
funktionell wichtigeren Bereichen, wie beispielsweise dem N-terminalen Bereich, ab.
[I) Anti-DBL3- und anti-DBL5-Antikdrper tragen auf andere Weise als der Bindungs-
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hemmung, beispielsweise durch Opsonierung und Monozytenaktivierung, zur
Eliminierung der Erreger bei. Lambert et al. zeigen, dass opsonierende Antikérper vor
allem DBL3 und DBL5 erkennen (Lambert et al. 2014). Opsonierung mit
Monozytenaktivierung und Phagozytose als Folge ist eine wichtige Komponente zur
Bekampfung der plazentaren Infektion und korreliert in einigen Studien mit
verminderten malariaassoziierten Komplikationen (Ataide et al. 2011, Feng et al. 2009,
Jaworowski et al. 2009). Auf der anderen Seite kann eine UbermaBige
Monozytenaktivierung zu einer verstarkten plazentaren Entziindungsreaktion fihren.
Hohe Monozytenzahlen und proinflammatorische Zytokine wie TNF werden in
zahlreichen Studien mit negativen Folgen fir Mutter und Kind in Verbindung gebracht
(Muehlenbachs et al. 2010, Rogerson et al. 2003b, Rogerson et al. 2003a, Shulman
et al. 2001, Menendez et al. 2000, Ordi et al. 2001, Fried et al. 1998a, Rogerson et al.
2003c). Tab. 17 gibt einen Uberblick Uiber die Studien zu DBL3 und DBLS.

Zusammenfassend kann man sagen, dass anti-DBL3- und anti-DBL5-Antikérper die
Kreuzreaktivitat eines Impfstoffes erhéhen und durch Opsonierung und Phagozytose
an einer weiteren Stelle angreifen kdnnten. Die Tatsache, dass die Antikérper die CSA-
Bindung jedoch nicht hemmen, sie gegebenenfalls funktionslos sind und sie durch
Opsonierung die Inflammationsreaktion verstarken kénnten, spricht jedoch eher gegen
die Kombination von N-terminalen Domanen mit DBL3 oder DBLS5.

DBL4

DBL4 ist eine von nur zwei Domanen, die keine Bindungsstellen fir CSA aufweisen,
(vgl. Tab. 6) und der minimale CSA-Bindungsbereich wird um DBL2 herum in der N-
terminalen VAR2CSA-Region lokalisiert (Clausen et al. 2012, Dahlback et al. 2011,
Srivastava et al. 2011). Umso Uberraschender sind die Ergebnisse, dass sowohl
natdrliche als auch induzierte Antikérper die CSA-Bindung homologer und heterologer
Parasitenstdmme hemmen kénnen (Doritchamou et al. 2016, Avril et al. 2011a,
Khunrae et al. 2010, Magistrado et al. 2011, Nielsen et al. 2009, Pinto et al. 2011,
Saveria et al. 2013). Die wahrscheinlichste Erklarung daflr ist, dass die hdher
geordnete VAR2CSA-Struktur DBL4 in die Nahe der CSA-Bindungstasche bringt,
sodass die Bindung von Antikérpern den Zugang zu der Tasche versperrt (Khunrae
und Higgins 2010). Sterische Hindernisse und/oder die Aufhebung der nativen
Domanenorganisation durch anti-DBL4-Antikdrper kénnten weitere Ursachen sein
(Gangnard et al. 2015). Ditlev et al. und Gangnard et al. untersuchen mithilfe von
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~Epitope Mapping“-Studien kleinere, besonders immunogene Bereiche innerhalb von
DBL4. Allerdings kénnen sie keine Epitope finden, die mit Bindungshemmung
assoziiert sind (Ditlev et al. 2012, Gangnard et al. 2015). Die Bindungshemmung kann
eher noch verstéarkt werden, indem zu DBL4 eine benachbarte Interdoméane (ID4)
hinzugeftgt wird (Magistrado et al. 2011). Dahlback et al. und Nieslen et al. bestéatigen
die inhibierende Wirkung der Antikérper gegen DBL4-ID4 (Dahlback et al. 2011,
Nielsen et al. 2015). DBL4 gilt zudem als am wenigsten variable Doméane von
VAR2CSA (Bockhorst et al. 2007). In Tab. 17 werden die Studien zu DBL4 einander

gegenubergestellt.

