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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Malaria tropica

Malaria ist eine von Protozoen der Gattung Plasmodium verursachte parasitire
Infektionskrankheit, die durch Miicken der Gattung Anopheles von Mensch zu Mensch
ibertragen wird. Es sind fiinf menschenpathogene Plasmodienarten bekannt!"! (P. vivax,
P. ovale, P. malariae, P. falciparum und P. knowlesi*"“I5)von denen Plasmodium

falciparum, als Verursacher der Malaria tropica die grofite klinische Relevanz hat.

Trotz groBen Bemiihungen, die Erkrankung in den letzten Jahrzehnten mittels
Chemotherapeutika und groBangelegten Miickenvernichtungsprogrammen zuriick-
zudrangen, 781 Jebt weiterhin anndhernd die Hélfte der Weltbevolkerung mit dem
Risiko sich mit P. falciparum zu infizieren — meist in den d&rmsten Landern der Welt.!"”
So verursacht P. falciparum ca. 250 Millionen Erkrankungen pro Jahr und fiihrt hierbei
zu jéhrlich nahezu 1 Million Todesféllen,''" die groBe Mehrzahl davon (ca. 90%) im
subsaharischen Afrika.'” Am stirksten betroffen sind Kinder unter fiinf Jahren!'” und
Schwangere.'""! Weltweit ist P. falciparum fir 7% der Todesfille im Kindesalter

verantwortlich, in Afrika stirbt ungefihr jedes 6. Kind (16%) an Malaria tropica."' "

1.1.1 Entwicklungszvklus von P falciparum

Der Lebenszyklus von P. falciparum umfasst einen sexuellen Entwicklungszyklus in der
weiblichen Anopheles-Miicke und einen asexuellen Vermehrungszyklus im Menschen.

Beim Stich einer Anopheles -Miicke werden aus deren Speicheldriise Sporozoiten in die
Blutbahn des Menschen freigesetzt, gelangen in die Leber und befallen dort
Hepatozyten, in welchen durch asexuelle Vermehrung mehrere tausend Merozoiten
entstehen (exoerythrozytische Schizogonie). Durch Zerstérung der Hepatozyten
gelangen die Merozoiten in die Blutbahn und befallen Erythrozyten. In diesen beginnen
sie zunichst zu Ringformen und im weiteren innerhalb von ca. 48 Stunden iiber ein
Trophozoitenstadium zu Schizonten zu reifen. Diese platzen und es werden erneut

Merozoiten freigesetzt, welche weitere Erythrozyten befallen (intraerythrozytére
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Schizogonie). Durch diese Phase der parasitiren Entwicklung wird das klinische Bild
der Malaria mit plotzlich auftretendem hohen Fieber, Schiittelfrost und Andmie
charakterisiert. Die zusétzliche Adhésion infizierter Erythrozyten in den Kapillaren
(Sequestration) verursacht lebensbedrohlichen Komplikationen wie die einer zerebralen

Malaria.l'¢1t7]

Wihrend des intraerythrozytiren Zyklus der Plasmodien, mit der Entwicklung vom
Merozoiten zum Schizonten, konnen lichtmikroskopisch verschieden Reifestadien der
Plasmodien unterschieden werden. In den ersten 26 Stunden reifen die Merozoiten zu
Ringformen, die sich in den folgenden 12 Stunden zu reifen Trophozoiten mit mehreren
Kernen entwickeln (Schizonten). Nach weiteren 10 Stunden differenzieren sich diese zu
sog. Segmenten. Diese bestehen aus neuen Merozoiten, welche durch Platzen in die

Blutbahn freigesetzt werden und erneut Erythrozyten befallen. !

Einige der freigesetzten Merozoiten entwickeln sich zu Gametozyten, welche bei einer
erneuten Blutmahlzeit durch weibliche Anophelesmiicken aufgenommen werden und
sich in dieser durch sexuelle Vermehrung zu infektidsen Sporozoiten entwickeln. Diese
wiederum werden bei einer erneuten Blutmahlzeit von der Miicke auf den Menschen

tibertragen, somit schlieBt sich der Kreislauf (4bb. 1.1).1'"
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THE LIFE CYCLE OF MALARIA
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Abb.1.1: Entwicklungszyklus von P. falciparum nach WHO ['¥

1.1.2 Diagnostik
Zur Diagnostik einer akuten Malariainfektion stehen heutzutage unterschiedliche

Methoden zur Verfligung. Neben der sehr unsicheren rein klinischen Diagnose stehen
Antigen-Nachweise und molekulargenetische Tests zur Verfligung. Trotz aller
wissenschaftlicher Fortschritte ist jedoch der direkte lichtmikroskopische Nachweis
intrazelluldrer Parasiten im gefarbten Blutausstrich weiterhin Standard und die am
weitesten verbreitete Methode zur definitiven Diagnose einer Malaria. So kann im
diinnen Blutausstrich nicht nur die rasche Diagnose einer Malaria gestellt werden,
sondern auch eine Differenzierung der verschiedenen Plasmodienarten und die
Quantifizierung der Plasmodienlast (Parasitimie) erfolgen. Durch Verlaufskontrolle der
Parasitimie und Beurteilung der Klinik des Patienten wird zugleich der Erfolg der

antiparasitiren Therapie festgestellt.!'*12]
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1.1.3 Morphologie von P. falciparum im Lichtmikroskop

Bei einer schweren Infektion durch P. falciparum wird das Bild im Lichtmikroskop von
sogenannten Ringformen dominiert. Diese liegen intraerythrozytdr und ein Erythrozyt
kann auch von mehreren Parasiten befallen sein. Der Erreger selbst zeigt im
lichtmikroskopischen Bild ein oder mehrere Kerne, ein Zytoplasmaband und eine
zentrale Vakuole (4bb. 1.2), das Zytoplasmaband kann in unterschiedlicher Breite
vorliegen.?'?2 Altere Trophozoiten-Stadien, Schizonten und Gametozyten (4bb. 1.3)

sind nur selten im dinnen Blutausstrich zu finden.

P. falciparum

marginal form ring form double dorted rings

. A
Vakuole Zytoplasma s o . fe%
s  § ! -
\ / ring form young trophozoite trophozoite early schizont
S % :.' E
gey ea & ¥
e un i ]
t schizont mature schizont  female gametacyte  male a..'xmcmrvu-
Kern
Abb.1.2: P. falciparum — Ringform!®/ Abb.1.3: Formen von P. falciparum!®

Skizze mit Kern, Cytoplasma und
zentraler Vakuole
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1.1.4 Therapie

Die Infektion mit P. falciparum ist ein infektiologischer Notfall, eine antiparasitire
Therapie muss sofort eingeleitet werden. Zur Therapie der schweren Malaria tropica ist
in Deutschland nach wie vor nur die intravendse Gabe von Chinin zugelassen und wird
in der Regel in Kombination mit Doxycyclin oder Clindamycin angewandt. Eine
intravendse Therapie mit Artemisinin-Derivaten, welche international als mindestens
gleichwertig angesehen wird, steht fiir die intravendse Gabe in Deutschland bisher nicht
zur Verfiigung.*

Die Gabe von Chinin soll mindestens iiber 7 Tage bzw. bis keine Parasiten mehr im Blut
nachweisbar sind erfolgen. Bei der intravendsen Gabe wird innerhalb weniger Minuten
ein wirksamer therapeutischer Spiegel erreicht, das Plasmamaximum des
Medikamentenspiegels wird nach 1-4 Stunden bei einer Plasma-Halbwertszeit von 10-
20 Stunden erreicht.

Doxycyclin hemmt die Proteinbiosynthese der Plasmodien und erreicht nach 2 Stunden

das Plasmamaximum bei einer Halbwertszeit von 12-24 Stunden.?”)

1.1.5 Chinin-Wirkmechanismus und Himoglobin-Stoffwechsel im Plasmodium

Der genaue Wirkmechanismus von Chinin im Plasmodium ist bislang ungeklért, 2130

Als gesichert gilt, dass Chinoline den Hdmoglobin-Stoffwechsel des Parasiten in dessen
erythrozytiren Entwicklungszyklus behindern.®"*23% Der Parasit verbraucht wihrend
seiner Entwicklung im Erythrozyten ungefihr 75% des Hamoglobins der Wirtszelle.**!

331361 Die Hamoglobin-Aufnahme in den Parasiten erfolgt per Endozytose aus dem

29][211[37]

Zytosol des Wirtserythrozyten.! In den endozytierten Vesikeln gelangt das

Héamoglobin zur Nahrungsvakuole, mit der die Vesikel verschmelzen und so das

#1211 In dieser wird das Hamoglobin

Hiamoglobin in die Nahrungsvakuole freisetzen.!
durch Proteasen in kleine Peptide, Aminosduren und einen Him-Anteil gespalten.P®
Das Ham oxidiert zu dem fiir den Parasiten toxischen Hadmatin (Ferriprotoporphyrin
IX), das durch nicht-enzymatische Polymerisation®*”’ zu Himozoin (Malaria-Pigment)

entgiftet wird."*"!
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In welchem Schritt Chinin in diesen komplexen Hdmoglobin-Stoffwechseln eingreift ist
unklar. Einerseits zeigen Studien, dass Chinin einen dhnliche Ansatzpunkt wie das 4-
Aminochinolin Chloroquin hat, und somit in der Nahrungsvakuole den Entgiftungs-

[32][41][42][43][44][45][33][46][42] DleS erd

prozess des Ferriprotoporphyrin IX zu Hdmozoin stort.
wahrscheinlich durch eine Komplex-Bildung der Wirkstoffe mit Ferriprotoporphyrin

(FPP) erreicht.""!

Andererseits wurde gezeigt, dass der Abbau von Hidmoglobin nicht den ganzen
Wirkmechanismus von Chinin erkldren kann, und es differente Ansatzpunkte von
Arylaminoalkoholen und 4-Aminochinolinen geben muss.***%*! So konnten bei beiden
Chinolin-Gruppen gegensitzliche Effekte nachgewiesen werden.®” Bei 4-Amino-
chinolinen kann eine Anhdufung von FPP-Komplexen in der Nahrungsvakuole
festgestellt werden, withrend dies bei Arylaminoalkoholen nicht der Fall ist.’”*! Eg
wird sogar von einem Abbau der durch Chloroquin gebildeten FPP-Komplexe durch
Chinin und Mefloquin berichtet.*"P323 - Urgichlich  fiir den  verminderten
Héamoglobingehalt im Parasiten wird eine gestorte Endozytose des Hiamoglobins durch

Arylaminoalkohole beschrieben.P0120147]

Als weiterer Wirkansatz der Chinoline auf Plasmodium falciparum wurde fiir
Chloroquin®” und Chinin®* zudem eine gestorte Fusion der endozytierten, himoglobin-
gefiillten Transportvesikel mit der Nahrungsvakuole gezeigt. Erklarbar ist dies mit der
lipophilen Struktur der Arylaminoalkohole, die dazu neigt an Phospholipide und somit

an Membranen zu binden.P#3153]

Ansatzpunkt der Arylaminoalkohole ist somit nicht nur eine Wirkung auf den Hédmatin-
abbau, sondern auch eine Stérung der Phospholipidmembranen der Parasiten. Wie
genau Chinin auf die Membranen wirkt, ist jedoch unbekannt. So ist eine Wirkung des
Chinins iiber eine (bisher unbekannte) Membranstruktur moglich, die den Fusions-

mechanismus der Transportvesikel mit der Nahrungsvakuole stort, 12!



1. Einleitung

1.1.6 Resistenzentwicklung

Rasch zunehmende Resistenzen gegen antiparasitire Medikamente untergraben die

TS890 S sind bereits Resistenzen

Bemiihungen im Kampf gegen die Malaria.”
gegen die meisten gingigen Medikamente beschrieben./®"6%] Aych gegen Chinin
nehmen Resistenzen zu*“%366l7] ynd es bleibt fiir die Zukunft zu hoffen, dass sie sich
gegen neue Medikamente wie Artemisinin-Derivate nicht in dem Umfang entwickeln
und verbreiten, wie dies bei Chloroquin und Sulfadoxin-Pyrimethamin bereits

geschehen ist, [#I627071172]

Vor Beginn einer Malaria-Therapie gibt es im klinischen Alltag keine Moglichkeit eine
Resistenz der Erreger zu testen. Die Therapie wird nach der regionalen Resistenzlage
begonnen und bei Vorliegen einer Resistenz die Therapie moglichst rasch auf ein

wirksame Medikation umgestellt.

Um den Erfolg einer antiparasitidren Therapie abschitzen zu konnen, steht als einziger
Parameter die quantitative Bestimmung der Parasitimie zur Verfligung. Da diese nach
Beginn der Therapie noch iiber den ersten Tag hinaus weiter ansteigen kann,”?17* ist
kein Parameter zur Hand, um die Wirksamkeit einer Therapie in den ersten Stunden zu
beurteilen. Eine potentiell vorliegender Resistenz der Plasmodien kann somit nicht
erkannt werden und entscheidende Stunden fiir die Umstellung auf eine effektive
Therapie verstreichen, bei einer schweren P. falciparum-Infektion oft mit fatalen Folgen

fiir den Patienten.>1"%



1. Einleitung

1.2 Zielsetzung

Aufgrund der Bedeutung der Malaria als eine der weltweit wichtigsten Infektions-
krankheiten und angesichts der Problematik zunehmender Verbreitung resistenter
Erreger stellt sich die Frage, in wie weit der Erfolg einer Therapie mit anderen
Parametern friihzeitig festgestellt werden kann. Beim Studium der Parasiten am
Lichtmikroskop im Verlauf der Therapie féllt auf, dass sich Plasmodien unter
erfolgreicher Therapie qualitativ zu verdndern scheinen. Eine Beobachtung, die

medizinisch nutzbar gemacht werden konnte.

Koénnen nun lichtmikroskopisch sichtbare Strukturverdnderung der Plasmodien greifbar
gemacht und als einfache, auch in der tiglichen Praxis anwendbare Parameter zur
Einschitzung eines Therapieerfolges verwendet werden? Ist die Ursache dieser
Verdnderungen einer direkten Wirkung der Medikamente auf die Plasmodien

zuzuschreiben?

In dieser Arbeit habe ich anhand der folgenden Hypothese diese Fragestellungen

untersucht und eingehend gepriift.

1.3 Hypothese

Bei Patienten mit einer schweren Plasmodium falciparum - Malaria kann der Erfolg der
Therapie schon friihzeitig lichtmikroskopisch an morphologischen Verianderungen der

Plasmodien festgestellt werden.



2. Methodik

2. Methodik

2.1 Studienkonzept und Studienverlauf

Bei der Beurteilung der Plasmodien einer schweren P. falciparum Infektion fallt beim
Blick durch das Mikroskop auf, dass sich das Aussehen der Plasmodien im Verlauf der
Therapie verdandert. Das diinne Zytoplasmaband der zunichst runden und regelmifligen
Ringformen scheint sich im Verlauf der Therapie aufzulockern. Vakuolen bilden sich,
das Zytoplasma verbreitert sich und bewirkt dadurch eine VergroBerung des

Plasmodiums mit Storung der regelmiBigen und runden Struktur.

Um zu zeigen, ob dies im Verlauf der Therapie darstellbar und fiir diagnostische
Zwecke anwendbar ist, habe ich die Plasmodien anhand einer Fallstudie eines an einer
schweren Malaria tropica erkrankten Patienten in der Missionsérztlichen Klinik in

Wiirzburg ausgewertet.

Vor und wihrend der Therapie angefertigte Blutausstriche des Patienten wurden nach

Lufttrocknung und Fiarbung in mehreren Schritten analysiert:

Zunichst galt es in einem ersten Teil der Studie Parameter zu postulieren, die ich in
Gruppen zusammengefasst und iliber den Verlauf der Therapie ausgewertet habe.
Anschlieend habe ich Digitalbilder der diinnen Blutausstriche angefertigt und die
Plasmodien zur Unterstiitzung der gewonnenen Ergebnisse am Computer vermessen. In
einem abschliessenden Schritt bin ich anhand von Plasmodien-Kulturen der Frage
nachgegangen, in wie weit sichtbare Verdnderungen unter Therapie als eine direkte

Einwirkung der Medikamente auf die Plasmodien zu werten sind.



2. Methodik

2.2 Vorstellung des Patienten

Der in dieser Studie untersuchte Patient ist im Jahr 1970 geboren, minnlich,
chinesischer Abstammung und ca. 3 Wochen vor der stationdren Aufnahme aus der
Volksrepublik China illegal nach Deutschland gekommen. Hier hielt er sich in einem
Asylbewerberheim auf und ist aufgrund seines zunehmend schlechteren Allgemein-

zustandes in die Klinik gebracht worden.

Seit 4-5 Tagen hatte der Patient anhaltend hohes Fieber iiber 40°C mit Brechdurchfall.
Bei Aufnahme auf die Intensivstation der Missionsérztlichen Klinik in Wiirzburg war
der Patient in reduziertem Allgemeinzustand und zeigte eine Schock-Symptomatik mit
Héamolysezeichen (7ab. 2.2.1). Im diinnen Blutausstrich konnte eine schwere
Plasmodium falciparum Infektion mit einer Parasitimie von initial 219%o (siehe Kap.
2.3.3.1) diagnostiziert werden. Es wurde sofort eine intravendse antiparasitire Therapie
mit Chinin und Doxycyclin begonnen und auf Grund der hohen Parasitenlast ein
partieller Blutaustausch durchgefiihrt (7ab. 2.2.2).

Im Verlauf stabilisierte sich der Patient unter antiparasitdrer und supportiver Therapie
(Tab. 2.2.2) und konnte nach 10 Tagen in gutem kdrperlichen und neurologischen Status

entlassen werden.
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2. Methodik

Klinik und Laborbefunde des Patienten bei Aufnahme:
e AZ reduziert, wach
* Temperatur: 40,5°C
* RR:90/60mmHg
* Herzfrequenz: 140/min
* Atemfrequenz 35/min
* Blutzucker 129mg/dl
* Parasitdmie 219%o
* CRP: 18,42mg/dl
* Hb: 7,6 g/dl, Erythrozyten: 2,9 Mio./ul, Hkt: 22%
* Leukozyten: 10.500/ul
* Gerinnung: Quick, 62,8%, PTT 46sec., INR 1,34, Antithrombin III
79,9%
* GOT 30U/1, GPT 13U/1
 Bilirubin: 3,13mg/dl
* Harnstoft: 102mg/dl, Kreatinin:1,13mg/dl
* Natrium 129mmol/l, Kalium 4,48mmol/l, Calcium 1,9 1mmol/l
« LDH 651 U/l

Tabelle 2.2.1: Befunde des Patienten bei Aufnahme "

antiparasitdre Therapie:
* Chinin: loading dose 20mg/kgK@G, dann 3 x tgl 10mg/kgKG. Initial i.v.
je liber 4h, ab dem 4.Tag oral (Lafran®-Tabletten) iiber insgesamt 10 d
* Doxycyclin initial 1x200mg, folgend 1x tgl. 100mg

supportive Therapie

* partieller Blutaustausch: 1.900ml an entnommenem Vollblut, durch 6
Erythrozyten-Konzentrate substituiert, Beginn 2h10min nach Chinin-
Therapie, Austausch iiber ca. 2 Stunden.

* Flissigkeitssubstitution (KCIL, G10%, G5%, RingerLactat)

*  Himodilution mit Poly(O-2-hydroxythyl)stirke (Voluven®/HAES")

* FFP" (Fresh Frozen Plasma)

* Vitamin K (Konakion®)

* Diurese mit Furosemid (Lasix")

* Paracetamol

*  Metoclopramid (Paspertin®), Dimenhydrinat (Vomex®)

* Heparin s.c. (Liquemin®)

* Clomethiazolhemiedisilat (Distraneurin®)

*  Omeprazol (Antra®)

Tabelle 2.2.2: antiparasitdre und supportive Therapie des Patienten "”
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2.2.1 Herkunft der Malaria-Infektion

Da in der chinesischen Heimatprovinz des Patienten (Jiangxi) Malaria tropica nicht
endemisch ist,™ stellte sich die Frage wie und wo sich der Patient mit P. falciparum
infizieren konnte. Leider konnte ich diese Fragestellung im Rahmen des stationdren
Aufenthaltes des Patienten nicht kléren, zu vermuten ist aber, dass dies bei der illegalen
Einreise mit Hilfe einer Schlepperbande iiber Nigeria als Transitland geschehen ist.
Dieser Infektionsweg konnte bei anderen chinesischen Einwanderern, die ebenfalls zu
diesem Zeitrum in Europa an einer schweren Malaria tropica erkrankt waren, gezeigt
werden, 71 5]

Die beschriebenen Infektionen der chinesischen Emigranten verliefen wie auch bei dem
hier behandelten Patienten sehr schwer, da die Patienten auf Grund ihrer Herkunft aus
einem Nicht-Endemiegebiet keine Teilimmunitit gegeniiber P. falciparum besallen.