Das Beiftigen von DBL4 bzw. DBL4-ID4 zu N-terminal gelegenen Doménen kénnte die
bindungshemmende Wirkung eines Impfstoffes potenzieren, da die Antikérper an zwei
verschiedenen Stellen angreifen: an der minimalen Bindungsregion und an der 3D-
Struktur des Proteins. Die Kopplung mit DBL4 ist eine mdgliche Option bei
unzureichender Wirksamkeit der sich in klinischer Erprobung befindenden Impfstoffe.

DBL6

Wie DBL3 und DBL5 bindet auch DBL6 CSA mit geringerer Affinitat und Spezifitat als
das gesamte Protein (Tab. 6). Natirliche Antikdrper gegen DBL6 liegen bei
Mehrgebarenden zum Teil erhéht vor und kdnnen mit verminderter plazentarer
Infektion, erhbhtem Geburtsgewicht und Gestationsalter assoziiert werden (Mayor et
al. 2013, Oleinikov et al. 2007, Tuikue Ndam et al. 2006). Induzierte Antikorper
erkennen die VAR2CSA-Oberflache in den meisten Studien gut, kébnnen die CSA-
Bindung aber nur in zwei Studien von Fernandez et al. hemmen (Tab. 14). DBL6 gilt
mit sieben variablen Bl6cken als am wenigsten konservierte Domane von VAR2CSA.
Bei genauerer Untersuchung dieser Blocke fallt jedoch auf, dass sie aus einer
limitierten Anzahl an Konsensussequenzen, also &hnlichen oder identischen
Sequenzmustern, bestehen (Badaut et al. 2010). Deloron et al. und Gangnard et al.
finden heraus, dass Antikérper aus gepooltem Plasma vor allem die variablen Blécke
1 und 5 (VB1, VB5) von verschiedenen Parasitenstammen erkennen kénnen. VB1 und
VB5 enthalten also kreuzreaktive Epitope. Diese Epitope kdnnten zur Herstellung
eines Peptid-Impfstoffes (als lineares Polypeptid oder multiples antigenes Peptid)
genutzt werden (Deloron et al. 2013, Gangnard et al. 2013). Tab. 17 fasst Studien zu

DBL6 zusammen.
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Durch Kombination der N-terminalen Multidom&anen mit solchen Peptiden kénnte die
Kreuzreaktivitat des Impfstoffes gesteigert werden. Dies bedarf jedoch noch weiterer
Forschung, insbesondere beziliglich der Funktionalitat der Antikérper.

Tab. 17 Gegenlberstellung von Studien, die die Einbeziehung C-terminaler VAR2CSA-Domanen in

die Impfstoffentwicklung beflirworten bzw. ablehnen

Studien/ Aspekte, die flir die Domaéanen von

Studien/ Aspekte, die gegen die

Einbeziehung in einen Impfstoff VAR2CSA Einbeziehung in einen Impfstoff

sprechen sprechen

- besitzen CSA-Bindungsstellen - geringe Affinitat und Spezifitat der
(Tab. 6) Bindung (Srivastava et al. 2010,

- natlrliche AK: z.T. erhéht (Tab.
13), assoziiert mit plazentarer
Infektion| (Tuikue Ndam et al.
2006, 2015), Geburtsgewichtt
(DBL3: Mayor et al. 2013, DBL5:
Salanti et al. 2004), hemmen CSA-
Bindung (Doritchamou et al. 2016)

W/ DBLS,
DBL5

/

- monoklonale und opsonierende
AK: erkennen DBL3, DBL5 (Barfod
et al. 2007, Lambert et al. 2014)

- induzierte AK: erkennen
kreuzreakiv VAR2CSA (Tab. 14),
hemmen CSA-Bindung (DBL3:
Salanti et al. 2010, DBL5: Saveria
et al. 2013 Fernandez et al. 2010)

=
AN

Khunrae et al. 2009, Rsende et
al. 2009)

natirliche Antikérper: ggf.
funktionslos zur Ablenkung des
Immunsystems (Pinto et al. 2011)

opsonierende AK: aktivieren
Monozyten und kénnen so
plazentare Inflammation
verstarken (Rogerson et al.
2003a, b)

induzierte AK: hemmen CSA-
Bindung im Allgemeinen nicht
(Tab.13)

- wenig variabel (Bockhorst et al.
2004), indirekt an CSA-Bindung
beteiligt (Gangnard et al. 2015)

besitzt keine CSA-
Bindungsstellen (Tab. 6)

induzierte AK: z.T. keine

- ngt[]rliche AK: assoziiertlmit y DBL4 ;> Erkennung von VAR2CSA, keine

S;r:ljuggfg)emmung (Doritchamou — Hemmung der CSA-Bindung (vgl.
' -(/) Tab. 14)

- induzierte AK: hemmen CSA- e
Bindung (Tab. 14, Magistrado et al.