Zudem diirfte ihr ungeregelter Aufenthaltsstaus einer frithzeitigen drztlichen Betreuung

mit raschem Therapiebeginn entgegengewirkt haben.

Abb. 2.2.1: Verbreitung und Endemiegebiete von P. falciparum, Quelle: Malaria Atlas
Projekt 131
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2.3 Material und Vorgehen

Zur lichtmikroskopischen Diagnostik der Plasmodien des Patienten wurde der ,,diinne
Blutausstrich® gewéhlt. In diesem bleiben im Gegensatz zum dicken Tropfen die
Erythrozyten intakt und somit die Strukturen der Plasmodien gut erhalten. Eine gute
Beurteilung der parasitdren Strukturen ist dadurch moglich. Zudem ist dies eine
Methode, die unter einfachsten Voraussetzungen zur Anwendung kommen kann. Die
Anwendung der Ergebnisse — nachweisbare Verdnderungen der Plasmodien unter
Therapie mit folgender mdglicher Indikation zur Therapieumstellung — konnen somit
auch dort eingesetzt werden, wo es am hdufigsten Malariaerkrankungen mit Resistenzen
gibt: in den drmsten Regionen dieser Erde.

Die folgende Tabelle zeigt die hierfiir verwendeten Materialien:

verwendete Materialien

* EDTA-Vollblut des Patienten

*  Objekttriager

* Giemsa-Féarbung: Methanol, Giemsa-Stammldsung (Merck Nr.109204),
Pufferlosung pH 7,2 und Aqua dest.

* Lichtmikroskop: Olympus BH-2 Lichtmikroskops mit 1000facher
Vergroflerung (Objektiv x 100, Okular x10)

*  Immersionsdl

» Digitalkamera: Nikon Coolpix 995, mit Lichtmikroskop-Adapter

e Okular mit pm-Skala

*  PC mit Adobe Photoshop 7.0 Software

Tabelle 2.3.1: Material zur Bearbeitung der Studie

2.3.1 Probenentnahmen und Fiarbung

Vor Beginn der Therapie und folgend in stiindlichen Abstdnden wurden wenige Topfen
EDTA-Vollblut entnommen. Die Abnahme erfolgte {iber einen ZVK des Patienten, das
Blut wurde direkt im Anschluss auf einem Objekttriger zu einem ,,diinnen
Blutausstrich® ausgestrichen. Nach Lufttrocknung wurden die intraerythrozytér
gelegenen Plasmodien mit Methanol fixiert und nach Giemsa gefiarbt. Die Firbung
erfolgte nach den AWMF-Leitlinien,™ wobei ich zur besseren Darstellung der

Plasmodien die Farbephase um 10 Minuten verldngert habe.
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2.3.2 Randomisierung der Proben

Um eine Beeinflussung der Ergebnisse durch die Kenntnis des jeweils zu betrachtenden
Blutausstrichs zu vermeiden, wurde die Beschriftung der Blutausstriche kodiert und

diese randomisiert beurteilt.

2.3.3 Untersuchungen am Lichtmikroskop

Die lichtmikroskopische Untersuchung der Blutausstriche erfolgte bei 1000-facher
VergroBerung unter Ol-Immersion mit Hilfe einem Olympus BH-2 Lichtmikroskops
(Objektiv x 100, Okular x 10).

2.3.3.1 Bestimmung der Parasitimie

Zur Bestimmung der Parasitdmie habe ich in den diinnen Blutausstrichen zufillig ein
Bildausschnitt im Zentrum des diinnen Blutausstrichs ausgewdhlt und jeweils 100
Erythrozyten auf ihren parasitiren Befall beurteilt. Dieser Vorgang wurde dreifach
wiederholt und den Durchschnitt der Anzahl betroftener Erythrozyten als Parasitimie in

Promille (%o) angegeben.

2.3.3.2 Morphologische Untersuchungen der Plasmodien

Es wurden jeweils 100 Plasmodien in den diinnen Blutausstrichen zuféllig ausgewéhlt,
indem ich zundchst die Plasmodien im ersten eingestellten Gesichtsfeld im Zentrum
eines diinnen Blutausstrichs, und im Folgenden jeweils weitere Gesichtsfelder
méanderférmig in einer Richtung betrachtet habe. Eine mehrfache Beurteilung bereits

betrachteter Plasmodien konnte ich so vermeiden.

2.3.4 Auswertung am Computer

Im zweiten Teil wurden die bereits im ersten Teil der Studie untersuchten Blutausstriche
erneut ausgewertet. Zur Untersuchung wurde zusitzlich ein Okular mit um-Skala, eine
Digitalkamera (Nikon Coolpix 995) mit Adapter zum Lichtmikroskop sowie ein
Computer mit Auswertungssoftware (Adobe Photoshop 7.0) verwendet (Tabelle 2.3.2).
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Da besonders die Situation der Plasmodien am ersten Tag der Therapie von Interesse ist
und hierbei besonders die ersten Stunden, habe ich die Plasmodien bis zur elften Stunde
nach Therapiebeginn stiindlich und anschlieend bis zur 20. Stunde zu jeder 3. Stunde
digitalisiert und analysiert. Hierfiir wurden die Plasmodien in den gefarbten und
kodierten Blutausstrichen wie obig beschrieben (siehe Kapitel 2.3.3.2) am
Lichtmikroskop randomisiert eingestellt und pro Blutausstrich 100 Plasmodien mit der
Digitalkamera fotografiert. AnschlieBend habe ich die Digitalfotos auf den Computer

iiberspielt und mit der Software vermessen.

Zusétzliches Material zur digitalen Auswertung

e Okular mit pm-Skala
* Digitalkamera: Nikon Coolpix 995 mit Adapter fiir Olympus-Lichtmikroskop
*  PC mit Adobe Photoshop 7.0 Software

Tabelle 2.3.2: zusdtzliches Material zur Auswertung am Computer

2.3.4.1 Vermessung der Strukturen

Als kleinste messbare Einheit am Computer konnte ich die Parametergroflen mit der
Adobe Photoshop 7.0 Software (Werkzeug ,,Lineal®) in der MaBeinheit ,,Bildpunkte*
(Pixel) messen und anschlieBend in die Werte der metrischen Skala (um) umrechnen.
Der Umrechnungsfaktor wurde mittels einer in der Optik des Lichtmikroskops
integrierten pm-Skala bestimmt. Es erfolgten 20 Vergleichsmessungen in denen eine -
um die Messungenauigkeit gering zu halten - mdglichst grole Distanz im Gesichtsfeld
des Mikroskops vermessen wurde. Dieselbe Distanz wurde auf dem Digitalbild am
Computer in Bildpunkten gemessen und der erhaltene Mittelwert zur Umrechnung der
digitalen Messwerte zur Darstellung auf pm-Basis verwendet. Die Vergleichsmessungen
ergaben einen Mittelwert von 60,1Pixel Abstand im Digitalbild, dem ein Mikrometer im
lichtmikroskopischen Bild entsprechen (1um= 60,1Pixel [Spannbreite 58,61-63Pixel]).
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2.3.5 In vitro Plasmodien-Kulturen

Die zur Untersuchung des letzten Studienabschnitts verwendeten in vitro Kulturen von
P. falciparum stellte freundlicherweise die Arbeitsgruppe Gelhaus/Leippe, Institut fiir
Zoologie der Universitdt Kiel, als diinne Blutausstriche eines P. falciparum Stammes
zur Verfligung. Die Kulturen wurden synchronisiert, um junge Entwicklungsstadien der
Plasmodien zu selektieren und somit die Bedingungen in vivo zu imitieren. Hieraus
wurde eine Serie an Blutausstrichen unter Chinin-Einfluss und eine Kontroll-Serie ohne
antiparasitire Therapie angefertigt. Die Ausstriche erfolgten jeweils zu Beginn der
synchronisierten Formen bzw. vor Beginn der Medikamentenzugabe und im weiteren
Verlauf stiindlich tiber die ersten 11 Stunden und abschliessend zur 25. Stunde. Die
Farbung der Blutausstriche, die Analyse am Lichtmikroskop und die Foto-
dokumentation mittels Digitalkamera erfolgte mit den gleichen Methoden und

Apparaturen wie in den ersten Studienabschnitten beschrieben (vgl. 2.3.1-3).
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2.4 Invivo-Studie am Lichtmikroskop

Im peripheren Blutausstrich lassen sich unterschiedliche Plasmodien-Formen erkennen,
die teilweise nicht viel gemeinsam zu haben scheinen: von typischen Ringen bis zu
morphologisch stark gestorten Plasmodien. Bei genauerer Analyse lassen sich
Gemeinsamkeiten und Unterschiede der Plasmodien feststellen, die es erlauben diese

verschiedenen Gruppen zuzuordnen.

So habe ich zunichst nach Strukturen und Auffilligkeiten der Plasmodien im Verlauf
der Therapie gesucht, um Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen den
Plasmodien greifbar zu machen. Diese Strukturen habe ich dann zu Gruppen

zusammengefasst, um die Plasmodien diesen Gruppen zuteilen zu kénnen.

2.4.1 Festlegung morphologischer Kriterien

Bei einer schweren Infektion durch P. falciparum wird das Bild im diinnen Blutausstrich
von Ringformen dominiert. Auf diese konzentrierte sich daher die Suche nach Kriterien

zur Einteilung der Plasmodien.

2.4.1.1 Allgemeine Strukturen der Ringformen

Die Ringformen lassen sich durch dussere und innere Merkmale beschreiben. Zunédchst
sind die Plasmodien durch ihre Lage im Erythrozyten charakterisiert, indem sie eine
unterschiedliche Beziehung zur Membran des Wirtserythrozyten zeigen.

Jedes Plasmodium ist zudem durch seine GroBle, Form und intrazytoplasmatischen
Strukturen gekennzeichnet. Zu unterscheiden sind runde und regelméfige Ringformen
mit diinnem, homogenem Zytoplasmaband von Ringformen mit verbreitertem,
unregelméBig strukturiertem Zytoplasma, die dadurch eine vergroBerte Ringform mit
Storung der regelméBig runden Plasmodien-Struktur haben.

Ein Uberblick iiber die Charakteristiken und Strukturen der Plasmodien geben die
Tabelle 2.4.1 und Abbildungen 2.4.1 bis 2.4.3.
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Abb. 2.4.1: a) Malaria tropica: Blick durch das Lichtmikroskop, b) Erythrozyt mit
Plasmodien 7/

Abb.2.4.2: Skizze: Plasmodium-Ringform,  Abb.2.4.3: Skizze: Plasmodium-Ringform,
diinnes, homogenes Zytoplasma verbreitertes, inhomogenes Zytoplasma
a) Kern, b) Zytoplasmaband, c)Vakuole!””  a) Kern, b) Zytoplasmaband, c)Vakuole!*’
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1. Plasmodium und dessen Beziehung zum Erythrozyten:
a) Lage im Erythrozyten
b) Form des Plasmodiums
¢) Grosse des Plasmodiums

2. Plasmodien-Strukturen:

a) Kern
o Kern-Durchmesser
o Kernstruktur (homogen/inhomogen)

b) Zytoplasma
o Zytoplasmaband-Breite (breitester Durchmesser wird gemessen)
o Zytoplasma-Struktur (homogen/inhomogen)

c) Vakuole
© Vakuolen-Durchmesser

d) Relationen
o Kern-/Plasma-Relation (aus Zytoplasmabreite und Plasmodienkern-

Querdurchmesser)

o Zytoplasma/Plasmodien-Relation

Tabelle 2.4.1: lichtmikroskopische Parameter von Plasmodium falciparum

2.4.1.2 Parameter zur Beurteilung der Ringformen am Lichtmikroskop

Nicht alle im Lichtmikroskop sichtbaren Parameter sind zur Charakterisierung der
Plasmodien gleichermassen sinnvoll und praktikabel. Die Folgenden bieten in der
praktischen Anwendung eine gute Beurteilung der Plasmodien:

a. Lage des Plasmodiums im Erythrozyten

b. Form und Grofe der Plasmodien

c. Struktur des Zytoplasmabandes

d. Kern-Plasma-Relation

Eine Beurteilung der Vakuole sowie der Relation des Zytoplasmas zum Plasmodium hat
in der Beurteilung kein Vorteile gegeniiber den anderen Parameter gezeigt, so dass ich

im Folgenden nicht weiter auf diese eingehen werde.
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2.4.1.2.1 Lage des Plasmodiums im Erythrozyten

Zu unterscheiden sind frei im Erythrozyten liegende Plasmodien ohne Kontakt zur
Erythrozytenmembran, Formen die teilweise einen Kontakt zur Erythrozytenmembran
haben, vollstindig der Membran anliegende Formen (sog. Accolé-Formen)® und
Plasmodien, die die Kontinuitdt der Erythrozytenmembran durch eine Hervorwolbung
storen. Durch ihre charakteristische Lage habe ich zur Beschreibung dieser als
Arbeitstitel den Begriff ,,Accentué“~-Formen eingefiihrt (4bb. 2.4.4 a-d).

Die Lage der Parasiten ist ein einfacher Parameter, der es erlaubt eine grobe Einteilung

der Plasmodien vorzunechmen.

®©Q 0O a

Abb. 2.4.4: Lage der Plasmodien im Erythrozyten (Skizze): a) frei im Erythrozyten
liegend, b) partieller Kontakt zur Erythrozytenmembran, c) Accolé-Form, d) Accentué-
Form %/

7%
\
b
@ >
Abb. 2.4.5 & 2.4.6: Kern-Plasma-Relationen, a) grofiter Zytoplasmaband-
Durchmesser b) groffter Kern-Querdurchmesser %/
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2.4.1.2.2 Form und Grofe der Plasmodien

Plasmodien konnen lichtmikroskopisch in unterschiedlichen Formen vorliegen. Zu
unterscheiden sind Ringformen mit regelméBiger, typisch runder Ringstruktur von
Ringen mit einer ovalen Form, Plasmodien von gestorter Morphologie bis hin zu
pyknotischen Formen mit stark verdichtetem Inhalt, ohne erkennbare Strukturen.
Zudem beeinflusst die Lage der Plasmodien im Erythrozyten (s.0.) die Form der
Plasmodien. Eine Einordnung der Plasmodien mit Ringstruktur und Plasmodien, die
davon abweichende Formen haben, ist problemlos moglich.

Im Gegensatz zu der Plasmodien-Form ist deren Grofe nur schwer lichtmikroskopisch
fassbar. So sind kleine Plasmodien-Formen von vergrolertem Plasmodien zu
unterscheiden. Prinzipiell ist eine FEinteilung der Plasmodien-Gréfle in Relation zum
Erythrozyten moglich, bringt jedoch in der Beurteilung der Plasmodien gegeniiber
anderer Parameter keine Vorteile, da diese mit einer GroBenzunahme intraparasitdren
Strukturen einhergeht und diese lichtmikroskopisch besser beurteilbar sind (s.u.). Auf
die Grofle mochte ich in dieser Arbeit dennoch eingehen, da die Plasmodien im Verlauf
der Therapie an Grofle zuzunehmen scheinen. Bei der Vermessung der Plasmodien am

Computer (Kapitel 2.5) werde ich hierauf ndher eingehen.

2.4.1.2.3 Zytoplasmastruktur der Plasmodien

Im Trophozoiten ist das Zytoplasma als bandférmige, eine zentrale Vakuole
umschlieBende Struktur zu sehen, die sich zum Kern hin verjlingt (sogenannte
Ringstruktur, 4bb. 2.4.2 & 2.4.3).

Beurteilt werden kann die Struktur des Zytoplasmas auf lichtmikroskopische
Homogenitdt im Gegensatz zu UnregelméaBigkeiten im Sinne einer Auflockerung, die
durch kleine Vakuolen oder Verdichtungen der Strukturen des Zytoplasma entstehen
(Abb. 2.4.3). Der Ubergang von einer homogenen Zytoplasmastruktur hin zu einer
beginnenden sichtbaren Vakuolisierung ist fliessend und daher als ,,weiches*

Zusatzkriterium zu verwenden.
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2.4.1.2.4 Kern-Plasma-Relation

Zur Beurteilung der Zytoplasmabandbreite wird als einfacher und gut licht-
mikroskopisch zu beurteilender Parameter die Kern-Plasma-Relation herangezogen. Es
wird hierfiir der breiteste Zytoplasmaband-Querdurchmesser in Relation zum
Durchmesser des Kerns beurteilt. Bei ovalen Kernen wird der grofite Querdurchmesser
des Kerns gewdhlt, bei Plasmodien mit zwei oder mehr Kernen wird der grofte Kern
mit dessen Querdurchmesser gewihlt (4bb. 2.4.5 und 2.4.6). Dies ist ein sehr guter

Parameter, um eine Verbreiterung des Zytoplasmas zu zeigen.

2.4.2 Bildung von Gruppen

Um die Plasmodien im weiteren iiber den Verlauf der Therapie zu beurteilen, habe ich
auf Grund der im vorigen Kapitel beschriebenen Parameter die Plasmodien zu Gruppen
zusammengefasst. Als primére Einteilungsparameter wurden die Lage der Plasmodien
im Erythrozyten und die Kern-Plasma-Relation der Ringformen bestimmt, sekundér
wurde die Struktur von Kern und Zytoplasma sowie die damit zusammenhdngende

Grosse der Plasmodien beurteilt (7abelle 2.4.2).

2.4.2.1 Einteilungsschritte

2.4.2.1.1 Einteilung der Plasmodien nach Lage im Erythrozyten

Zunéchst lassen sich die Plasmodien nach Form und Lage im Erythrozyten unterteilen:
Es sind frei im Erythrozyten liegende Ringformen (4bb. 2.4.4 a) von Accolé-Formen
(Abb. 2.4.4 c) und Accentué-Formen (4bb. 2.4.4 d) zu unterscheiden. Plasmodien, die
der Erythrozytenmembran nur partiell anliegen und hierbei noch eine gut erkennbare
Ringstruktur aufweisen (4bb. 2.4.4 b), werden mit den frei im Erythrozyten liegenden
Plasmodien unter dem Begriff ,,Ringformen® zusammengefasst. Plasmodien ohne die

genannten Merkmale bilden eine Restgruppe (Tabelle 2.4.3).
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2.4.2.1.2 Unterteilung der Ringformen

In einem weiteren Schritt lassen sich die im Erythrozyten liegenden Ringformen nach
threr Kern-Plasma-Relation in drei weitere Gruppen unterteilen. Die erste Gruppe
umfasst die Ringe mit einem Zytoplasmaband, das kleiner dem Kerndurchmesser ist,
eine zweite Gruppe beinhaltet die Plasmodien mit einer Breite des Zytoplasmabands die
mehr als den doppeltem Kerndurchmesser entspricht. Eine Zwischengruppe bilden die
Plasmodien mit einem Zytoplasmaband, das dem 1-2fachem Kerndurchmesser

entspricht (7Tabelle 2.4.2).

2.4.2.1.3 Beurteilung des Zytoplasmas

Bei Plasmodien mit verbreitertem Zytoplasma ist dieses meist inhomogen und durch
Vakuolen aufgelockert. Besteht nun bei der Beurteilung der Kern-Plasma-Relation bei
grenzwertigen Befunden eine Einteilungsunsicherheit, so ist die Beurteilung der
Zytoplasma-Struktur ausschlaggebend fiir die Zuteilung in eine Gruppe. Mehr hierzu in

Kapitel 2.4.2.3.
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I. Hauptkriterium: Form der Plasmodien und Lage der Plasmodien im

Erythrozyten:

1. Ringformen: intraerythozytér frei im Erythrozyten oder mit partiellem
Kontakt zur Erythrozytenmembran liegende Ringstrukturen

2. Accolé-Form: flach an die Membran angeheftete Formen

3. Accentué-Form: Hervorwolbung der Erythrozytenmembran durch die
Plasmodien

4. Formen nicht obig einzuordnen, morphologisch gestdrte Formen,
pyknotische Formen

II. Hauptkriterium: Unterteilung der Ringformen nach Kern-Plasma-Relation
1. Zytoplasmaband kleiner Kernquerdurchmesser

2. Zytoplasmaband 1-2-facher Kerndurchmesser
3. Zytoplasmaband > 2-facher Kerndurchmesser

II1. Nebenkriterium: Struktur von Zytoplasma
1. homogenes Zytoplasma
2. inhomogenes Zytoplasma

Die Plasmodien werden zundchst nach ihrer Form und Beziehung zum Erythrozyten
(1) und die Ringstrukturen nach der Kern-Plasma-Relation (//.) eingeteilt.

Bei Grenzfillen der Kern-Plasma-Relation wird als weiteres Kriterium die Struktur des
Zytoplasmas bewertet.

Tabelle 2.4.2: Einteilung der Plasmodien in Gruppen

Bildung von Gruppen

Gruppe I-I1I: Ringformen mit unterschiedlichen Kern-Plasma-Relationen
Gruppe I'V: Accolé-Formen

Gruppe V: Accentué-Formen

Gruppe VI: Rest (nicht in I-V einzuteilen)

Tabelle 2.4.3: Einteilung nach Lage im Erythrozyten und Struktur der Ringformen
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2.4.2.2 Plasmodiengruppen

Aus der Lage im Erythrozyten und den Strukturunterschieden der Ringformen kdnnen
somit sechs Gruppen gebildet werden, welchen die Plasmodien eindeutig zugeordnet

werden konnen (7ab. 2.4.4 & 2.4.5).

2.4.2.2.1 Gruppe I - Ringformen

Das Zytoplasmaband der Plasmodien der Gruppe I ist in dessen breitestem Durchmesser
kleiner als der groBte Querdurchmesser des Kerns (Zytoplasma < Kerndurchmesser).
Des weiteren zeigen der Kern und das Zytoplasma eine homogene Struktur. Insgesamt

sind die Plasmodien intakte runde Ringe von geringer Grofe.

2.4.2.2.2 Gruppe II - Ringformen

Diese Gruppe beinhaltet die Plasmodien, deren breitester Durchmesser des
Zytoplasmabands groBer als der einfache Kerndurchmesser, aber kleiner als der
doppelte Kerndurchmesser ist (Zytoplasma 1-2 x Kerndurchmesser). Dabei ist das leicht
vergroBerte Zytoplasma homogen bis beginnend inhomogen, das Plasmodium hat eine
runde und gleichmdssiger Form. Eine leichte VergroBerung dieser Plasmodien ist
bedingt durch die Zytoplasma-Verbreiterung festzustellen.

Diese Gruppe stellt als Zwischenform einen flieBenden Ubergang der Gruppe I zur

Gruppe I1I dar.

2.4.2.2.3 Gruppe III - Ringformen

In dieser Gruppe befinden sich alle ringférmigen Plasmodien mit einem Zytoplasma-
band mit mehr als doppelter Breite zum Kerndurchmesser (Zytoplasma >2x
Kerndurchmesser). Des weiteren ist die Zytoplasma-Struktur inhomogen durch
Vakuolen aufgelockert und auch der Plasmodienkern zeigt teilweise eine leichte
Auflockerung in seiner Struktur. Das Plasmodium ist durch die Verbreiterung des
Zytoplasmabandes in der runden und gleichmiBigen Form gestort und erscheint
insgesamt vergrofert. Das Plasmodium an sich hat jedoch weiterhin eine intakte

Ringstruktur.
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24224 Gruppe IV - .Accolé’-Formen

Das Zytoplasmaband mit Kern ist vollstindig an die Erythrozytenmembran angeheftet,

eine runde Form des Plasmodiums mit zentrale Vakuole ist nicht sichtbar.

24225 Gruppe V - .Accentué’-Formen

Das Hauptmerkmal dieser Gruppe ist, dass die Plasmodien iiber das Niveau der
Erythrozytenmembran hervorstehen. Die Membran der Erythrozyten erscheint durch die
Plasmodien hervorgewolbt und ist in der kontinuierlichen und gleichmissigen
Begrenzung gestort. Morphologisch kann meist eine in der Struktur gestorte Ringform

ausgemacht werden.

2.4.2.2.6 Gruppe VI - .Restgruppe’

Alle Plasmodien, die morphologisch nicht eindeutig nach Lage und Form den obigen
Gruppen zuzuordnen sind. Diese Gruppe beinhaltet somit stark dysmorphe

Trophozoiten, pyknotische Formen und auch Schizonten oder Gametozyten.
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Gruppe | Einteilungskriterien
Ringform
I * Zytoplasma < Kern-Durchmesser

* intakte runde Ringe, geringe Grofle
* Zytoplasma homogen, nicht durch Vakuolen aufgelockert

Ringform (fliessender Ubergang von I — III)
* Zytoplasma-Durchmesser 1-2 x Kern-Durchmesser

I * Zytoplasma homogen bis beginnend inhomogen
* runde Form des Ringes noch intakt, leichte Gré3enzunahme
Ringform
* Zytoplasma-Durchmesser > 2 x Kern-Durchmesser
I * Zytoplasma verbreitert und inhomogen mit Vakuolen, Plasmodium
vergroflert
* Ring in der runden und gleichméaBigen Form gestort
Accolé-Form:
v * Zytoplasma und Kern vollstdndig an die Erythrozyten-Membran
angeschmiegt
* keine zentrale Vakuole oder andere Zellstrukturen sichtbar
Accentué-Form:
\Y% * Kontinuitdt der Erythrozytenmembran durch den vorgewdlbten
Parasiten gestort, meist morphologisch gestorte Ringformen
VI | morphologisch nicht den obigen Gruppen zuzuordnende Formen

Tabelle 2.4.4: Einteilung der Plasmodien in sechs Gruppen: Merkmale
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11

Tabelle 2.4.5: Einteilung der Plasmodien in sechs Gruppen: Aufnahmen durch das
Lichtmikroskop %
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2.4.2.3 Problemfille der Einteilung und Nebenkriterien

Der Grossteil der Plasmodien ldsst sich mit den obigen Kriterien problemlos den
einzelnen Gruppen zuordnen. Es gibt jedoch Grenzfille welche nicht eindeutig
einzuteilen sind.

So konnen bei Einteilung der Ringformen in die Gruppen I, II oder III grenzwertige
Kern-Plasma-Relationen zu Unklarheiten in der Gruppenzuteilung fiihren.

Fiir diese Fille habe ich als weiteres Kriterium die Struktur des Zytoplasmas und des
Kerns herangezogen. Liegt z.B. die Breite des Zytoplasmabands genau im Bereich des
einfachen oder doppelten Kerndurchmessers (Einteilungsgrenzen der Gruppe Il zu den
Gruppen I und III) werden die Plasmodien bei homogener Zytoplasma-Struktur in die
weniger verdnderte Gruppe eingeteilt, da im Hinblick auf das Ziel der Studie stirker
verdnderte Plasmodien ein Hinweis auf eine wirksame Therapie sind und somit
falschlicherweise der Eindruck einer solchen entsteht.

Wenn jedoch Verdnderungen der Zytoplasmastruktur vorliegen, wird das Plasmodium

der nichst hoheren Gruppe zugeteilt (Tabelle 2.4.6).

Des weiteren stellt sich die Frage, ab wann Ringformen mit Verdnderungen in ihrer
Struktur den dysmorphen Plasmodien der Gruppe VI zuzuordnen sind. Als sinnvoll hat
sich gezeigt, die Plasmodien mit gut erkennbarer Ringstruktur und Bestimmbarkeit der
Kern-Plasma-Relation den Ringformen der Gruppen I-III zuzuordnen. Eine deutliche
Storung der Form ohne moégliche Bestimmung der Kern-Plasma-Relation fiithrt zur

Einteilung in die Rest-Gruppe.
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Grenzfille der Einteilung

Gruppe I oder 11 ?
a) Zytoplasma homogen — Einteilung in Gruppe I
b) Zytoplasma inhomogen — Einteilung in Gruppe II

Gruppe II oder III ?
¢) Zytoplasma homogen — Einteilung in Gruppe II

d) Zytoplasma inhomogen — Einteilung in Gruppe III

Im Zweifelsfall erfolgt eine Einteilung in eine ,,niedere* Gruppe:
Gruppe [ < Gruppe 11 «— Gruppe 111

Einteilung als Ringform oder in Rest-Gruppe?

e) Kern-Plasma-Relation beurteilbar — Einteilung in Gruppe I-11I
f) keine Kern-Plasma-Relation beurteilbar — Einteilung in Gruppe VI

Tabelle 2.4.6: Grenzfdille der Einteilung in die Gruppen
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2.4.2.4 Beispiel zur Einteilung in eine Gruppe

Wenn nun ein frei im Erythrozyten liegendes Plasmodium ein Zytoplasmaband mit
einer anndhernd dem Kerndurchmessers entsprechenden Breite zeigt und die
Unsicherheit besteht, welcher Gruppe dieses Plasmodium zugeordnet werden soll (nach
der Kern-Plasma-Relation in die Gruppe I oder II), wird nun die Form des Plasmodiums
und die Struktur des Zytoplasmabandes hinzugezogen. Ist das Plasmodium in der
runden gleichmédfligen Form gestort oder stark vergrofert oder die Struktur des
Zytoplasmabands aufgelockert, so erfolgt die Einteilung in die nachst hohere Gruppe.
Also erfolgt die Beurteilung wie folgt:

1. Hauptkriterium (Form und Lage)
— ringformiges Plasmodium frei im Erythrozyten liegend: Einteilung in die
Gruppe [, II oder III

2. Hauptkriterium (Kern-Plasma-Relation)
— Zytoplasmabandbreite in etwa dem Kerndurchmesser entsprechend:
Einteilung in die Gruppe I oder 11

3. Nebenkriterium (Struktur des Zytoplasmas)
a) Zytoplasma homogen — Einteilung in Gruppe I

b) Zytoplasma inhomogen — Einteilung in Gruppe 11

2.4.3 Vorgehen bei der Beurteilung am Lichtmikroskop

Zur Analyse der Plasmodien iiber den Verlauf der Therapie habe ich jeweils 100
Plasmodien zunéchst vor Therapiebeginn und folgend stiindlich bis zur 31. Stunde
(Parasitimie < 1%o) aus den wie zuvor beschrieben kodierten und randomisierten
Blutausstrichen (siehe Kapitel 2.3.3) in die Gruppen [-VI eingeteilt. Die Auswertung der
Plasmodien am Lichtmikroskop erfolgte unter 1000-facher Vergréferung und
Verwendung von Immersionsdl. Zunédchst wurde ein zentral im Blutausstrich liegendes
Gesichtsfeld eingestellt und alle Plasmodien dieses Gesichtsfelds ausgewertet.
Anschlieend galt es weitere Gesichtsfelder mdanderférmig in eine Richtung wandernd

auszuwerten.

31



2. Methodik

2.4.4 Methoden zur Auswertung der Gruppen

Im Folgenden werden die am Lichtmikroskop erhobenen Daten in Diagrammen
dargestellt und analysiert. Hierbei wird zunichst das prozentuale Vorkommen der
verschiedenen Gruppen im Verlauf der Therapie ausgewertet und anschliessend mit den

Absolutzahlen der Plasmodien der einzelnen Gruppen verglichen.

2.4.4.1 Prozentuale Verteilung der Plasmodiengruppen

Das prozentuale Verteilung der verschiedenen Gruppen im Verlauf der Therapie wird
graphisch mittels Punktdiagrammen mit Trendlinien und in Balkendiagrammen

dargestellt.

2.4.4.1.1 Punktdiagramme mit Trendlinie

Zur Veranschaulichung des prozentualen Vorkommens der Plasmodienformen iiber den
Verlauf der Therapie habe ich Punktdiagramme mit ergidnzenden Trendlinien gewéhlt.
Die Abszisse zeigt jeweils die Dauer der Therapie in Stunden an, und die Ordinate den
prozentualen Anteil der Plasmodien der Gruppe zu den jeweiligen Stunden.

Zur Veranschaulichung der Verldufe ist eine polynomische Trendlinie der Werte iiber
die Kurve gelegt, die den Trend des Verlaufes der Plasmodien-Formen iiber die Zeit

anzeigt.

2.4.4.1.2 Balkendiagramme

Zum Vergleich der verschiedenen Gruppen eignen sich Balkendiagramme. Die Abszisse
zeigt wie in den Punktdiagrammen die Therapiedauer und die Ordinate den
prozentualen Anteil der Gruppen an. Entsprechend zeigen die Balkendiagramme

ebenfalls den prozentualen Anteil der Gruppen iiber den Verlauf der Therapie an.
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2.4.42 Berechnung der Absolutzahlen der Plasmodiengruppen

Um die prozentuale Verteilung der Gruppen mit der absoluten Anzahl der Plasmodien
zu vergleichen, wird anhand der Parasitimie und der Anzahl Erythrozyten im
Patientenblut die Anzahl der Plasmodien je Mikroliter Vollblut zu der jeweiligen
Therapiestunde berechnet (7abelle 2.4.7). Die Erythrozytenmenge wurde im Verlauf der
Therapie mehrmals laborchemisch bestimmt (7ab. 2.4.9), die im Intervall nicht
gemessenen Erythrozytenwerte werden fiir die Berechnung approximiert (siehe Kap.
2.4.4.2.1, Tab. 2.4.10 und Diagr. 3.2.14). Mittels des prozentualen Anteils der
Plasmodiengruppen wird dann die absolute Anzahl der Plasmodien je Gruppe errechnet
(Tabelle 2.4.8). Die Absolutzahlen der einzelnen Gruppen werden entsprechend der
Diagramme der prozentualen Verteilung in Balkendiagrammen dargestellt (siehe Kap.

2.4.4.1).

Erythrozyten pro ul Vollblut x Parasitimie = Anzahl Plasmodien pro ul Vollblut

Tabelle 2.4.7: Formel zur Berechnung der Gesamtzahl der Plasmodien pro Mikroliter
(ul) Vollblut je Therapiestunde

Absolute Anzahl der Plasmodien pro ul Vollblut abSOIUt? AI}Z&lﬂ der
; — = Plasmodien je Gruppe
prozentualer Anteil der Gruppen (in %) pro ul Vollblut

Tabelle 2.4.8: Absolute Anzahl der Plasmodien je Gruppe pro Mikroliter (ul) Vollblut je
Therapiestunde

Therapiedauer (in h) 0 1 2 5 9 17 20 33

Erythrozyten (Mio/ul) 2,9 2,7 2,6 3,6 3,5 34 3,5 3,5

Tabelle 2.4.9: laborchemisch bestimmte Erythrozyten des Patienten im Verlauf der
Therapie (in Millionen pro Mikroliter Vollblut) "
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2.4.42.1 Approximation der Erythrozytenwerte im Intervall

Um die Absolutwerte zu jeder Therapiestunde berechnen zu konnen, muss die
Erythrozytenanzahl zu den Zeitpunkten im Intervall, an denen keine laborchemisch

gemessenen Werten vorliegen (s. Tabelle 2.4.9), ndherungsweise bestimmt werden.

Die Anzahl der Erythrozyten ist ein im Verlauf der Therapie dynamischer Wert mit
linearem Verlauf. Zu- oder Abnahmen erfolgen kontinuierlich und werden durch die
schwere Malariainfektion und deren Therapie beeinflusst. In dieser Studie haben zwei
Faktoren einen grossen Einfluss auf die Anzahl der Erythrozyten des Patienten.
Einerseits zerstoren Plasmodien im Verlauf der erythrozytiren Entwicklung ihre
Wirtserythrozyten™ und verringern somit, wie in den ersten drei gemessenen
Messwerten sichtbar, die Gesamterythrozytenzahl des Patienten (s. Tabelle 2.4.9).
Andererseits steigert der in der dritten Therapiestunde begonnene partielle
Blutaustausch {iber die zwei folgenden Stunden (s. Kapitel 2.2, Tabelle 2.2.2) die
Gesamterythrozytenzahl.

Zur Approximation wird nun die Differenz der zwei aufeinanderfolgend gemessenen
Erythrozytenwerte berechnet und diese durch die Anzahl der in dieser Zeit vergangenen
Therapiestunden dividiert. Das Ergebnis wird dem Wert je nach Verlauf addiert oder
subtrahiert. So konnen fiir die nicht gemessene Stunden ndherungsweise die in Tabelle

2.4.10 berechneten Erythrozytenzahlen angenommen werden.

Therapiedaver (inh) 0 1 2 3 4 5 6 7
Erythrozyten (Mio/ul) 2,9 2,7 2,6 293 327 3,6 3,58 3,55

8 9 0 11 12 13 14 15
353 35 349 348 346 345 344 343

‘ 16 ‘ 17 18 ‘ 19 20  die folgende Stunden

3,41 34 343 | 347 35 konstant 3,5 Mio/ul

Tabelle 2.4.10: approximierte Erythrozytenzahlen (in Millionen pro ul Vollblut, fett
gedruckt: gemessenen Werte (siehe Tab. 2.4.9)
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2.5 Digitale Auswertung der Plasmodien

Die im ersten Teil der Studie vorgenommene Einteilung der Plasmodien in die
verschiedenen Gruppen basiert auf der Bewertung der Plasmodien nach ihrer Lage im
Erythrozyten und der Kern-Plasma-Relation der Plasmodien. Diese erlauben die
Einordnung der Plasmodien in Gruppen. Um diese Verdnderungen zu verifizieren und
objektive Grofen der beobachteten Parameter zu erhalten, habe ich im Folgenden

Digitalfotos der Plasmodien angefertigt und am Computer ausgewertet.

2.5.1 Parameter zur Vermessung am Computer

Folgende Parameter wurden am Computer vermessen (vgl. Abb. 2.5.1 und Abb. 2.5.2):
1. GroBe der Erythrozyten
2. GroBe der Plasmodien
3. Zytoplasmaband-Durchmesser
4. Kern-Durchmesser
Aus diesen Parametern wurden folgende Relationen berechnet:
5. Kern-/ Plasma-Relation

6. Plasmodien-Erythrozyten-Relation

2.5.1.1 GroBe der Eryvthrozyten

Hierfiir habe ich den groBten Durchmesser der von Plasmodien infizierten Erythrozyten
bestimmt (4bb. 2.5.2 a). Bei ovalen oder deformierten Erythrozyten wurde ebenfalls
jeweils der groftmogliche zu messende Durchmesser gemessen. Der Erythrozyten-
durchmesser wurde zur Bestimmung der Relation der Plasmodien zum Erythrozyten

verwendet.

2.5.1.2 GroBe der Plasmodien
Der grofite Durchmesser des Plasmodiums wurde gemessen. Bei ovalen Plasmodien

wurde wie auch bei morphologisch gestorten Plasmodien der maximal messbare

Durchmesser bestimmt (4bb. 2.5.1 a & Abb. 2.5.2 b).
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2.5.1.3 Plasmodien-Erythrozyten-Relation

Die Breite des Plasmodiums wurde in Relation zum Erythrozyten gesetzt, um die

Plasmodien-Grof3e am Lichtmikroskop einschétzen zu konnen.

2.5.1.4 Zytoplasmaband-Durchmesser

Der Querdurchmesser des Zytoplasmabandes wurde an der breitesten Stelle gemessen
(Abb. 2.5.1 b). Bei pyknotischen Formen ohne erkennbares Zytoplasma wurde die
Breite des Zytoplasmas ohne Wert belassen und somit nicht in die Auswertung

miteinbezogen.

2.5.1.5 Kerndurchmesser
Der Querdurchmesser des Kerns wurde gemessen. Bei Plasmodien mit mehreren

Kernen wurde der grofere Kern gewéhlt, bei ovalen Kernen der schmalere Durchmesser

bestimmt (4bb. 2.5.1 c).