2011, Khunrae et al. 2010), DBL4-
ID4 (Dahlback et al. 2011, Nieslen
et al. 2015, Magistrado et al. 2011)

- besitzt CSA-Bindungsstellen (Tab. - geringe Affinitdt und Spezifitat der
6), geteilte variable Strukurmotive Bindung (Srivastava et al. 2010,
(Gangnard et al. 2013, 2015, Khunrae et al. 2009, Resende et
Deloron et al. 2013, Badeaut et al. « al. 2009), sehr variabel (Badeaut
2010) *\\\J 455’ et al. 2010, Gangnard et al. 2013)

- natlrliche AK: z.T. erhéht (Tab. 3 - induzierte AK: i.d.R. keine
13), assoziiert mit verminderter ~ S==d | DBL6 L Bindungshemmung (Tab. 14)

plazentarer Infektion (Tuikue Ndam
et al. 2006), erhdhtem
Geburtsgewicht und
Gestationsalter (Mayor et al. 2013)

- induzierte Antikbrper: erkennen
VAR2CSA-Oberflache (Tab. 14),
hemmen CSA-Bindung (Fernandez
et al. 2008, 2010)

AK - Antikdrper
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6.2.3 Kombination von verschiedenen Genotypen

Trotz vergleichsweise guter Konservierung des var2csa-Gens besitzt VAR2CSA
zahlreiche Polymorphismen (Trimnell et al. 2006). Ein Impfstoff, basierend auf nur
einem Genotyp, kdénnte somit eine unzureichende Immunantwort mit stammes-
spezifischen Antikérpern hervorrufen oder nur in einer bestimmten Region wirksam

sein.

Einige Studien belegen, dass naturlich gebildete Antikdrper kreuzreaktiv wirksam sind
und die CSA-Bindung verschiedener Stdmme hemmen (Fried et al. 1998b, Ricke et al.
2000, Hommel et al. 2010). Ob diese Kreuzreaktivitat durch Immunreaktion auf
konservierte oder geteilte variable VAR2CSA-Bereiche oder durch haufige Infektionen
mit unterschiedlichen VAR2CSA-Varianten hervorgerufen wird, ist noch nicht geklart
(Dahlback et al. 2006, Hommel et al. 2010). Auch die in Tierversuchen induzierten
Antikdrper gegen die Impfstoffkandidaten DBL1-DBL2 und [D1-ID2a kdnnen
kreuzreaktiv heterologe Laborstdmme und plazentare Isolate hemmen, allerdings zu
einem geringeren Grad als die homologen Stamme (Bigey et al. 2011, Doritchamou et
al. 2013, Nielsen et al. 2015). Doritchamou et al. kommen zu dem Ergebnis, dass die
Kombination von anti-NTS-DBL2-Antikérpern gegen den 3D7-Stamm und den FCR3-
Stamm zu einer starkeren heterologen Bindungshemmung fihrt als Antikdrper gegen
nur einen der Stdmme (Doritchamou et al. 2013). Die breitere Wirkung lasst sich unter
anderem dadurch erklaren, dass durch die Kombination von 3D7 und FCR3 beide
Varianten des dimorphen Areals, das innerhalb von DBL2 gefunden wurde, abgedeckt
sind (Sander et al. 2009). Kurzlich wurde ein weiteres, deutlich gréBeres dimorphes
Areal in der Interdomdne 1 (ID1) gefunden. Da ID1 innerhalb der fUhrenden
Impfstoffkandidaten DBL1-DBL2 und [D1-ID2a liegt, hat diese Erkenntnis
Auswirkungen auf die Impfstoffentwicklung (Doritchamou et al. 2015). Ein Impfstoff,
der beispielsweise sowohl den FCR3- als auch den 3D7-Stamm oder sowohl Culster1
als auch Cluster2 des dimorphen Areals in ID1 enthalt, kénnte zu einer breiteren
Immunantwort fihren. Die Verbesserung der Impfstoffwirkung durch Kombination
mehrerer Genotypen sollte in zuklnftigen Studien weiter untersucht werden. Zudem
sollten polymorphe Areale innerhalb des N-terminalen VAR2CSA-Bereiches genauer

analysiert werden.