2.5.1.6 Kern-Plasma-Relation

Die Kern-Plasma-Relation wurde aus dem Kerndurchmesser und der Zytoplasmabreite
berechnet. Wie auch im ersten Teil der Studie wurde somit die Breite des Zytoplasmas
in direkten Vergleich mit dem Querdurchmesser des Plasmodienkerns gesetzt. Dieser
Parameter hat gegeniiber den absoluten Grdssen der Einzelparameter durch die gute
Beurteilbarkeit am Lichtmikroskop seine Bedeutung.
Wie auch bei der direkten Bestimmung am Lichtmikroskop kann dieser Parameter in 3
Gruppen unterteil werden:

1. Zytoplasmabandbreite < Kerndurchmesser

2. Zytoplasmabandbreite zwischen 1 bis 2-fachem Kerndurchmesser

3. Zytoplasmabandbreite groer 2-fachem Kernquerdurchmesser
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2.5.2 Erstellung der Digitalfotografien und Auswertung der Parameter

Da im ersten Teil der Studie hauptsdchlich die ersten Stunden nach Therapie von
Interesse sind, wurden die Plasmodien vor Therapie, dann bis zur 11. Stunde stiindlich

und danach zu jeder dritten Stunde bis zur 20. Stunde nach Therapiebeginn vermessen.

2.5.3 Auswertung der Parameter

Bei der Auswertung der Parameter habe ich den Median mit Standardabweichung
verwendet. Zur graphischen Darstellung wurde zum Vergleich von absoluten Gréf3en ein
Boxplot mit Median, den Quartilen und dem Minimal- und Maximalwert angewendet,
wobei die Ordinate die gemessen GroBen in um und die Abszisse den Therapieverlauf in
Stunden nach Therapiebeginn zeigt.

Zum prozentualen Vergleich von Gruppen kommen Balkendiagramme zur Anwendung:
auf der Ordinate ist der prozentuale Anteil der Gruppen (in Prozent von hundert)
angegeben, die Abszisse zeigt wiederum die Zeit nach Beginn der Therapie in Stunden

an.

2.5.4 Auswertung der Plasmodien-Grofie

Zundchst wurde die Plasmodien-Grofle als absolute GrofBle mittels Median und
Standardabweichung iiber den Therapieverlauf analysiert. Die graphische Darstellung
erfolgt im Boxplot.

Im weiteren sind die Daten der obig gewonnenen Informationen zur Beurteilung der
Plasmodien-GroBen zu Gruppen zusammengefasst und die Verteilung dieser wird tiber
den Therapieverlauf in Balkendiagrammen analysiert.

Um eine Relevanz dieser Daten fiir die praktische Anwendung bei der Einteilung am
Lichtmikroskop abzuleiten, wurden die Plasmodien-Durchmesser in Relation zum
Erythrozyten-Durchmesser gesetzt. Diese Werte sind ebenfalls im Balkendiagramm mit
prozentualem Anteil der Gruppen auf der Abszisse und dem Therapieverlauf auf der

Ordinate abgebildet.

37



2. Methodik

2.5.5 Auswertung der Zytoplasmabandbreite

Die Breite des Zytoplasmabandes wurde wie auch die Plasmodien-Gréf3e zunichst als
absolute Grofe mit Median, Standardabweichung und anschliefend graphisch im
Boxplot analysiert.

Anschliefend habe ich in Anlehnung an den ersten Teil der Studie das Zytoplasma in
Relation zum einfachen und doppelten Kerndurchmessers iiber den Verlauf der Therapie
im Balkendiagramm betrachtet. Zudem wird der Einfluss des Kern-Querdurchmessers
auf die Ausprigung der Kern-Plasma-Relation tiber den Verlauf der Therapie anhand
eines Vergleichs der Zytoplasmabandbreite mit einem fixen Wert untersucht. Hierfiir
wurde als Vergleichsparameter ein aus dem Mittelwert aller gemessenen Kerne

bestimmter Wert zu Hilfe genommen.

Abb. 2.5.1: Plasmodien (Skizzen) mit gemessenen Parametern: a) Durchmesser des
Trophozoiten, b) Durchmesser des Zytoplasmas, ¢) Querdurchmesser des Kerns %/

Abb. 2.5.2: Erythrozyt mit Plasmodien %/
a) Erythrozyten-Durchmesser
b) Plasmodien-Durchmesser
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2.6 Untersuchung der Plasmodien in vitro

Da die im ersten Studienabschnitt beobachteten Verdnderungen bei noch unbehandelten
Patienten vor Beginn der Therapie nicht zu sehen sind, und die Infektion bereits einige
Tage bevor der Patient in die Klinik kam bestand (vgl Kapitel 2.2), kann davon
ausgegangen werden, dass die Verdnderungen der Plasmodien durch den Einfluss der
Therapie entstehen. Hier stellt sich nun die Frage, in wiefern diese Verdnderungen Folge
der direkten Wirkung der Medikamente auf die Plasmodien sind oder durch eine
medikament6s bedingte verminderte Sequestration reiferer Plasmodien verursacht
werden.

Zur Klérung dieser Frage wurde eine in vitro-Studie von P. falciparum in zwei Serien
angefertigt. In der ersten Serie habe ich Plasmodien unter Chinin und in einer zweiten

Serie ohne therapeutischen Einfluss beobachtet.

Ziel hierbei ist, alle natilirlichen Entwicklungsstadien der Kontrollgruppe aufzuzeigen
und mit den Plasmodien unter Medikation zu vergleichen. Unterschiede bzw.
Gemeinsamkeiten sollen den Riickschluss liber den Einfluss der Medikation auf die
sichtbaren Verdnderungen der Plasmodien in vivo-Studie geben (vgl. vorhergehende

Studienabschnitte).

2.6.1 Bewertung der Ausstriche und Plasmodien

Beim Auswerten der in vitro-Ausstriche am Lichtmikroskop und der Fotodokumentation
der Plasmodien fallt auf, dass gewisse Unterschiede der Plasmodien der Blutausstriche
der Kulturen zu den Plasmodien in vivo bestehen. Diese machen einen direkten

Vergleich schwierig.

2.6.1.1 Plasmodien-Formen

In den Blutausstrichen der Kulturen sind im Gegensatz zu den Blutausstrichen des
Patienten prinzipiell alle Formen des erythrozytiren Entwicklungszyklus der
Plasmodien von Ringformen bis zu Schizonten zu sehen (4bb. 2.6.1, Tab. 2.6.1), da eine

Sequestration der reifen Plasmodien-Formen in den Kapillaren nicht stattfindet.
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So habe ich in diesem Studienteil die in vitro-Plasmodien zunédchst nach dem
Vorkommen der Entwicklungsstadien im Erythrozyten im Verlauf der Therapie
analysiert und bin folgend auf strukturelle Unterschiede zwischen den Plasmodien der
in vitro-Serien eingegangen. Die Strukturen wurden folgend mit den Plasmodien des

Patienten auf Gemeinsamkeiten und Unterschiede verglichen.

2.6.1.2 Plasmodien-Strukturen

Die in den vorangehenden Studienteilen beschriebenen Strukturen und deren
Verdnderungen wéhrend der Therapie betreffen die Ringformen, da diese in den
Ausstrichen in vivo sichtbar sind (s.0.). So ist zum Bearbeiten der Fragestellung ein
Vergleich der Ringformen der Studien sinnvoll. Jedoch konnen die Ringformen der in
vitro-Serien nicht wie in der in vivo-Untersuchung grofBtenteils diinnen Ringen, sondern
Ringformen mit verbreitertem Zytoplasmaband (Zytoplasma > 2x Kern) zugeordnet
werden. Hinzu kommt, dass viele Plasmodien der in vitro-Serie bereits zu Beginn in
threr Morphologie gestort sind. Dies zeigt sich ebenfalls in den folgenden Stunden nach
Therapiebeginn der in vitro-Serien. Auf eine Einteilung in Gruppen wie im ersten
Studienabschnitt musste ich in diesem Studienabschnitt verzichten, da bei der
Einteilung der Ringe in die Gruppen I-III (vgl. Kapitel 2.5.) der Hauptteil der
Ringformen der Gruppe I1I oder gar der Gruppe VI zugeordnet werden miisste.

Ein Vergleich der Studien konnte dennoch durch Analyse der Struktur des Zytoplasmas

erfolgen.

2.6.1.3 Synchronisationsproblem

Im Vergleich der Ausstriche beider in vitro Serien féllt auf, dass die Plasmodien der
Chinin-Serie in den Ausstrichen vor Zugabe von Chinin in stark gestdrten Formen
vorliegen. In der Kontroll-Serie ist dies nicht der Fall. Die beiden Serien diirften zu
diesem Zeitpunkt jedoch keine Unterschiede der Plasmodien zeigen, da diese aus der
selben Kultur stammen und somit identisch sein miissten. Zugrunde liegt diesem
Befund ein Schaden der Plasmodien durch die iibliche Synchronisation. Die Plasmodien

der folgenden Blutausstriche der Chinin-Serie weisen diese Problematik nicht mehr auf.
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2.6.2 Vergleich der in vitro-Ausstriche: Chinin- & Kontroll-Serie

Zum Vergleich der in vitro-Serien habe ich diese nach den Plasmodien-Formen der
asexuellen Entwicklungsstadien und deren Vorkommen iiber den zeitlichen Verlauf
beurteilt. Es erfolgte die Einteilung von jeweils 100 Plasmodien aus randomisierten
Blutausstrichen der in vitro-Serien in Ringformen, Trophozoiten, reifen Trophozoiten
und Schizonten (7abelle 2.6.1, Abb. 2.6.1). Unter die ,,Trophozoiten* wurden ebenfalls
junge Trophozoiten mit noch diskret sichtbarer Vakuole eingeteilt. Plasmodien wurden,
solange diese als Ringstruktur erkennbar waren, den Ringformen zugeteilt, auch bei

deutlich gestorten Formen.

2.6.2.1 Graphische Darstellung der Verteilung der in vitro-Serien

Das Vorkommen der unterschiedlichen Formen {iiber den Therapieverlauf wurde
graphisch mit Hilfe von Balken-Diagrammen dargestellt. Hierbei wird auf der Abszisse
der Verlauf der Therapie bzw. des Plasmodienzyklus in Stunden und auf der Ordinate
der prozentuale Anteil der Plasmodien in den Gruppen zu den jeweiligen Stunden

aufgetragen.

2.6.3 Vergleich der in vitro-Serien mit den in vivo-Plasmodien

Die Plasmodien der beiden in vitro-Serien wurden im weiteren nach strukturellen
Unterschieden der vorkommenden Formen verglichen und die strukturellen
Unterschiede anschliefend im Vergleich zu den in vivo-Plasmodien analysiert. Hierfiir
habe ich die Plasmodien in den Blutausstrichen jeweils am Lichtmikroskop fotografiert

und nach Form und Struktur verglichen.

Abb. 2.6.1: Plasmodien-Formen der in vitro-Studie (Kontroll-Serie): 1%/
a) Ringformen, b) junger Trophozoit, c) Trophozoit, d) reifer Trophozoit, e) Schizont
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In vitro-Studie: Formen der Plasmodien

a) Ringformen

Zu diesen wird jegliche Ringform der Kulturen gezihlt und weiter in intakte
Ringe und gestorte Ringformen unterteilt. Die Plasmodien dieser Gruppe haben
einen Kern und eine Vakuole die von einem Zytoplasmaband unterschiedlicher
Breite und Struktur umschlossen wird. Es erfolgt keine weitere Unterteilung
nach der Kern-Plasma-Relation, da bereits vor Therapiebeginn nur sehr wenige
Plasmodien mit sehr diinnem Zytoplasma in den Ausstrichen sichtbar sind.

b) junge Trophozoiten
Trophozoiten an der Grenze zu den Ringformen. Eine diskrete Vakuole ist nahe
dem Kern sichtbar, ansonsten Tendenz zu den Trophozoiten: das Zytoplasma
zeigt eine inhomogene Struktur mit Verdichtungen (siehe unter c).

c) Trophozoiten
Leicht vergrdsserte Plasmodienenform, ohne zentrale Vakuole und dadurch von
den Ringformen abgrenzbar. Zudem UnregelmiBigkeiten des Zytoplasma mit
Strukturverdichtungen, beginnenden rot-gefarbten Bereichen oder Vakuolen im
Zytoplasma. Die Plasmodien sind in der Grosse kleiner als der halbe
Erythrozyten-Durchmesser.

d) reife Trophozoiten

Plasmodium grofBler als die Halfte des Erythrozyten-Durchmessers. Kernstruktur
meist aufgelockert, Zytoplasma mit rot gefarbten Bezirken. Im Unterschied zu
den Schizonten weiterhin nur eine Kern abgrenzbar, ansonsten nach Gréfe und
Morphologie den Schizonten dhnlich.

e) Schizonten
Mehrkernige, den Wirtserythrozyten ausfiillende Plasmodienform.

f) Rest

Alle so stark morphologisch gestérte Formen die nicht in die obigen Gruppen

eingeordnet werden konnen.

Tabelle 2.6.1 Plasmodien-Formen der in vitro-Studie
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3. Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Riickgang der Parasitimie unter Therapie

Initial zeigte der Patient eine Parasitimie von 219%o, d.h. jeder 4. bis 5. Erythrozyt war
von einem oder mehreren Plasmodien befallen (Diagr: 3.1.1). Nach Beginn der Therapie
zeigte sich zunidchst eine stabile Parasitimie bei durchschnittlich 218%o (209-224%o).
Im weiteren Verlauf erfolgte durch einen partiellen Austausch des Blutes (1.900ml),
beginnend 10 min nach der 2. Therapiestunde iiber die Dauer von ca. 2 Stunden, die
rasche Reduktion der Parasitenlast bis zur fiinften Stunde auf 50-60%.. Im weiteren
Verlauf noch bis zur 22. Stunde Parasitimien iiber 50%o, folgend iiber 4 Stunden
Parasitdmien bei ca. 30%o. Zur 27. Stunde waren noch 12%o und folgend < 10%o der

Erythrozyten von Plasmodien befallen. Nach 40 Stunden Therapie waren noch 1%o der

Erythrozyten betroffen.

Anhand des Verlaufs der Parasitimie kann erst nach der 22. Stunde auf eine

beginnende Wirkung der Therapie geschlossen werden.

Verlauf der Parasitamie
250

200

150

0‘“‘lIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII.-------- = —

012345678 91011121314151617 181920212223 242526272829 3031323334 353637 383940
Therapie in Stunden

Diagramm 3.1.1: Verlauf der Parasitimie
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Parasitamie in %o
o

5

o
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3. Ergebnisse

3.2 Lichtmikroskopische Untersuchung der Plasmodien

Das Vorkommen der zu Gruppen zusammengefassten Plasmodien wurde iiber die Dauer
der Therapie analysiert. Zundchst habe ich die Priasenz der einzelnen Gruppen iiber den
Verlauf der Therapie untersucht und anschlieBend mit der Héufigkeit der anderen

Gruppen verglichen.

3.2.1 Yorkommen der Gruppen I-VI iiber den Verlauf der Therapie

Folgend wird die Pridsenz der einzelnen Plasmodien-Gruppen iiber den Verlauf der

Therapie dargestellt.

3.2.1.1 Gruppe I (Ringformen)

Struktur: Die intakten runden Ringe der Gruppe I - Plasmodien sind von geringer Grofle

und haben ein diinnes Zytoplasmaband mit homogener Struktur (4bb.3.2.1, Tab. 3.2.1).

Vor Therapiebeginn dominieren sie das Bild deutlich im peripheren Blutausstrich und
sind im Verlauf der ersten Stunden rasch riicklaufig (Diagramm 3.2.1a/b). Wéhrend vor
Therapiebeginn 64% der Plasmodien der Gruppe I zugeteilt werden, sinkt der Anteil der
Plasmodien dieser Gruppe in den ersten beiden Stunden der Therapie bereits auf
durchschnittlich 27% (22-31%). Nach drei Stunden Therapie liegt der Anteil bei 5%, im

weiteren Verlauf zwischen 0-16%.
Bereits eine Stunde nach Therapiebeginn hat sich der Anteil der Gruppe I -

Plasmodien mehr als halbiert und diese sind dann nur noch selten im peripheren

Blutausstrich zu sehen.
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3. Ergebnisse

- Zytoplasma < Kerndurchmesser
I - intakte, runde Ringe mit geringer Grofe
- Zytoplasma und Kern homogen, nicht durch Vakuolen aufgelockert

Tabelle 3.2.1: Kriterien der Gruppe I - Plasmodien

Anteil (in %)

0 (] 12 18 4 30
Therapiedauer (in h)

Plasmodien Gruppe |
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Therapie in Stunden

Abbildung 3.2.1, Diagramm 3.2.1a/b: Gruppe I - Plasmodien, im Punktediagramm mit
Trendlinie und im Balkendiagramm, Anteil (%) im Therapieverlauf (h) %/
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3.2.1.2  Gruppe II (Ringformen)

Struktur: Die Ringformen der Plasmodien der Gruppe II zeigen im Vergleich zur
Gruppe [ leicht vergroferte Ringformen mit etwas verbreitertem Zytoplasma. Die
Struktur des Zytoplasmabands weist teilweise Inhomogenititen auf (4bb. 3.2.2, Tab.
3.2.2).

Wihrend vor Therapiebeginn 12% der Plasmodien dieser Gruppe zugehoren, hat sich
deren Anteil nach Beginn der Therapie mit 29% mehr als verdoppelt. Nach einer
weiteren Stunde ist mehr als jedes dritte Plasmodium (37%) im peripheren Ausstrich
dieser Gruppe zuzuordnen, um iiber die folgenden vier Stunden durchschnittlich 25%
(20-28%) auszumachen.

Ab der 7. bis zur 17. Therapiestunde zeigen die Plasmodien dieser Gruppe eine breite
Streuung in ihrem Vorkommen, die Werte schwanken von 4% bis 47% und liegen im
Durchschnitt bei 23%. Von der 18. bis 25. Stunde bleiben die Werte bei durchschnittlich
10% (0-20%) und ab der 26. Stunde zwischen 1-11% (Diagr. 3.2.2 a/b)

Trotz einer groflen Spannweite der Werte wihrend der 7. - 17. Stunde kann eine

Tendenz zu vermehrtem Vorkommen der Gruppe II innerhalb der ersten Stunden

nach Therapiebeginn festgestellt werden.
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II

- Zytoplasma 1-2 facher Kerndurchmesser

- runde Form des Ringes noch intakt, Groenzunahme der Ringe

- Zytoplasma homogen oder beginnend inhomogen, keine deutlichen
Vakuolen

- Plasmodien-Ringe nicht in Gruppe I oder III zuzuordnen (flieBender
Ubergang)

Tabelle 3.2.2: Kriterien der Gruppe II - Plasmodien

Anteil (in %)

[] ] 12 18 4 30
Therapiedauer (in h)

Anteil (%)
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Abbildung 3.2.2, Diagramm 3.2.2a/b: Gruppe II - Plasmodien, im Punktediagramm mit
Trendlinie und im Balkendiagramm, Anteil (%) im Therapieverlauf (h) 7/
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3.2.1.3 Gruppe III (Ringformen)

Struktur: Im Unterschied zu den Ringformen der Gruppe I und II haben diese
Plasmodien ein iiber den doppelten Kerndurchmesser verbreitertes Zytoplasmaband mit
vakuolenhaltiger, inhomogener Struktur und zeigen hierdurch leichte Unregelmafig-

keiten in der Plasmodien-Form (4bb.3.2.3, Tabelle 3.2.3).

Vor Therapiebeginn sind 4% der im peripheren Blutausstrich sichtbaren Plasmodien in
dieser Gruppe. Nach Therapiebeginn steigt der Anteil in den ersten beiden Stunden auf
durchschnittlich 14% (8-19%), um dann von der 3. bis 5. Stunde mehr als 40% (40-
45%) der Plasmodien auszumachen. Im weiteren zeigen die Plasmodien dieser Gruppe —
wie auch die Plasmodien der Gruppe II — eine breite Streuung der Werte von der 6. bis
17. Stunde um durchschnittlich 39% (11-69%). Von der 18. bis 21. Stunde gehdren im
Mittel 47% (39-53%) den Gruppe III - Plasmodien an, um im weiteren Verlauf von der
22. bis 26. Stunde mit fallender Tendenz auf zunéchst 39% (23-51%) und im weiteren
von der 27. bis 31. Stunde auf durchschnittlich 21% (8-31%) zuriickzugehen (Diagr.
3.2.3).

Es besteht eine groBe Spannweite der Werte, dennoch ist eine Tendenz iiber das

Vorkommen der Plasmodien im Verlauf der Therapie auszumachen:
Vor Therapiebeginn ist die Gruppe III kaum im peripheren Ausstrich zu sehen.

Mit beginnender Therapie steigt deren Anteil nach der 3. Stunde bis max. 69% an,

um im spiiteren Verlauf nach der 26. Stunde wieder zuriickzugehen.
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- Zytoplasma breiter als doppelter Kerndurchmesser

Ringform in der ,,runden & gleichméBigen® Form gestort mit
I GroBenzunahme

Zytoplasma und Kern verbreitert, inhomogen mit Vakuolen und
Verdichtungen

Tabelle 3.2.3: Kriterien der Gruppe III - Plasmodien

Anteil (in %)

Therapiedauer (in h)

Plasmodien Gruppe I
100

Anteil (%)

Therapie in Stunden

Abbildung 3.2.3, Diagramm 3.2.3a/b: Gruppe Il - Plasmodien, im Punktediagramm
mit Trendlinie und im Balkendiagramm, Anteil (%) im Therapieverlauf (h) *¥
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3.2.1.4 Gruppe IV (Accolés)

Die Accolé-Formen der Gruppe IV mit ihrem vollstindig dem Erythrozyten anliegenden
Kern und Zytoplasma (4bb.3.2.4, Tabelle 3.2.4) kommen mit stets < 9% im Verlauf der
Therapie vor und sind ohne Charakteristika zu den unterschiedlichen Zeitpunkten nach

Therapiebeginn (Diagramm 3.2.4a/b).

Es kann kein charakteristisches Vorkommen der Accolé-Formen im Verlauf der

Therapie beobachtet werden.
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Accolé — Form:
v - Zytoplasma ganz an die Erythrozyten-Membran angeschmiegt
- keine zentrale Vakuole sichtbar

Tabelle 3.2.4: Kriterien der Gruppe IV - Plasmodien

Anteil (in %)
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Abbildung 3.2.4, Diagramm 3.2.4a/b: Gruppe 1V - Plasmodien, im Punktediagramm mit
Trendlinie und im Balkendiagramm, Anteil (%) im Therapieverlauf (h) 1%/
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3.2.1.5 Gruppe V (Accentués)

Dieser Gruppe der Plasmodien, welche die Kontinuitét der Erythrozytenmembran stdren
und die Erythrozyten-Membran hervorwdlben (4bb.3.2.5, Tabelle 3.2.5), sind in den
ersten sechs Stunden nach Therapiebeginn weniger als 2% der Plasmodien zuzuordnen.
Ab der 7. bis zur 12. Stunde bleibt die Anzahl bei durchschnittlich 5% (0-7%) um im
weiteren zunehmend im Bild des peripheren Ausstrichs sichtbar zu sein. So sind von der
13.-17. Stunde im Mittel 13% (6-22%) in dieser Gruppe. Von der 18. bis 23. Stunde
erreicht die Anzahl der Plasmodien 24% (11-32%) um im weiteren von der 24. bis 28.
Stunde ihren Hohepunkt mit durchschnittlich 34% (22-45%) zu erreichen. Im weiteren
gehen die Plasmodien dieser Gruppe wieder von der 29. bis 31. Stunde auf 23% (18-
31%) zuriick (Diagramm 3.2.5a/b).

Die Accentué-Formen sind initial kaum im peripheren Blutausstrich zu sehen und

kommen zunehmend mit fortschreitender Therapie im peripheren Blutausstrich

VOr.
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“Accentué¢” — Form:
V  Kontinuitdt der Erythrozytenmembran wird durch sich stark vorwdlbende
Plasmodien gestort.

Tabelle 3.2.5: Kriterien der Gruppe V - Plasmodien

Anteil (in %)

Therapiedauer (in h)

Plasmodien Gruppe V
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Abbildung 3.2.5, Diagramm 3.2.5a/b: Gruppe V - Plasmodien, im Punktediagramm mit
Trendlinie und im Balkendiagramm, Anteil (%) im Therapieverlauf (h) 7/
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3.2.1.6  Gruppe VI (Restgruppe)

Bereits vor Beginn der Therapie sind 18% der Plasmodien keiner der obigen Gruppen
zuzuordnen. Bis 12 Stunden nach Therapiebeginn bleibt deren Anteil bei
durchschnittlich 25% (19-33%) der Gesamtplasmodienzahl. Im weiteren sinkt der
Anteil von der 13.-24. Stunde auf im Mittel 18% (9-28%), um mit weiter
fortschreitender Therapie (25.-28. Stunde) auf 25% (20-29%) anzusteigen. Daraus folgt,
dass insgesamt bis zur 28. Stunde im Durchschnitt 22% (9-33%) dieser Gruppe
angehoren. Im weiteren Verlauf beginnt der Anteil dieser Gruppe stark zuzunehmen,
von der 29. bis 31. Stunde sind durchschnittlich 52% (44-66%) hier einzuteilen
(Abb.3.1.6, Tabelle 3.2.6, Diagramm 3.2.6 a/b).

Die Plasmodien der Restgruppe machen bis zur 28. Stunde etwa ein Viertel der

Plasmodien aus, um dann stark anzusteigen.
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VI  Plasmodien morphologisch nicht in die anderen Gruppen einzuteilen

Tabelle 3.2.6: Kriterien der Gruppe VI - Plasmodien

Anteil {in %)

Therapiedauer (in h)

Plasmodien Gruppe VI

Anteil (%)
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Therapie in Stunden

Abbildung 3.2.6, Diagramm 3.2.6a/b: Gruppe VI - Plasmodien, im Punktediagramm
mit Trendlinie und im Balkendiagramm, Anteil (%) im Therapieverlauf (h) 1>/
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3.2.2 Vergleich der Gruppen

Die Gruppen einzeln betrachtet zeigen ein unterschiedliches Vorkommen der
Plasmodien-Gruppen iiber den Verlauf der Therapie. Ein direkter Vergleich verdeutlicht

dies nun im Folgenden.

Zunichst werden die Ringformen gemeinsam im Vergleich zu den Gruppen ohne
typische Ringstruktur betrachtet (Gruppe I+II+III vs. Gruppe V und VI). Im weiteren
werden dann die Einzelgruppen der Ringformen untereinander verglichen (Gruppe I, 11

& 10).

Die Plasmodien der Gruppe IV (Accolé-Form) kommen in nur geringem Ausmass liber
den Verlauf der Therapie vor und zeigen zudem kein charakteristisches Vorkommen
iiber die Zeit, so dass ich im Folgenden auf die Plasmodien dieser Gruppen nicht ndher

eingehen werde und die Ausfithrungen auf die Gruppen I-III, V und VI beschrinke.

3.2.2.1 Ringformen vs. Accentué-Formen und Restgruppe

Zur besseren Ubersicht werden die Ringformen in den folgenden Diagrammen
einheitlich gefarbt dargestellt (Diagr. 3.2.7) und zusammengefasst als ,,Ringformen* mit

den Plasmodien der Accentué- und Restgruppe verglichen (Diagr. 3.2.8, Diagr. 3.2.9).

Vor Beginn der Therapie lassen sich 80% der im peripheren Blutausstrich sichtbaren
Plasmodien den Ringformen (Gruppe I, Il und III) zuordnen, das heisst es sind im
peripheren Ausstrich groftenteils Ringstrukturen ohne, beziehungsweise mit nur
geringem Kontakt zur Erythrozytenmembran sichtbar.

Die die Kontinuitdt der Erythrozytenmembran unterbrechende Accentué-Formen
(Gruppe V) kommen vor Beginn der Therapie hingegen mit 2% nur sehr selten vor, und
18% der Plasmodien sind in ihrer Morphologie so gestort, dass sie der Restgruppe
zugehoren.

Die Gesamtzahl der Ringstrukturen (Gruppe I-III) bleibt im Verlauf der Therapie bis
zur 16. Stunde dominierend bei durchschnittlich 70% (61-80%), wéihrend die Accentué-
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Formen ab der 13. Stunde zunehmend vorkommen (13.-17. Stunde: Mittelwert 13%, 6-
22%).

Im weiteren Verlauf nehmen die Accentué-Formen weiter zu (18.-23.h: Mittelwert
24%, 11-32%) und erreichen zur 24.-28. Stunde mit durchschnittlich 34% (22-45%) ihr
Maximum, wihrend die Ringformen ab der 17. Stunde beginnend zuriickgehen (17.-
23h: Mittelwert 56%, 51-65%:; 24.-26.h: Mittelwert 46%, 43-52%; 27.-31.h: Mittelwert
30%, 25-31%).

Die Ring- und Accentué-Formen (Gruppen I+II+I1I+V) gemeinsam machen bis 28
Stunden nach Therapiebeginn durchschnittlich 76% (61-89%) der Plasmodien aus.

Mit beginnendem Riickgang der Accentué-Formen nach 29 Stunden und weiterem
Riickgang der Ringformen sinkt der Anteil dieser Plasmodien innerhalb von zwei
Stunden auf zundchst < 50%, um dann innerhalb weiterer zwei Stunden auf < 40%

zuriickzugehen.

Die morphologisch gestorte Formen (Gruppe VI) nehmen im Gegensatz dazu von
zuvor durchschnittlich 22% (9-33%) tber die ersten 28 Stunden auf durchschnittlich
45% (44-46%) in der 29. und 30. Stunde und 66% zur 31. Stunde zu.

Vor Beginn der Therapie wird das Bild im peripheren Blutausstrich von
Ringformen dominiert. Diese gehen zugunsten zunehmender Accentué-Formen im
fortgeschrittenen Verlauf der Therapie zuriick. Im weiteren findet ebenfalls ein
Riickgang der Accentué-Formen und eine Zunahme der morphologisch gestorten

Plasmodien im peripheren Blutausstrich statt.
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Diagramm 3.2.7: Ringformen im Verlauf der Therapie
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Diagramm 3.2.9: Ringe, Accentués und Rest im Verlauf iiber die Therapie
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3.2.2.2 Vergleich der Ringformen
Nachdem im Vergleich der Ringformen zu der Gruppe V und Gruppe VI eine

Verinderung der Plasmodien im weiteren Therapieverlauf gezeigt werden konnte,
werden nun die Ringformen mit ihrem relativ konstanten Gesamtvorkommen iiber die

ersten 16 Stunden der Therapie analysiert (Diagramm 3.2.10).

Vor Therapiebeginn dominieren die Plasmodien der Gruppe I mit 64%, 12% der
Plasmodien sind der Gruppe II zuzuordnen und nur wenige der Ringstrukturen zeigen

Charakteristika der Gruppe III.

Nach einer Stunde der Therapie hat sich das Verhiltnis der drei Gruppen bereits
gedndert: die Gruppen I, I und III liegen nun in anndhernd gleicher Anzahl mit leichtem
Uberwiegen der Gruppe 11 Plasmodien vor (I: 22%, 11: 29%, I1I: 19%).

Die Plasmodien der Gruppe I sind auf '/5 ihres Ausgangswertes zuriickgegangen (Oh:
64% 1h: 22%), der Anteil der Plasmodien der Gruppe II hat sich mehr als verdoppelt
(Oh: 12% 1h: 29%) und die Plasmodien der Gruppe III haben sich anndhern verfiinffacht
(Oh: 4%, 1h: 19%).

Nach der zweiten Stunde der Therapie ist das Verhéltnis der Gruppen &dhnlich der
Stunde zuvor, die Gruppe II Plasmodien sind weiter etwas haufiger als die der Gruppe I
im Ausstrich zu sehen, die Plasmodien der Gruppe III sind weiter nur selten sichtbar (I:

31%, 1I: 37%, III: 8%).

Nach 3 Stunden bis zur 5. Stunde der Therapie hat sich das Verhéltnis der
Plasmodiengruppen I-1II im Vergleich zu der Situation vor Therapiebeginn gekehrt.

Die Plasmodien der Gruppe I haben nun einen Anteil von durchschnittlich 6% (2-10%,),
wihrend die Plasmodien der Gruppe III 43% (40-45%) im peripheren Ausstrich
ausmachen und somit am haufigsten im peripheren Blutausstrich sichtbar sind (zuvor
10% (4-19%)). Die Gruppe II-Plasmodien sind wieder leicht riickldufig auf 24% (20%-
28%) der Plasmodien.
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In der 7. Stunde nach Therapiebeginn erreichen die Plasmodien der Gruppe I
nochmals einen Anteil von 16% der Plasmodien, um im weiteren Verlauf bei
durchschnittlich 3% (0-15%) zu bleiben.

Die Plasmodien der Gruppen II und III schwanken wie bereits obig beschrieben ab der
6./7. Stunde sehr in threm Vorkommen (Gruppe III: Mittelwert 39% (11-69%), Gruppe
II: Mittelwert 23% (4% bis 47%).

Ab der 18. Stunde zunehmendes Uberwiegen der Gruppe I1I-Plasmodien bei Riickgang

des Anteils der Ringformen.

Plasmodien Gruppe |, Il & llI
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Diagramm 3.2.10: Vergleich der Ringformen (Gruppe I-111)
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o

3.2.2.3 Kombination der Gruppen

Wihrend die Plasmodien der Gruppe I ein Verlauf mit einer Dominanz vor Beginn der
Therapie zeigen, weisen die Plasmodien der Gruppen II und III im Zeitraum von der
7. bis zur 17. Stunde eine groBe Streuung der Werte mit bis zu iiber 40% von einer
Stunde zur nichsten auf.

Eine Ursache dieser Streuung konnte an den zu diesem Zeitpunkt vorliegenden
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Verdnderungen der Struktur des Zytoplasma und des Kerns bei Plasmodien sein, welche
mit der Kern-Plasma-Relation grenzwertig zwischen der 2. und 3. Gruppe liegen. So
sind in diesen Gruppe ein verbreitertes Zytoplasma mit beginnender Vakuolisierung und
Inhomogenitit und zudem eine VergrofBerung des Kerns festzustellen. Eine im Vergleich
zum Kern stirkere VergroBerung des Zytoplasmas verfalscht die Kern-Plasma-Relation.
Die Plasmodien werden hierdurch trotz stirker verbreitertem Zytoplasma noch der

Gruppe 11 zugeordnet.

Bei der Zusammenfassung der Gruppen II und III zu einer Gruppe zeigt sich ein
deutlich homogenerer Verlauf der Werte, da sich die Werte dieser Gruppen ergénzen

(Diagramm 3.2.11).

Bereits in der ersten Stunde nach Beginn der Therapie steigt der Anteil der
zusammengefassten Gruppe von zunéchst 16% vor Therapiebeginn auf 47% (45-48%).
Nach der 3. Therapiestunde steigt die Anzahl der gemeinsamen Gruppe auf 72% an.
Dies bedeutet, dass nach drei Stunden der Therapie mehr als 2/3 der im peripheren
Ausstrich sichtbaren Plasmodien Ringe ein verbreitertes Zytoplasma besitzen und
beginnende Verdnderungen der Kern- und Zytoplasmastruktur zeigen.

Bis 16 Stunden nach Therapiebeginn bleibt der Anteil der zusammengefassten
Plasmodien bei durchschnittlich 64% (55-76%), um 1m weiteren Verlauf

zuriickzugehen.

Beim Vergleich der Gruppe I mit der zusammengefassten Gruppe II und III zeigt
sich, dass bei in etwa gleichbleibender Anzahl der Gesamtringformen die Gruppe I
-Plasmodien innerhalb der ersten Stunden rasch von Formen mit beginnenden
Verinderungen (Gruppe II und III) im peripheren Blutausstrich abgelost werden
(Diagramm 3.2.12).
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Plasmodien Gruppe Il & lII
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Diagramm 3.2.11: Ringformen Il +III im Therapieverlauf
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Diagramm 3.2.12: Ringformen [ und Il +11I im Therapieverlauf

62




3. Ergebnisse

3.2.3 Absolutzahlen der Plasmodiengruppen

Um festzustellen, ob die Verdnderungen der prozentualen Verteilung der Plasmodien die
Folge der Selektion einer bestimmter Plasmodiengruppe ist, wurde die absolute Anzahl
der Plasmodien berechnet und mit dem Verlauf der prozentualen Anteile der

Plasmodiengruppen verglichen.

Absolutzahlen

Gruppe I-VI
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Anzahl Plasmodien pro ul Vollblut

Diagramm 3.2.13: Gesamtzahl der Plasmodien im Therapieverlauf, unterteilt in die
Gruppen I-VI

3.2.3.1 Gesamtanzahl der Plasmodien
Die Gesamtzahl der Plasmodien (Diagr. 3.2.13) entspricht ungefdhr dem Verlauf der

Parasitdmie (Diagramm 3.1.1). Es lassen sich verschiedene Abschnitte erkennen:

Vor Beginn der Therapie bis nach der 3. Stunde befinden sich zunédchst im Durchschnitt
620 000 Plasmodien pro Mikroliter (543-652 Tsd./ul) im Vollblut des Patienten. Die in
den ersten Stunden fallenden Werte der Absolutzahlen sind hierbei durch die vor Beginn
des partiellen Blutaustauschs infektionsbedingt sinkenden Gesamterythrozytenzahl
bedingt (siehe Diagramm 3.2.14).
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Im Anschluss ist der deutliche Einfluss des partiellen Blutaustausches zu erkennen, der
eine Reduktion der Plasmodienzahl iiber zundchst 408 000 Plasmodien/ul zur 4. Stunde
auf 212 000/pul zur 5. Stunde bewirkt. Ab diesem Zeitpunkt besteht wieder ein relativ
konstantes Niveau mit durchschnittlich 182 000 Plasmodien/pl (146-218 Tsd./ul) bis zur
22. Stunde. Im Anschluss fillt die Plasmodienzahl ab der 22. Stunde auf
durchschnittlich 113 Tsd./ul (102-117 Tsd./ul). Zur 27. Stunde geht diese iiber zunéchst
42 Tsd./ul auf durchschnittlich 20 Tsd./ul (14-23 Tsd/ul) von der 28. bis 31. Stunde

zurick.

Anteil befallener Erythrozyten an der Gesamterythrozytenzahl
mit Gruppenanteilen der Gruppen I-VI
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Diagramm 3.2.14: Abhdngigkeit der Absolutzahlen von der Gesamterythrozytenzahl des
Patienten. Die laborchemisch gemessenen Erythrozytenwerte sind dunkelgrau unterlegt.
Die Absolutzahlen der Gruppen entsprechend denen im Diagramm 3.2.13
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3.2.3.2 Absolutanteil der Plasmodien-Gruppen

Beim Vergleich der Verteilungskurven der Absolutzahlen-Gruppen mit der prozentualen
Verteilung der Gruppen lassen sich zwei grundlegende Unterschiede ausmachen (Diagr.

3.2.1-6 und Diagr. 3.2.15-20):

Zum einen zeigt sich, entsprechend der Reduktion der Gesamtzahl der Plasmodien
durch den partiellen Blutaustausch, ebenfalls eine Reduktion der einzelnen Plasmodien-
Gruppen. Ausser dieser Verminderung der Parasitenzahl wird die Verteilung der
Gruppen im Rahmen des partiellen Blutaustauschs jedoch weder durch die Entnahme
des Patientenblutes noch durch die Gabe der Erythrozytenkonzentrate beeinflusst. Dies
spiegelt sich in einem — vom partiellen Blutaustausch abgesehen — nahezu identischen
Verlauf der absoluten Plasmodienzahlen im Vergleich mit der prozentualen Verteilung

der Gruppen wieder, solange die Parasitdmie auf relativ konstantem Niveau verldutft.

Ab der 22. Stunde, dem Zeitpunkt an dem die Parasitimie durch die Chinin-Therapie
eindeutig reduziert wird, beginnt der Verlauf der Absolutzahlen von der prozentualen
Verteilung der Gruppen abzuweichen. Dies zeigt sich hauptsdchlich in den Gruppen III,

V und VI, die ab diesem Zeitpunkt im peripheren Blutausstrich dominieren.