Eine weitere Frage ist, ob geographisch unterschiedliche Orte unterschiedliche
Impfstoffe je nach zugrundeliegenden VAR2CSA-Hauptvarianten erfordern. Beim
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Vergleich weltweiter Parasitenstdmme stellen mehrere Autoren fest, dass der
Polymorphismus begrenzt ist und auf ahnlichen, geteilten Sequenzmotiven beruht
(Bockhorst et al. 2007, Bordbar et al. 2014, Trimnell et al. 2006, Hommel et al. 2010).
Enthalt ein Impfstoff diese weltweit geteilten variablen Sequenzen, besteht die
Hoffnung, dass auch er eine breite, stammesibergreifende Immunantwort hervorruft.
Bei starker geographischer Variabilitdt des Impfstofferfolgs sollte jedoch Uber die
Entwicklung regionsspezifischer Impfstoffe nachgedacht werden.

6.2.4 Verwenden von virusartigen Partikeln als Trager fir einen Impfstoff

Das groBe Zeitintervall zwischen Impfung (vor Pubertét) und erstmaligem Kontakt mit
plazentaren P. falciparum-Stammen in der Schwangerschaft setzt eine lang
anhaltende Wirkung des Impfstoff-Gedachtnisses voraus. Daher muss ein Impfstoff
hohe IgG-Titer und bleibende Plasmazellen induzieren. Die Impfstoffe in Phase |
verwenden 6sliche VAR2CSA-Proteinfragmente (DBL1-DBL2 und [ID1-ID2a)
zusammen mit den Adjuvanzien Alhydrogel bzw. GLA (glycopyransyl lipid adjuvant)
(ClinicalTrials.gov 2016b, ClinicalTrials.gov 2016a). Sollte die Kombination aus
I6slichem Protein und Adjuvans keine ausreichende Immunreaktion bewirken, gibt es
die Uberlegung, die VAR2CSA-Proteine an virusartige Partikel (virus-like particles,
VLPs) zu binden (Thrane et al. 2015). VLPs rufen eine potente humorale und zellulére
Immunantwort hervor und zeichnen sich durch eine hohe Effektivitat, Sicherheit und
kostenginstige Produktion aus (Kushnir et al. 2012). Die Kopplung von VAR2CSA-
Antigenen an VLPs koénnte dabei helfen, eine ausreichende, langanhaltende
Immunreaktion bei mdglichst geringer Dosis und Immunisierungsanzahl zu erreichen.
Diese Option wird von Pehrson et al. in Betracht gezogen, sollten die Antikérperlevel
in Phase | Gber ein Jahr zu gering sein (Pehrson et al. 2017a).

6.3 Weitere Herausforderungen und Blick in die Zukunft

Neben den bereits genannten, insbesondere die GréBe und den Polymorphismus von
VAR2CSA betreffenden Problemen ergeben sich bei der Impfstoffentwicklung weitere
Herausforderungen. Darunter fallen besonders logistische Probleme: die Zielgruppe
des Impfstoffes (Madchen vor der Pubertat) ist schwierig zu erreichen und muss bis

zum Ende der ersten Schwangerschaft Uber eine lange Zeitspanne hinweg
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nachverfolgt werden. Die ersten Ergebnisse der primaren und sekundaren Endpunkte
stehen erst nach Jahren zur Verfligung und sind nur dann verwendbar, wenn die Frau
tatsachlich wahrend der Schwangerschaft mit P. falciparum infiziert wurde (Pehrson et
al. 2017a). Die gleichzeitige prophylaktische Einnahme von Sulfadoxin-Pyrimethamin
erschwert die Interpretation der Daten und erfordert eine groBe Anzahl an
Studienteilnehmerinnen. Zudem ist nicht geklart, ab welchem Endemiegrad eine
Impfung sinnvoll ist (Tuikue-Ndam und Deloron 2015). Ein weiterer wichtiger Aspekt
ist, dass der Impfstoff nicht gegen Infektion mit P. vivax wahrend der Schwangerschaft
wirksam ist. Diese kann auch weiterhin in der Schwangerschaft zu Komplikationen wie
Frih-, Fehl- und Totgeburten, erniedrigtem Geburtsgewicht und mitterlicher Anamie
fihren (Anstey et al. 2012).

Der Impfstoff PlacMalVac (PAMVAC) wurde kdrzlich als sicher und gut vertraglich bei
gesunden europaischen und exponierten afrikanischen Probanden eingestuft und die
Vorbereitungen auf Phase Il laufen (Nielsen 2017b). Wenn zusatzlich in Phase | eine
ausreichende und dauerhafte Immunantwort hervorgerufen wird (durchschnittlich
mindestens 50% Hemmung der Parasitenbindung), sollten die ersten Phase |l
Effektivitatsstudien in finf Jahren im vollem Gange sein (Pehrson et al. 2017a).