Die Verteilungskurve der Plasmodien der Gruppe III geht so bei der absoluten Anzahl
der Plasmodien frither zuriick, als deren prozentualer Anteil anzeigt. Weiterhin steigt
der prozentuale Anteil der Gruppe V bis zu einem Maximum zur 27. Stunde, wihrend
die absolute Parasitenzahl ein Maximum bereits zur 21. Stunde erreicht und dann
wieder zuriickgeht. Die morphologisch gestorten Plasmodien zeigen im Vergleich zu
der prozentualen Verteilung die deutlichste Abweichung: wiahrend die absolute

Parasitenzahl sinkt, zeigt diese Gruppe einen Anstieg des prozentualen Anteils.

Die Ursache dieser Abweichung ist die Wirkung der Chinin-Therapie. So werden die
Plasmodien durch die Medikation verdndert und schliesslich eliminiert. Es erfolgt also
eine Reduktion der absoluten Plasmodienmenge, und die noch verbleibenden Parasiten

sind in einem relativ héheren prozentualen Anteil im peripheren Blutausstrich zu sehen.
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Die im Gegensatz zur Parasitimie feststellbare Abnahme der Gesamtmenge der
Plasmodien durch die verminderte Erythrozytenzahl in den ersten beiden Stunden der
Therapie ist in den Absolutwerte der einzelnen Gruppen ohne Einfluss auf deren
Verlauf. So geht die Anzahl der Gruppe I - Plasmodien wie auch im prozentualen
Studienabschnitt innerhalb der ersten Stunden zuriick, wahrend die Plasmodien der

Gruppe II und III vermehrt im peripheren Blutausstrich sichtbar sind.

Die Absolutzahlen spiegeln in den diagnostisch wichtigen ersten Stunden der
Therapie den Verlauf der prozentualen Verteilung wieder. Erst ab einer Reduktion
der Parasitimie durch die Chinin-Therapie (s. Kapitel 3.1) zeigt sich ein relatives
Uberwiegen der prozentualen Anteile der zu diesem Zeitpunkt dominierenden
Gruppen. Die Selektion einer Plasmodiengruppe ist somit in den ersten Stunden

nicht die Ursache der in Kapitel 3.2 gezeigten prozentualen Verinderungen.
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Diagramm 3.2.15: Anzahl der Gruppe I - Plasmodien im Therapieverlauf
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Diagramm 3.2.16: Anzahl der Gruppe II - Plasmodien im Therapieverlauf
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Diagramm 3.2.17: Anzahl der Gruppe III - Plasmodien im Therapieverlauf

Anzahl Plasmodien pro ul Vollblut

Absolutzahlen
Gruppe IV
450000
400000
350000
300000
250000
200000
150000
100000
50000

0 == 00
012345678 9101121314151617 18 1920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
Therapiedauer in Stunden

Diagramm 3.2.18: Anzahl der Gruppe 1V - Plasmodien im Therapieverlauf
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Diagramm 3.2.19: Anzahl der Gruppe V - Plasmodien im Therapieverlauf

Anzahl Plasmodien pro pl Vollblut
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Diagramm 3.2.20: Anzahl der Gruppe VI - Plasmodien im Therapieverlauf
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3.2.4 Zusammenfassung des ersten Studienteils

Zusammenfassend kann gezeigt werden, dass zu Beginn der Therapie Plasmodien der
Gruppe I dominieren. Diese gehen dann bereits innerhalb der ersten beiden Stunden
nach Therapiebeginn bei relativ konstanter Anzahl der Ringformen rasch zuriick und die
Plasmodien der Gruppen II und III nehmen zu. Mit dem Riickgang der Ringformen
kommen vermehrt Accentué-Formen im peripheren Blutausstrich vor, um schliesslich
beim Fortschreiten der antiparasitiren Therapie ebenfalls zurlickzugehen und
morphologisch gestorten Plasmodien der Gruppe VI das Bild im Blutausstrich zu
iiberlassen (Diagramm 3.2.21 und 3.2.22).

Somit kann bereits in den ersten Stunden nach Beginn der Therapie ein
unterschiedliches Vorkommen der Plasmodien mit lichtmikroskopisch sichtbaren

Verinderungen der Plasmodien gezeigt werden.
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Plasmodienformen im Verlauf
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Diagramm 3.2.21: Hintereinander-projizierte Darstellung der Plasmodien- Gruppen,
Gruppe 2 und Gruppe 3 zu einer Gruppe zusammengefasst.
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Diagramm 3.2.22: Plasmodien-Gruppen in prozentualer Verteilung im Therapieverlauf
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3.3 Analvse der Blutausstriche am Computer

Im vorigen Kapitel (3.2) zeigte sich in der Analyse der Blutausstriche des Patienten iiber
den Verlauf der Therapie Verdnderungen der Plasmodienstrukturen. Um die am
Lichtmikroskop postulierten und erhobenen Werte zu belegen, habe ich die Plasmodien
am Computer vermessen und analysiert. Als gute Parameter zur Vermessung bietet sich

die Grofle der Plasmodien und die Kern-Plasma-Relation an (7abelle 3.3.1).

1. Zytoplasmabandbreite
a) absolute Breite
b) Kern-Plasma-Relation

2. GroBe der Plasmodien
a) absolute Grosse
b) GroBe in Relation zum Erythrozyten

Tabelle 3.3.1: Parameter zur Messungen der Plasmodien anhand von Digitalfotos

3.3.1 Breite des Zytoplasmabandes

Ein wichtiges Einteilungskriterium der Plasmodien am Lichtmikroskop ist, wie im
ersten Studienabschnitt beschrieben, die VergroBerung des Zytoplasmas und die damit
zusammenhédngende Kern-Plasma-Relation. Die Verbreiterung des Zytoplasmabandes
wurde anhand der absoluten Werte und im Vergleich mit dem Kerndurchmesser

analysiert (Kern-Plasma-Relation).

3.3.1.1 Absolute Breite des Zytoplasmas

Der Durchmesser des Zytoplasmas wurde mit Hilfe des Verlaufs der Mediane mit
Standardabweichung und den oberen und unteren Quartilen zu den jeweiligen
Zeitpunkten der Therapie analysiert und im Boxplot graphisch dargestellt (7ab. 3.3.2,
Diagr. 3.3.1).

72



3. Ergebnisse

Bei nummerischer Analyse des Zytoplasmas kann die bereits im vorangehenden Teil der
Studie gezeigte Verbreiterung des Zytoplasmabandes im Verlauf der Therapie verifiziert
werden.

So zeigt der Median der Zytoplasmabédnder zunédchst einen Anstieg von initial 0,64pum
(SD +/-0,3) auf 0,85um (SD +/-0,31) nach einer Stunde Therapie. Im weiteren Verlauf
steigt der Median nach zwei Stunden weiter auf 0,98um (SD +/-0,44). In den néchsten
Stunden gehen diese wieder leicht zurlick auf 0,88um (SD +/-0,49). In den weiteren
Stunden steigt die Breite des Zytoplasmabands weiter auf bis 1,4um (SD +/-0,42) zur
10. Stunde, um im Folgenden zwischen 1,18um (SD +/-0,53) zur 17. Stunde und 1,5um
(SD +/-0,63) zur 14. Stunde zu messen.

Eine Zunahme des Zytoplasmabandes kann somit festgestellt werden.
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Diagramm 3.3.1: Boxplot der Durchmesser des Zytoplasmabands tiber den Verlauf der
Therapie mit Median, 25. und 75. Quantil, Minimal- und Maximalwert

Stunde 5 7 9 10 1l 14 17 2
Median 064 089 098 09 084] 1 1 102 122 13 14 133 15 118 126
S 03 031 04 043 049 042 04 04 048 05 042 051 083 053 062
25. Quantil 052 07 019 0,66 088 085 0 085 082 099 109 1,06 102 087 098
75. Quantil 085 11 12 131 13 132 1.4 134 146 1,69 169 169 19 159 17
Min 03 038 038 035 033 045 038 0% 042 02 05 06 042 042 041
Max 216 18 3.3 23 306 201 243 34 324 318 24 308 3 268 3%

Tabelle 3.3.2: Zytoplasmaband mit Median, 25. und 75. Quantil, Minimal- und
Maximalwert iiber den Verlauf der Therapie (in um)
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3.3.1.2 Kern-Plasma-Relation

Da eine Beurteilbarkeit der Zytoplasma-Durchmesser am Lichtmikroskop angestrebt
wird, hat die Kern-Plasma-Relation als Messinstrument zur Beurteilung der Breite des
Zytoplasmas eine zentrale Bedeutung. Zur Analyse dieser mit den am Computer
gemessenen Werten habe ich die Einteilungskriterien des ersten Studienabschnitts
gewihlt. Dies bedeutet, dass die Plasmodien nach dem Verhéltnis des Zytoplasmas zu
dem einfachen und doppelten Kerndurchmesser in drei Gruppen eingeteilt werden

(Tabelle 3.3.3, Diagramm 3.3.2).

Vor Therapie haben 47% der im peripheren Blutausstrich sichtbaren Plasmodien ein
schmaleres Zytoplasmaband als Kerndurchmesser (Gruppe I). Nach einer Stunde
Therapie fillt deren Anteil auf 20%, um im weiteren Verlauf bei durchschnittlich 18%
(13-29%) zu bleiben. Im weiteren Verlauf der Therapie sinkt der Anteil weiter auf ca.

8% (6-11%).

Die Plasmodien mit einer Zytoplasmabreite des 1-2fachen Kerndurchmessers
(Gruppe II) beinhalten initial 44% der Plasmodien. Im weiteren steigt deren Anteil auf
66% nach einer Stunde Therapie, um im weiteren bis zur 8. Stunde durchschnittlich
59% (53-67%) der Plasmodien auszumachen. Ab der 9. Stunde bleibt der Anteil dieser
Gruppe bei ca. 49% (45-56%). Die Plasmodien dieser Gruppe zeigen somit einen

erhohten Anteil zwischen der 1. und 8. Stunde nach Therapiebeginn.

Die Plasmodien mit einem Zytoplasmaband groler dem doppelten
Kerndurchmesser (Gruppe III) liegen vor Beginn der Therapie bei einen Anteil von
7%. Nach einer Stunde Therapie erhoht sich deren Anteil auf 13%. Von der 3. bis 8.
Stunde an sind durchschnittlich 21% (13-30%) dieser Gruppe zuzuordnen, ab der 9.
Stunde ca. 42% (32-47%).

Die Kern-Plasma-Relation zeigt wie auch die alleinige Betrachtung des Zytoplasmas

eine VergroBerung desselben, wobei diese nicht so deutlich wie bei einer Betrachtung
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der absoluten GroBe des Zytoplasmas ausfillt. Dies ist die Folge eines im Verlauf der
Therapie groer werdenden Kerndurchmessers (7abelle 3.3.4, Diagramm 3.3.3). Dass
der Erfolg der Therapie trotzdem an der Kern-Plasma-Relation sichtbar wird, ist Folge

einer im Vergleich zum Kern deutlicheren Zunahme des Zytoplasmabandes.

Bei Betrachtung der Kern-Plasma-Relation kann bereits friihzeitig in den ersten
Stunden nach Therapiebeginn eine Zunahme des Zytoplasma in Relation zum

Plasmodien-Kern gezeigt werden.

Dies bestitigt die im ersten Studienabschnitt postulierten Gruppen I-III und die
Verdnderungen deren Verteilung iiber den Verlauf der Therapie. Die ausschliessliche
Einteilung iiber die Kern-Plasma-Relation zeigt wie auch im ersten Studienabschnitt
eine Schwankung der Werte im Zeitraum der 6. Stunde nach Therapiebeginn (vgl.
Kapitel 3.2.2.3). Dass der =zusdtzlich zum Zytoplasma sich vergrofernde
Kerndurchmesser die Ursache hierfiir ist, zeigt die im nédchsten Kapitel erfolgte
Einteilung der Kern-Plasma-Relation mit Hilfe einer fixen Zahl anstatt des

Kerndurchmessers.
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Kern-Plasma-Relation

@Cyt>2 x Kern
WmCyt1-2x Kern
OcCyt< Kern

Anteil %

L T T T A T R L F IRk R RS B IR T BT B R
Therapiezeitin Stunden

Diagramm 3.3.2: Kern-Plasma-Relation im Verlauf der Therapie mit
Gruppeneinteilung: Zytoplasma < Kern, 1-2 x Kern und > 2 x Kerndurchmesser

Stunde| 0 1 2 3 4 § b7 § § (l i U} il 2
<AxKem Ll Jl 13 15 19 15 i 19 [ f f T i f §
1-0x Kem “ B i1 4 5 ] 5 5 i 4 6 8 i ) 4
>2x e I £3 ] Kl 2 19 13 ] A {7 i i 4 3 1

Tabelle 3.3.3: Kern-Plasma-Relation im Verlauf der Therapie
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QuerdurchmesserderPlasmodienkerne

Durchmesserin pm
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I
I
I
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0 1 H 3 ] 5 § 1 8 8 [ A R VN S T R AR SR E L |
Therapiedauerin Stunden

Diagramm 3.3.3: Querdurchmesser der Kerne im Verlauf iiber die Therapie mit
Median, 25. und 75. Quantil, Minimal- und Maximalwert.

Stunde| 0 1 2 3 4 5 b 1 § § 0 N
Medin| 060 065 067 062 065 O 07 073 07 06y 06T O 078 07 06
0 008 0 008 0 012 0t 019 0% 019 0% 0% 04 02 01§ 01
. Quanll 055 051 0§ 052 0§ 06 064 08y 06T 059 05 083 080 059 089
75 Quantill 07 07% 078 072 072 088 0% 0% 0% 079 08 084 0% 08 07
Mn| 035 0% 04 0% 0% 04 04 04 0% 04 0% 04 04 038 04
Mak 106 12 106 0% 102 18 1 12 12 43 M 45 13 1 128
Tabelle 3.3.4: Querdurchmesser der Kerne im Verlauf der Therapie mit Medianen, 25.
und 75. Quantil, Minimal- und Maximalwert (in um)
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3.3.1.3 Vergleich der Zytoplasmabandbreite zu fixer Zahl 0.68

Um den Einfluss des im Verlauf der Therapie grofler werdenden Kerns auf die Kern-
Plasma-Relation zu =zeigen, habe ich das Zytoplasma anstatt des reellen
Kerndurchmessers jedes einzelnen Plasmodiums zu einer konstanten Zahl in Relation
gesetzt und so die Plasmodien in drei Gruppen eingeteilt. Als Referenzwert hierfiir

wihlte ich den Median der Mediane aller Querdurchmesser der Kerne (0,68um).

Die Einteilung des Zytoplasmas entsprechend der Kern-Plasma-Relation in drei
Intervall-Gruppen von < 0,68um, 0,68-1,36um und >1,36pum (Zabelle 3.3.5, Diagramm
3.3.4) zeigt ebenfalls ein kontinuierlicher Riickgang der Plasmodien mit einem diinnen
Zytoplasmaband (< 0,68um) von initial 56% auf bereits eine Stunde nach
Therapiebeginn 24% und nach 2 Stunden Therapie auf 13%. Nach einem leichtem
Anstieg auf max. 27% zur 3. Stunde, geht im weiteren diese Plasmodiengruppe nach 6
Stunden Therapie auf 16% zuriick. Dies zeigt den Einfluss des ebenfalls ansteigenden
Kerndurchmessers auf die Kern-Plasma-Relation.

Es erfolgt im Verlauf ein Riickgang auf 4% nach 11 Stunden Therapie. Mit zunehmend
beeintrichtigten Plasmodien im weiteren, erfolgt erneut ein Anstieg auf max. 18% nach
17 Stunden Therapie. Nach 20 Stunden haben 6% der Plasmodien ein Zytoplasma <
0,68um.

Die Plasmodien mit einem Zytoplasma-Durchmesser von 0,68-1,36pm machen
zundchst 38% der Gesamtplasmodien aus, steigen dann innerhalb der ersten beiden
Therapiestunden von 66% auf 73% an, um 1m weiteren bis zur 8. Stunde zwischen 50-
67% zu liegen. Im weiteren Riickgang dieser Plasmodien auf bis zu 31% zur 14. Stunde,

um dann wieder auf 51% zur 20. Stunde anzusteigen.

Im Gegenzug zu den Plasmodien mit diinnem Zytoplasmaband steigt die Anzahl der
Plasmodien mit deutlich vergrossertem Zytoplasma (= 1,36pm) von initial 4% auf 9%
nach einer Stunde Therapie an, um dann von zunichst 18-24% (3.-7. Stunde) auf max.

56% zur 14. Stunde zuzunechmen. Im weiteren Verlauf wieder verminderter Anteil.
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Diese Darstellung verdeutlicht die Zunahme der Breite des Zytoplasmabands {iber den

Verlauf der Therapie. Da die Schwankungsbreite der Kerndurchmesser durch eine

konstante Zahl ersetzt wurde, féallt der Anstieg im Vergleich zu der Kern-Plasma-

Relation um die 6. Stunde weg.

Es kann bei den Vermessungen der Plasmodien anhand von Digitalbildern die

friihzeitige Verbreiterung des Zytoplasmas und der Kern-Plasma-Relation gezeigt

werden.
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14h
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0>1,36
M 0,68-1,36
Hl<0,68

Diagramm 3.3.4: Zytoplasma in der Relation zum Median der Kern-Durchmesser-

Mediane in Intervallen zu <0,68um, 0,68-1,36um und >1,38um
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Tabelle 3.3.5: Zytoplasma in der Relation zum Median der Kern-Durchmesser-
Mediane, Werte in Anzahl Plasmodien pro Intervall zu der jeweiligen Stunde
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3.3.2 Grofie der Plasmodien

Im Folgenden wird die im ersten Abschnitt der Studie beobachtete Gro3enzunahme der
Plasmodien wéhrend dem Verlauf der Therapie ndher untersucht. Hierfiir wird in einem
vorldufigen Schritt die absolute GroBle der Plasmodien analysiert, anschlieBend wird
anhand der Relation der Plasmodien zum Erythrozyten versucht ein Parameter fiir die

Praxis am Lichtmikroskop zu erhalten.

3.3.2.1 Absolute Grofle

Der maximale Durchmesser der Plasmodien wurde anhand des Verlaufs der Mediane
mit Standardabweichungen und den oberen und unteren Quartilen zu den jeweiligen
Verlauf der Therapie analysiert (7abelle 3.3.6) und im Boxplot (Diagramm 3.3.5)
graphisch dargestellt.

Vor Beginn der Therapie liegt der Median der Plasmodien-Gré8en bei 2,79um (SD +/-
0,56), der Hauptanteil der Plasmodien misst weniger als 3,02um (< 75. Quantil). Nach
der ersten Stunde der Therapie liegen die Plasmodien mit einem um ca. '/s groBeren
Durchmesser bei einem Median von 3,18um (SD +/-0,67). Nach der 2. Stunde der
Therapie steigt die GroBe der Plasmodien weiter mit einem Median von 3,32pm (SD
+/-0,64) und der Hauptteil der Plasmodien hat mit > 3.02um (25.Quantil) einen
grosseren Durchmesser als noch vor Beginn der Therapie (< 3,02um, 75. Quantil).

Bis zur 4. Stunde der Therapie geht die GroBe leicht auf eine Median von 3,17um
(SD +/-0,59) zuriick, um dann nach der 5. Stunde erneut mit der unteren Quartil
(3.03um) iiber der oberen Quartil (3.02um) vor Beginn der Therapie zu liegen.

In den folgenden Stunden nimmt der Durchmesser weiter kontinuierlich auf bis
3,85um (SD+/-0,85) zur 10. Stunde nach Therapie zu, um im Folgenden bei
durchschnittlich 3,75um (3,64um bis 3,93um) zu messen.

Die Plasmodien vergréBern sich somit bis zur 10. Stunde von einem initialen Median
von 2,79um um {iiber ein Drittel des Durchmessers auf eine Median von 3,85um. Die

Mehrzahl der Plasmodien vor Therapie messen weniger als 3.02um (75. Quantil), um

81



3. Ergebnisse

bereits nach 5 Stunden Therapie keine Uberschneidung mit dem unteren Quartil

(3.03um) mehr zu zeigen.

Die Auswertung der Plasmodien-Grofie zeigt somit bereits ab der ersten Stunde
der Therapie eine Vergroflerung der Plasmodien und im weiteren Verlauf bis zur

10. Stunde nach Therapiebeginn eine insgesamt zunehmende Grofle der

Plasmodien.
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Diagramm 3.3.5: Boxplot der Plasmodien-Grofse iiber den Verlauf der Therapie mit
Median, 25. und 75. Quantil, Minimal- und Maximalwert
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Tabelle 3.3.6: Plasmodien-Grofse mit Median, Standardabweichung, oberes und unteres
Quartil, Minimal- und Maximalwert im Verlauf der Therapie (in um)
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3.3.2.2 Einteilung in Gruppen

Zum Vergleich der Plasmodien-Groen mit dem ersten Studienabschnitt werden diese
nun in Gruppen eingeteilt. Da vor Therapiebeginn der Hauptanteil der Plasmodien
(Median mit 25. und 75. Quantil) im Durchmesser < 3,02um messen und in den
folgenden Stunden der Therapie die Mehrzahl der Plasmodien zunehmend groBer sind
und nunmehr zwischen ca. 3pum bis 3,5um mit weiter im Verlauf zunehmenden Werten
liegen (> 3,5um), habe ich eine Verteilung in Gruppen anhand dieser Intervalle (< 3um,
3-3,5um und > 3,5um) analysiert und im Balkendiagramm dargestellt (7ab. 3.3.3,
Diagramm 3.3.2).

Vor Therapie sind 72% der Plasmodien kleiner als 3um, 18% der Plasmodien messen

zu diesem Zeitpunkt 3-3,5um und nur 10% sind groBer als 3,5um.

Bereits eine Stunde nach Therapiebeginn hat sich die Anzahl der Plasmodien mit einem
Durchmesser von < 3um auf 35% mehr als halbiert, bleibt im weiteren bis zur 5. Stunde
bei durchschnittlich 27% (24-33%) um im Folgenden ab der 6. Therapiestunde ca. 10%

(7-14%) der Plasmodien auszumachen.

Die Anzahl der Plasmodien mit einem Durchmesser von 3-3,5Sum verdoppelt sich in der
ersten Stunde der Therapie von 18% auf 37%, bleibt dann {iber weitere sechs Stunden
bei durchschnittlich 38% (33-46%), um dann im weiteren bei einem Anteil von ca. 22%

(13-31%) unter einem Drittel der Gesamtplasmodien zu bleiben.

Die Anzahl der Plasmodien mit einem Durchmesser > 3,5um verdreifacht sich nahezu
in der ersten Stunde nach Therapie von 10% auf 28%. Diese bleiben bis zur filinften
Stunde bei einem Anteil von durchschnittlich /5 der Gesamtplasmodien (Mittelwert
34%, 28-41%), um dann im weiteren Verlauf weiter anzusteigen. Nach acht Stunden
Therapie liegt deren Anteil bei knapp %3 (64%) und nach zehn Stunden bei 73%. Im
Verlauf z&hlt weiterhin der Hauptanteil der Plasmodien zu dieser Gruppe bei einem

durchschnittlich Anteil von */5 der Gesamtplasmodienzahl (67%, 61-76%).
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Der Vergleich dieser Intervalle zu den im Kapitel 3.2 beschriebenen Gruppen der
Ringformen zeigt im Verlauf eine gute Korrelation mit der dort bereits vermuteten
GroBenzunahme der Plasmodien.

So kann nach dem Verlauf eine Beziechung der Plasmodien der Gruppe I zu einer
Plasmodien-Grofle von < 3um, die Grosse der Plasmodien der Gruppe III einer Grof3e
von > 3,5um und der Zwischengruppe II mit einem Durchmesser von 3-3,5um

hergestellt werden.

Plasmodiengrosse <3 /3-3,5/>3,5um

100%

90%

80%

0% A

60% -

50% A

0% A

Prozentualer An

30% A

20%

0%

f2 13 415 16 17 18 19 20
Therapiedauerin Stunden

Diagramm 3.3.6: Grofse der Plasmodien tiber den Therapie-Verlaufin Intervallen von
< 3um, 3-3,5um und > 3,5um

Stunde, 0 f ! } 4 5 b 1 } y o0 N
im0 % ¥ K R U 1 W 1 9 1 8 g W N
ym-gmo 8 W W ¥ ¥ & ¥ 4 N H N M B M D
im0 ¥ M ¥ 8 ¥ B & & Mo on & W 66
Tabelle 3.3.7: Verteilung der Plasmodien-Grofsen auf die Intervalle (< 3um, 3-3,5um
und > 3,5um) iiber den Verlauf der Therapie (in Stunden nach Therapiebeginn)
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3.3.2.3 Plasmodien-Durchmesser in Relation zum Erythrozyten

Nachdem eine Zunahme der Plasmodien-Durchmesser im Verlauf der Therapie
aufgezeigt werden konnte, soll nun diese fiir die Betrachtung unter dem Lichtmikroskop
,fassbar® gemacht werden. Die Schwierigkeit zur lichtmikroskopischen Bestimmung
der Plasmodien-Grof3e besteht darin, eine gilinstige Vergleichsgrole zu finden, mit der
die GroBe der Plasmodien verglichen werden kann. Als Bezugsgrof3e wird hierflir der
Erythrozyt verwendet. Der jeweils groBite Durchmesser des vom Parasiten befallenen
Erythrozyten wird zunédchst gemessen und mit dem groften Plasmodien-Durchmesser in
Relation gesetzt. Als Referenzgrole zum Vergleich am Lichtmikroskop werden die
Intervalle mit den Relationen von <'3, 's-%2 , %-?/3 und > %3 des Erythrozyten-

Durchmessers angewandt (7abelle 3.3.8, Diagramm 3.3.7).

Die Verteilung der Plasmodien in diesen Intervallen zeigt, dass initial 33% kleine
Plasmodien mit einem Plasmodien-Durchmesser < '/3 des Erythrozyten-Durchmessers
vorliegen. Nur 5% sind innerhalb dieser Zeitspanne grofer als der halbe Erythrozyten-
Durchmesser (Intervall 5 - %3 und > %/3). Nach Beginn der Therapie féllt der Anteil der
»kleinen“ Plasmodien auf 20%. Nach 4 Stunden Therapie liegen diese Plasmodien
noch bei 18% um in den folgenden Stunden unter 15% zu fallen und ab der 8.
Therapiestunde bei stets < 6% zu bleiben.

Dagegen liegt der Anteil der Plasmodien mit einem Durchmesser > % des
Erythrozyten-Durchmessers anfangs bei 5%, bleibt in den ersten 5 Stunden nach
Therapiebeginn < 10%, und steigt dann im weiteren Verlauf ab der 6. Stunde auf iiber
15%. Von der 8. bis 17. Stunden liegen 19-31% der Plasmodien in dieser Gruppe und

nach 20 Stunden Therapie umfassen diese mit 47% fast die Hilfte der Plasmodien.
Wihrend in den ersten 5 Stunden kein Plasmodium eine deutliche Vergrofierung (> /3

des Erythrozyten-Durchmessers) zeigt, ist diese Gruppe im weiteren Verlauf

zunehmend nachweisbar, der Anteil dieser Plasmodien bleibt jedoch stets unter 10%.
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Einen stets hohen Anteil nehmen die mittelgroen Plasmodien ('/3-"2 des Erythrozyten)
mit 61-78% der Gesamtplasmodien ein. Erst nach 20 Stunden Therapie féllt deren
Anteil auf 48%.

Da diese mittelgroBen Plasmodien im Vergleich zu den anderen Gruppen einen grof3en
Anteil der Plasmodien umfassen, habe ich diese Gruppe nochmals in ihrer Hilfte
unterteilt, um die Verschiebung hin zu groBeren Plasmodien zu verdeutlichen. Die
Gruppe der Plasmodien von '/3- 2 des Erythrozyten-Durchmesser wurde somit in der
Mitte bei dem rechnerischen Wert von 0,415-fachem des Erythrozyten-Durchmessers
geteilt (7Tab. 3.3.9, Diagr. 3.3.8).

Diese Unterteilung zeigt dass 81% der Plasmodien vor Therapiebeginn kleiner dem
0,415-fachen Erythrozyten entsprechen. Deren Anteil féllt nach einer Stunde Therapie
auf 57%. Nach 8 Stunden Therapie sind noch < 35% in dieser Gruppe und nach 20
Stunden Therapie 19%.

Im Gegensatz dazu steigt der Anteil der Plasmodien grésser dem 0,415-fachem
Erythrozyten-Durchmesser von initial < 20% auf im Verlauf nach 8 Stunden > 60% und
zuletzt nach 20 Stunden auf > 80%. Somit kehrt sich das Verhéltnis der Plasmodien

innerhalb von 20 Stunden nach Therapiebeginn.

Damit kann gezeigt werden, dass die Plasmodiengréf3e im Verhiltnis zum Erythrozyten-
Durchmesser im Verlauf der Therapie zunimmt. Die Grofe der Plasmodien liegt
groBtenteils zwischen dem !5 bis '2-fachem Erythrozyten-Durchmesser, wobei
wiederum eine Verschiebung der Plasmodien-Grof3e im Verlauf der Therapie von /3 bis

2-fachem Durchmesser festgestellt werden kann.

Es kann somit gezeigt werden, dass die Plasmodien im Verlauf der Therapie eine
Zunahme der Grofle aufweisen. Da die lichtmikroskopische Beurteilung des
Verhiltnisses insgesamt nicht einfach ist und viele der Verinderungen in einem
engen Bereich liegen, sind diese Werte in der praktischen Anwendung jedoch

schwierig umzusetzen.
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Diagramm 3.3.7: Relation der Plasmodien zum Erythrozyten in Intervallen der
Plasmodien <'/5, '/5- Y2 , 2-*/5 und > */; zum Erythrozyten-Durchmesser

0 1 2 3 4 § b 7 8 9 10 11 14 17 2
<13 3 19 14 2 18 14 9 14 5 4 b 5 4 b 4
103112 b1 70 78 75 15 [l 15 " 1 65 69 76 b4 i 48
112:23 5 i 1 3 7 8 15 14 19 28 u 17 Pl 2 4

Tabelle 3.3.8: Relation der Plasmodien zum Erythrozyten in Intervallen der Plasmodien
<Ifs, 13- Y, Y%2-*/3 und > */5 zum Erythrozyten-Durchmesser
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0>2/3

W 1/2-2/3
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Diagramm 3.3.8: Unterteilung der Plasmodien der Gruppe '/s- ¥ bei 0,415- fachem

Erythrozyten-Durchmesser (vgl. Diagramm 3.3.7)

0 1 2 4 b 9 10 1 14 17 20
<113 3 19 14 2 18 14 9 14 5 4 b 5 4 b 4
113 0,415 48 3 51 U 3 52 40 # 30 19 2 2 18 P
0415412 13 3 a bl 3 25 3 30 LY 46 47 48 46 {2 3
102:203 5 1t 1 3 7 b 15 14 19 28 2 17 % 2 i
>3 0 0 0 0 0 1 1 1 2 3 3 2 1 1 b

Tabelle 3.3.9: Unterteilung der Plasmodien der Gruppe '/;- ¥ bei 0,415-fachem

Erythrozyten-Durchmesser (vgl. Tabelle 3.3.8)
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3.4 Sichtbare Verinderungen als direkte Folge der Medikamente?

Nachdem in dieser Arbeit Verdnderungen der Plasmodien unter Therapie festgestellt
werden konnten, stellt sich die Frage, inwieweit diese eine direkte Folge der Therapie
auf die Plasmodien sind, oder auf eine Selektion reifer Plasmodien durch eine
verminderte Sequestration zuriickzufiihren sind. Zur Untersuchung dieser Frage wurden
in vitro-Kulturen von P. falciparum unter Chinin zunichst mit einer in vitro-Serie ohne
antiparasitdres Medikament und des weiteren mit den Plasmodien des in vivo

Studienabschnitts verglichen.

3.4.1 Invitro-Ausstriche: Plasmodien-Formen im zeitlichen Verlauf

Die in den in vitro-Ausstrichen vorkommenden Plasmodien wurden nach dem Auftreten
der unterschiedlichen asexuellen Entwicklungsstadien (4bb. 3.4.1 & 3.4.2, Tabelle
2.6.1) iiber den Verlauf der beiden Serien, d.h. unter Einfluss von Chinin und einer

Kontroll-Gruppe ohne antiparasitidres Medikament eingeteilt.

Im Vergleich der beiden in vitro Serien (Diagr. 3.4.1/3.4.2.) zeigt sich im Vorkommen
der verschiedenen Plasmodien-Formen in der Chinin-Serie und der Kontroll-Serie bis
zur 10. Stunde prinzipiell ein dhnliches Vorkommen der Plasmodien-Formen iiber den
Beobachtungszeitraum: in den ersten Stunden der beiden Serien dominieren zunéchst
die Ringformen vor den Trophozoiten und den Plasmodien der Restgruppe. Reife
Trophozoiten und Schizonten sind zu diesem Zeitpunkt in beiden Serien nicht
anzutreffen. Der Anteil der Trophozoiten steigt in den folgenden Stunden auf Kosten der
Ringformen langsam an, bis sich das Verhéltnis der Ringformen zu den Trophozoiten
nach 7 Stunden umkehrt und die Ringformen weiter zum Vorteil der Trophozoiten
zuriickgehen.

Ab der 11. Stunde beginnen in der Kontroll-Serie vermehrt reife Trophozoitenformen
aufzutreten, wihrend diese in der Chinin-Serie zu diesem Zeitpunkt weiter nicht zu
beobachten sind. Nach der 25. Stunde zeigen sich in der Kontroll-Serie bei weiter
zunehmend reifen Trophozoiten zudem Schizonten die das Bild in den Ausstrichen

dominieren, wéhrend in der Chinin-Serie diese beiden Stadien der Plasmodienreifung
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nur marginal zu sehen sind.

Dies zeigt, dass die Applikation von Chinin die Entwicklung der Plasmodien zu reifen

Trophozoiten und somit die Reifung zu Schizonten verhindert.
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3.4.2 Vergleich der Plasmodien-Struktur der in vitro-Serien

Beim direkten Vergleich der Strukturen der Plasmodien beider in vitro-Serien fillt auf,
dass die Entwicklung der Ringformen zu Trophozoiten Unterschiede aufweisen.
Wihrend die Ringstrukturen jeweils zu Beginn beider Serien eine dhnliche Struktur mit
meist verbreiterten Zytoplasmabdndern aufweisen, zeigen die Plasmodien in der
Weiterentwicklung zu Trophozoiten Verdanderungen in der Zytoplasmastruktur.

So zeigt das Zytoplasma der Trophozoiten in der Kontroll-Serie in ihrer Umwandlung
vom Ring zum Trophozoiten zunehmende Verdichtungen der Zytoplasmastruktur und
im weiteren Verlauf beginnend rote Farbeanteile des Zytoplasmas (4bb. 3.4.1c/d),
wihrend bei den Ringformen der Chinin-Serie in der Entwicklung zu den Trophozoiten-
Formen eine zunehmende Auflockerung des Zytoplasmas durch Vakuolen zu sehen ist.
Rot-gefarbten Bereiche des Zytoplasmas konnen in der Chinin-Serie nicht festgestellt
werden (4bb. 3.4.2 b-e), eine Weiterentwicklung zu Schizonten unterbleibt.

Dies zeigt, dass unter Einfluss von Chinin eine lichtmikroskopisch sichtbare gestorte
Reifung der Trophozoiten stattfindet. So zeigen die Trophozoiten der obig getroffenen
Einteilung zwar eine insgesamt dhnliche Verteilung liber den Beobachtungszeitraum,
hierbei jedoch eine unterschiedliche Struktur. Im Folgenden werden nun die

Unterschiede der Struktur genauer differenziert.
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Abbildung 3.4.1: Plasmodienformen der in vitro-Kontroll-Studie: ¥/
a) Ringformen, b) junger Trophozoit, c¢) Trophozoit, d) reifer Trophozoit, e) Schizont

Abbildung 3.4.2: Plasmodienformen der in vitro-Chinin-Studie: *
a) Ringformen, b) junger Trophozoit, c¢), d) & ) gestorte Trophozoitenformen

3.4.3 Vergleich der in vitro-Serien mit der in vivo-Studie

Sind die Verdnderungen, die in der in vitro-Serie unter Chinin Einfluss beobachtet
werden, mit den Verdnderungen, die unter in vivo-Bedingungen am Patienten zu sehen
sind, vergleichbar? Um dies zu iiberpriifen habe ich die Strukturen der Plasmodien der

in vivo-Studie mit den Plasmodien-Formen der in vitro-Serien verglichen.

Die Bedingungen sind fiir die Plasmodien nach Synchronisation unter in vitro-
Bedingungen fiir einen Vergleich mit den in vivo Formen nicht optimal. Die Plasmodien
zeigen in der Kultur insgesamt gestortere, d.h. in threr Morphologie weniger schone und
intakte Plasmodien als in den peripheren Ausstrichen des Fallpatienten. Es sind zwar
Plasmodien als Ringe mit Kern, Zytoplasmaband und Vakuole erkennbar, jedoch ist die
runde gleichméfBige Form des Ringes oder die Homogenitit des Zytoplasmabandes der
Ringformen haufig gestort.

Dennoch konnen im Vergleich der beiden Serien Parallelen gezogen werden. So
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dominieren in den ersten Stunden in der in vivo-Studie wie auch in den in vitro-Serien
die Ringstrukturen. Wihrend diese in der in vivo-Studie vor Beginn der Therapie meist
Ringe mit schmalem Zytoplasmaband (Zytoplasmaband < Kern) sind, zeigen die
Ringformen der in vitro-Serien zu diesem Zeitpunkt Ringformen mit verbreitertem

Zytoplasma (4bb. 3.4.3).

Im Verlauf weniger Stunden beginnt sich das Bild der Plasmodien zu verdndern (A4bb.
3.4.4). Die Ringe der Kontroll-Serie beginnen zu Trophozoiten zu reifen, das
Zytoplasma der Ringe verbreitert sich und beginnt Verdichtungen der Struktur mit
beginnend rétlicher Farbung als Hinweis auf DNA-Synthese zu zeigen."™!

Eine Verbreiterung des Zytoplasmas ist ebenso bei den Plasmodien der in vitro-Chinin-
Serie zu sehen. Im Gegensatz zu den Plasmodien der Kontroll-Serie ist das Zytoplasma
vakuolig aufgelockert, Verdichtungen der Zytoplasmastruktur sind ebenfalls zu
beobachten, jedoch keine rotliche Verfirbung des Zytoplasmas. Im Vergleich der
Chinin-Serie zu den in vivo-Plasmodien zeigen sich Ahnlichkeiten der Verinderungen:
die Verbreiterung des Zytoplasmabandes mit vakuoliger Strukturauflockerung, wobei
diese Verdnderungen in der vitro-Serie deutlicher ausgepréigt sind. Wahrend in der in
vitro-Serie auch Tophozoiten-Formen (ohne zentrale Vakuole) zu finden sind, sind diese
in vivo nicht zu beobachten. Dies liegt an der weiterhin stattfindenden Sequestration

dieser Formen in den Kapillaren des Patienten.

Nach weiteren 3 Stunden (4bb. 3.4.5) zeigt die Kontroll-Serie vermehrt Trophozoiten
mit zunehmend rot-gefarbten Bezirken im inhomogenen Zytoplasma der Plasmodien. In
der Chinin-Serie sind ebenso zunehmend trophozoite Formen zu sehen, welche im
Unterschied zu den Trophozoiten der Kontroll-Serie keine rot-gefirbten Bereiche,
sondern vakuolige Verdnderungen des Zytoplasmas zeigen. In der in vivo-Studie sind
ebenfalls Ringformen mit durch Vakuolen aufgelockertes und verbreitertem Zytoplasma
zu sehen.

Die Verdnderungen der in vivo-Ringformen gleichen denen der in vitro-Kontroll-Serie

mit der verbreiterten und durch Vakuolen aufgelockerten Zytoplasma-Struktur.