Box 9
Der N-terminale VAR2CSA-Bereich als Impfstoffgrundlage

1. DBL1-DBL2 und ID1-1D2a sind Bestandteil der minimalen CSA-Bindungsregion, natlrliche
und induzierte Antikérper sind mit Bindungshemmung assoziiert (Bigey et al. 2011,
Srivastava et al. 2011, Clausen et al. 2012, Nielsen et al. 2015, Doritchamou et al. 2016).

2. DBL1-DBL3 induziert eine gute Immunantwort, ist jedoch sehr grof3 (Dahlback et al. 2011,
Clausen et al. 2012), ID1-DLB2 ist klein, weist aber in einigen Studien keine ausreichende
Immunantwort auf (Clausen et al. 2012, Nielsen et al. 2015).

3. Zwei Impfstoffe befinden sich in Phase | der klinischen Studien:

PRIMALVAC: DBL1-DBL2 des 3D7-Stammes (European Vaccine Initiative 2017).
PlacMalVac: ID1-1D2a des FCR3-Stammes (Nielsen 2017a).

Verbesserungsoptionen bei unzureichender Impfstoffwirkung

1. Die Kombination mit DBL3 und DBL5 kénnte zwar die Kreuzreaktivitét, nicht aber die
Bindungshemmung verstarken.

2. Die Kombination mit DBL4 kénnte die Bindungshemmungsaktivitat verstérken und stellt
eine mogliche Verbesserungsoption dar.

3. Die Kombination mit geteilten variablen Peptiden von DBL6 kdnnte die Kreuzreaktivitat
erhdhen, benétigt jedoch weitere Forschung.

4. Die Kombination mehrerer N-terminaler Genotypen (FCR3- und 3D7-Stamm; Cluster1 und
Cluster2 des dimorphen Areals in ID1) kdnnte die kreuzreaktive Bindungshemmung
verstarken und stellt eine gute Optimierungsoption dar (Doritchamou et al. 2013, 2015).

5. Die Bindung der Impfstoff-Antigene an virusartige Partikel (VLPs) kdénnte zu einer
potenteren und langer anhaltenden Immunreaktion flihren (Pehrson et al. 2017).
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7 Schlussfolgerung

Die auf den N-terminalen Bereichen von VAR2CSA basierenden Impfstoffe haben in
praklinischen Studien vielversprechende Ergebnisse gezeigt, die nun in klinischen
Studien Uberprift werden.

Sollte die Immunreaktion unzureichend sein, gibt es verschiedene Verbesserungs-
optionen. Die N-terminalen VAR2CSA-Bereiche kénnten (l) mit weiteren Doméanen,
insbesondere DBL4, kombiniert werden, um eine verstarkte Hemmung der VAR2CSA-
Bindung an CSA zu generieren, (ll) aus mehreren Genotypen zusammengesetzt
werden, um eine breitere Kreuzreaktivitat zu erlangen und (Ill) an virusartige Partikel
(VLP) gebunden werden, um eine potentere und langer andauernde Immunantwort

hervorzurufen.

Ergebnisse aus Tests bisheriger Malariaimpfstoffe waren eher erntichternd. Auch der
am weitesten entwickelte Impfstoff RTS,S flr Kinder zeigt eher eine geringe Effektivitat
und einen schnellen Wirkverlust Uber die Jahre (Mahmoudi und Keshavarz 2017). Der
Polymorphismus von VAR2CSA und der Antigen-Drift zwischen verschiedenen
Parasiten kénnten ungeahnte Auswirkungen auf den Erfolg der Impfstoffe haben.
Ebenso ist fraglich, ob die in Tierversuchen erzeugte Immunantwort auch im

Menschen ablauft.

Die Hoffnung, dass ein Impfstoff wirksam vor den negativen Folgen einer P.
falciparum-Infektion in der Schwangerschaft schiitzen kann, wird jedoch durch gute
Grundlagenforschung, Beobachtung der natlrlichen Immunitatsentwicklung,
zahlreiche  praklinische  Studien und verschiedene  Mdglichkeiten  zur
Impfstoffoptimierung  bekraftigt. Bei Erfolg kbénnte die Entwicklung weiterer
syndromaler Impfstoffe, beispielsweise gegen zerebrale Malaria, in Betracht gezogen

werden.
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