94



3. Ergebnisse

Trophozoiten treten aufgrund der Sequestration im peripheren Blutausstrich des

Patienten nicht auf.

Nach 10 Stunden sind die Unterschiede der Kontroll-Serie zu den Plasmodien mit
Chinin-Applikation noch deutlicher sichtbar. Die in vitro-Serien zeigen zu ca. 2/3
Trophozoiten-Stadien (Diagr. 3.4.1 & 3.4.2, Kontrollgruppe 66%, Chinin-Gruppe 62%),
wobei die Struktur des Zytoplasmas immer offensichtlicher die obig beschriebenen
Unterschiede zeigt (4bb. 3.4.6). Das Zytoplasma der Chinin-behandelten Plasmodien
dhnelt den Gruppe IlI-Plasmodien der in vivo-Studie (Kapitel 3.2.3), wobei die
Plasmodien der in vivo-Studie noch eine Vakuole zeigen. Verdnderten Formen ohne

Vakuole sind weiter in den Kapillaren sequestriert.

Nach einem Tag (in vivo-Studie: 23.h, in vitro 25.h, Abb. 3.4.7) dominieren die sehr
reifen Trophozoiten und Schizonten das Bild im Ausstrich der Kontroll-Serie. Die
rotlichen Verdanderungen des Zytoplasmas haben sich zu Schizonten-Kernen
differenziert. Diese Formen sind in der Chinin-Serie deutlich weniger haufig zu sehen
(11%) und kommen zudem in gestorter Morphologie vor. Die Mehrzahl der
Plasmodien-Formen sind Trophozoiten, welche ebenfalls in ihrer Form und Struktur

gestort sind, das Zytoplasma zeigt deutliche Vakuolen.

Es konnen somit im Vergleich der in vitro-Serien untereinander Unterschiede in
der Zytoplasma-Struktur festgestellt werden. Im Vergleich dieser Plasmodien mit
den Plasmodien des in vivo-Studienabschnitts zeigen sich Gemeinsamkeiten der
Zytoplasma-Strukturen unter Einfluss einer Medikation und Unterschiede zu der

Kontrollgruppe ohne Einfluss von Medikamenten.
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a) Plasmodien in vivo, vor Therapiebeginn

b) Plasmodien in vitro, Chinin-Gruppe, nach einer Stunde

¢) Plasmodien in vitro, Kontroll-Gruppe, initialer Ausstrich

Abb. 3.4.3: Plasmodien der in vivo-Studie und den in vitro-Serien: initiale Ausstriche
(zu beachten: in vitro-Chinin-Plasmodien nach 1 Stunde da die initialen Plasmodien
mit Synchronisationsdefekt) 7/

a) Plasmodien in vivo, nach 3 Stunden Therapie

b) Plasmodien in vitro, Chinin, nach 3 Stunden

¢) Plasmodien in vitro, Kontroll-Gruppe, nach 3 Stunden

Abb. 3.4.4: Plasmodien der in vivo-Studie und den in vitro-Serien: nach 3 Stunden %!
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a) Plasmodien in vivo, nach 6 Stunden

b) Plasmodien in vitro, Chinin-Gruppe, nach 6 Stunden

c) Plasmodien in vitro, Kontroll-Gruppe, nach 6 Stunden

Abb. 3.4.5: Plasmodien der in vivo-Studie und den in vitro-Serien: nach 6 Stunden %%/

a) Plasmodien in vivo, nach 10 Stunden

b) Plasmodien in vitro, Chinin, nach 10 Stunden

c¢) Plasmodien in vitro, Kontroll-Gruppe, nach 10 Stunden

Abb. 3.4.6: Plasmodien der in vivo-Studie und den in vitro-Serien: nach 10 Stunden %
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a) Plasmodien in vivo, nach 23 Stunden

b) Plasmodien in vitro, Chinin, nach 25 Stunden

c¢) Plasmodien in vitro, Kontroll-Gruppe, nach 25 Stunden

Abb. 3.4.7: Plasmodien der in vivo-Studie nach 23 Stunden, in vitro-Serien: nach 25
Stunden 1%/
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4. Diskussion

Die Eradikation von P. falciparum liegt trotz starker Bemiihungen in den vergangenen
Jahrzehnten noch in weiter Ferne. Nach wie vor lebt die Hélfte der Weltbevolkerung mit
dem Risiko, an dieser potentiell todlich verlaufenden Infektion zu erkranken. ']

Zunehmende Resistenzen der Plasmodien gegen gédngige Therapeutika erschweren die

SOBTIBABNOT By existiert kein Parameter, friihzeitig

Behandlung der Malaria-Infektion.!
eine Resistenz zu erkennen: so steigt die Parasitimie, die neben der Klinik des Patienten
einzige Erfolgskontrolle einer Therapie, auch bei wirksamer Behandlung hdufig am
ersten Tag noch an.”"* Eine Resistenz kann somit erst spit erkannt werden, mit oft

31761 T der aktuellen Literatur lassen sich

fatalen Folgen fiir den betroffenen Patienten.
keine Studien zur frithzeitigen Erkennung von Resistenzen von P. falciparum mit

einfachen Methoden finden.

Die hier vorliegende Arbeit hat sich zum Ziel gesetzt, basierend auf der unter
einfachsten Bedingungen durchfiihrbaren lichtmikroskopischen Untersuchung der

Plasmodien, Parameter fiir eine frithzeitige Diagnose von Resistenzen aufzuzeigen.

Hierfir wurden Plasmodien eines an einer schweren Malaria tropica erkrankten
Patienten anhand einer Fallstudie auf friihzeitige Verdnderungen unter Therapie
untersucht. Dies erfolgte durch eine lichtmikroskopischen Analyse der Plasmodien-
Strukturen mit Unterstiitzung digital angefertigter lichtmikroskopischer Fotographien.
Die so erhaltenen Daten zeigen friihzeitige Verdnderungen der Plasmodien bereits in

den ersten Stunden nach Therapiebeginn.
Dass diese Verdnderungen einer direkten Medikamentenwirkung zuzuschreiben sind,

konnte zusétzlich in einer in vitro-Studie gezeigt werden. In dieser wurden Plasmodien-

Kulturen unter Chinin-Einfluss mit Kulturen ohne Medikamenteneinfluss verglichen.

99



4. Diskussion

4.1 Studienabschnitt —..in vivo*: Analyse der Plasmodien am Mikroskop

Die verwendete Untersuchung am Lichtmikroskop ist Mittel der Wahl in der Malaria-
Diagnostik und bereits nach kurzer Einarbeitungszeit anwendbar. Die Beurteilung der
Plasmodien auf die in dieser Studie postulierten Parameter ist ebenso nach kurzer

Einarbeitungszeit gut zu handhaben.

Die FEinteilung der Plasmodien erfolgte in sechs Gruppen. Zunichst anhand einer
groben Unterteilung nach Lage der Plasmodien im Erythrozyten: frei im Erythrozyten
liegenden Plasmodien und Erregern mit Kontakt zur Erythrozytenmembran.

Die Plasmodien mit Membran-Kontakt lassen sich weiter in der Membran vollstindig
anliegenden Erreger (Accolé-Formen) und zu Plasmodien, welche die Erythrozyten-
Membran hervorwolben, einteilen. Fiir letztere habe ich in dieser Studie den Arbeitstitel
,,Accentue-Formen* verwendet.

Die im Erythrozyten liegenden Ringformen lassen sich nach der Kern-Plasma-Relation
und Struktur der Zellorganellen in drei Gruppen einteilen: Ringformen mit diinnem
Zytoplasmaband und homogener Struktur, Ringformen mit breitem und inhomogenem
Zytoplasma und Ubergangsformen zwischen den genannten Formen. Alle Plasmodien,

welche nicht den obigen Kriterien entsprechen, werden einer Restgruppe zugeteilt.

Die Accolé-Formen zeigen in den hier untersuchten Blutausstrichen nur eine geringe
Héaufigkeit ohne typische Verteilung. Diese haben somit keinen Vorteil in der
Bestimmung einer Therapiewirksamkeit. Bei einer Untersuchung der Blutausstriche in

der klinischen Praxis konnten sie somit der Restgruppe zugeordnet werden.

Im Gegensatz hierzu zeigen die Accentué-Formen ein charakteristisches Vorkommen.
So treten diese vor Therapiebeginn und in den ersten Stunden der Therapie zundchst
kaum auf und beginnen ab der 7. Stunde zunehmend im peripheren Ausstrich sichtbar
zu werden, bis diese zur 27. Stunde maximal 45% der Plasmodien ausmachen.

Eine Wirkung der Therapie ist also bereits durch die Beurteilung der Lage der
Plasmodien im Erythrozyten, beginnend ab der 7. Stunde (deutlich aber ab der 17.

Stunde), anhand einer Zunahme dieser Formen feststellbar.
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Im Gegensatz zu der Parasitimie des Patienten, welche abgesehen von dem deutlichen
Riickgang nach dem Teilaustausch zunéchst ab der 18. Stunde einen leichten und erst ab
der 23. Stunde eine deutlichen Abfall der Plasmodienlast vorweist, zeigt die

Bestimmung der Lage der Plasmodien im Erythrozyten einen Vorteil.

Uber die genaue Ursache, welche zum zunehmenden Auftreten der Accentué-Formen
im peripheren Ausstrich fiihrt, kann im Rahmen dieser Studie keine Aussage gemacht
werden. Eine mogliche Erkldrung ist in einer gestorten Invasion der Plasmodien in den
Erythrozyten zu vermuten. Nach Beginn der Behandlung werden weiterhin Merozoiten
aus von der Therapie noch nicht betroffenen Schizonten freigesetzt, welche erneut
Erythrozyten als Wirtszellen benétigen. Die Invasion in diese konnte durch die Wirkung
der Therapie beeintrachtigt sein. Dies wiirde bedeuten, dass die Plasmodien bereits in
einem frithen Stadium des asexuellen Entwicklungszyklus gestort wiren. Die genaue
Ursache kann jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht gekldrt werden und muss in

weiteren Studien untersucht werden.

Die Plasmodien der Restgruppe, als Gruppe von unterschiedlichen morphologisch
gestorten Formen, kommen im Verlauf der Therapie zunédchst in nicht
charakteristischen, leicht schwankenden Anteilen vor, um dann ab der 27. Stunde bei
gleichzeitig deutlichem Riickgang der Parasitimie anzusteigen. Fiir eine friihzeitige
Diagnostik einer wirksamen Therapie sind diese Formen somit nicht relevant und

zeigen keinerlei Vorteil gegentiiber der Parasitimie.

Die in Bezug auf eine frithe Wirksamkeit der Therapie wichtigsten Plasmodien-Formen
sind die Ringformen, insbesondere die Bestimmung von deren Kern-Plasma-Relation.
Im Verlauf der Therapie zeigt sich, dass bei relativ konstanter Anzahl der Gesamt-
Ringformen im Blutausstrich die vor Beginn der Therapie dominierenden diinnen
Ringformen der Gruppe I in den ersten Stunden rasch zuriickgehen und von Ringformen
der Gruppe II und Gruppe III abgelost werden. So kehrt sich das Verhéltnis der Ringe
mit einem Zytoplasmaband, welches diinner als der Kerndurchmesser ist, im Vergleich
zu Ringen mit verbreitertem Zytoplasma innerhalb der ersten drei Stunden komplett um.

Im Vergleich hierzu zeigt in diesem Zeitraum die Parasitdmie keine Verédnderungen.

101



4. Diskussion

Die Einteilung der Ringformen nach der Kern-Plasma-Relation in die Gruppen I und III
erfolgte mit einer Zwischengruppe, welche die Plasmodien mit einfachem bis
doppeltem Kerndurchmesser umfasst (Gruppe II). Dies hat den Vorteil, dass bereits
geringe Anderungen der Plasmodien unter Therapie dokumentiert werden kénnen. Im
weiteren Vorkommen der Plasmodien-Gruppen iiber den Verlauf der Therapie zeigt sich
nun bei den Plasmodien der II. und IIl. Gruppe eine grofle Schwankungsbreite im
Bereich der 7. und 17. Stunde. Diese beiden Gruppen zusammengefasst (Gruppe
II+IIT) zeigen einen gleichméBigen Verlauf. Die Ursachen hierfiir sind einerseits in
einem flieBenden Ubergang der Formen und andererseits in der Struktur des
Zytoplasmas und des Kerns zu finden. Das verbreiterte und inhomogenes Zytoplasma
steht in Relation zu einem ebenfalls vergroBerten Kern und féllt deshalb im Vergleich
zur Relation mit einem durchschnittlichen Kerndurchmesser zu tief aus. Die Kern-
Plasma-Relation ist dennoch ein guter Parameter zur Einschitzung eines Therapie-
erfolges, da die Kerne sich weniger deutlich vergrdssern als das Zytoplasma.

Wichtig ist es, die Einteilung der Kern-Plasma-Relation mit der Beurteilung der
Struktur von Zytoplasma und Kern zu kombinieren und Plasmodien mit Zeichen von
Strukturdnderungen in eine héhere Gruppe einzuordnen. Verdnderungen konnen damit
frither als mit der alleinigen Beurteilung der Kern-Plasma-Relation erkannt werden.

Der Verlauf der Gruppen zeigt, dass eine separate Einteilung in Gruppe II nur zu Beginn
sinnvoll ist. Die Gruppe II wurde dennoch in der Einteilung der Plasmodien belassen, da
gerade die ersten Stunden nach Therapiebeginn von Interesse sind und die Einteilung in

die Gruppe II die initiale leicht beginnenden Verdanderungen friihzeitig aufzeigt.

In Grenzfillen, in welchen Unsicherheiten zu verschieden Ringformgruppen bestehen,
wird das jeweilige Plasmodium in die weniger verdnderte Gruppe eingeteilt. Einer
irrtlimlichen Einschétzung der Wirkung des Medikaments wird hiermit entgegengewirkt
und somit eine potentielle Resistenz nicht {ibersehen. Andererseits wird eine Ringform
mit deutlichen Strukturanomalie, solange diese noch iiber die Kern-Plasma-Relation
einteilbar ist, in die folgend hohere Gruppe eingeteilt, da hierbei von einer Storung

durch die Therapie ausgegangen werden muss.
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Was ist die Ursache der morphologischen Verinderungen der Plasmodien-Ringe?
Bei der alleinigen lichtmikroskopischen Analyse der Blutausstriche kann hieriiber nur

spekuliert werden.

Einerseits konnten die morphologischen Verdnderungen der Ringe durch eine Selektion
reiferer Plasmodien-Formen bedingt sein. Chinin wiirde in diesem Fall die
Sequestration storen: durch eine verminderte Adhdsion der Erythrozyten mit reifen
Ringstadien am Endothel der Kapillaren wiren diese vermehrt im peripheren

Blutausstrich sichtbar.

Andererseits konnte die Schiadigung durch die Chinin-Therapie direkt am Plasmodium
sichtbar werden. Der genaue molekularbiologische Wirkmechanismus von Chinin im
Plasmodium ist noch nicht geklart und wird kontrovers diskutiert.”'*”! Konsens besteht
darin, dass Chinin im erythrozytiren Entwicklungszyklus des Parasiten wirkt, und dort

den Hamoglobin-Stoffwechsel stort®502 (s Kapitel 1.1.5).

Chinin scheint im Parasiten verschiedene Ansatzpunkte zu nutzen. So wurde eine
gestorte Entgiftung des Hématin (Ferriprotoporphyrin 1X) in der Nahrungsvakuole

ebenSO gezeigt,[32][41][42][43][44] [45][33][46][42]

wie eine eingeschrinkte Aufnahme von
Hiamoglobin in den Parasiten durch gestorte EndozytoseP”P*7l ynd eine gehemmte

Fusion endozytierter Transportvesikeln mit der Nahrungsvakuole™ (vgl. Kapitel 1.1.5).

Die in der hier vorliegenden morphologischen Studie festgestellten Veranderungen der
Parasiten, mit inhomogenem und verbreitertem Zytoplasma, stiitzen den letztgenannten
Ansatzpunkt. Die morphologischen Anderungen der Parasiten konnten die
lichtmikroskopisch sichtbare Anhdufung von Hdmoglobin-Transportvesikel sein, die
thre Fédhigkeit mit der Nahrungsvakuole zu fusionieren durch eine Veranderung des
(unbekannten) Fusionsmechanismus der Phospholipidmembran verloren haben. Dies ist
im Rahmen dieser Arbeit aber reine Spekulation, da nur eine rein lichtmikroskopische

Untersuchung der Plasmodien erfolgt ist.
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4.2 Studienabschnitt — ..in vivo*: digitale Vermessung der Plasmodien

Die am Lichtmikroskop beurteilten Parameter wurden ergdnzend in einem zweiten Teil
der Studie per digitalisierter und vermessener lichtmikroskopischer Fotos der
Plasmodien gestiitzt. So konnten die im ersten Studienabschnitt postulierten
Unterteilung der intraerythrozytdren Formen in der Vermessung der Ringformen mit
Kernen und Zytoplasma betétigt werden. Insbesondere der Einfluss eines im Verlauf der
Therapie ebenfalls vergroflernden Kerndurchmessers und dessen Einfluss auf die Kern-
Plasma-Relation konnte bestitigt werden. So zeigt das Zytoplasmaband alleine
betrachtet eine deutlichere Verbreiterung gegeniiber der Kern-Plasma-Relation iiber den
Verlauf der Therapie. Ursache hierfiir ist die bereits oben (Kapitel 3.3.2) beschriebene

im Verlauf stattfindende Vergroferung des Kerndurchmessers.

Die direkt am Mikroskop erhobenen Ergebnisse des ersten Studienabschnitts mit einer
Einteilung der Plasmodien nicht nur iiber die Kern-Plasma-Relation, sondern mit
zusitzlicher Berlicksichtigung der Struktur der Plasmodien, zeigt im Gegensatz zu der
reinen Vermessung der Parasiten deutlichere Ergebnisse beziiglich der Verteilung der
Ringformen in die Gruppen. Ein Wechsel von Plasmodien mit einem diinnen
Zytoplasmaband hin zu verbreiterten Formen konnte hier ebenfalls gezeigt werden, und

somit die Ergebnisse des ersten Studienabschnitts gestiitzt werden.

Als zusitzlicher Parameter konnte in der Vermessung der Plasmodien am Computer
eine mit der Zytoplasma-Verbreiterung einhergehende Vergroflerung der Plasmodien
festgestellt werden, welche bereits im ersten Studienabschnitt vermutet wurde. So misst
der Hauptteil der Plasmodien vor Therapiebeginn < 3pum, um im weiteren Verlauf
bereits nach der ersten Stunde auf 3-3,5um, und dann zunehmend >3,5um zu messen.
Eine praktikable Relation zur Beurteilung am Lichtmikroskop konnte jedoch nicht
eruiert werden. Somit ist die GroBe der Plasmodien fiir sich gesehen fiir eine friihzeitige

Erkennung einer Therapiewirkung im Mikroskop nicht von Bedeutung.
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4.3 Studienabschnitt — ..in vivo*: gesamt

Die Untersuchung der Plasmodien am Lichtmikroskop und deren Vermessung am

Computer zeigt somit eine Verdnderung der Plasmodien im Verlauf der Therapie.

Wihrend die Parasitdmie erst gegen Ende des ersten Behandlungstages ein Wirken der
Therapie anzeigt, ermoglicht dies die Einteilung der Plasmodien nach ihrer Lage im

Erythrozyten beginnend mit der 7. Therapiestunde.

Durch die Beurteilung der Ringformen kann bereits in der ersten Stunde eine
Verdnderung festgestellt werden. Der Wechsel von Ringen mit diinnen, homogenen
Zytoplasma zu solchen mit breitem, inhomogenen Zytoplasma lésst auf eine effiziente

Medikation schliessen.

Somit kann die Hypothese bestitigt werden, dass bei Patienten mit einer schweren
Plasmodium falciparum Infektion, der Erfolg der Therapie bereits friithzeitig an

morphologischen Verinderungen der Plasmodien festgestellt werden kann.

Zu beachten ist jedoch, dass in dieser Studie die Verdnderungen von P. falciparum
anhand einer Fallstudie untersucht wurden, und sie daher nur eine eingeschrinkte
Aussagekraft hat. Es bleibt die Frage, inwieweit die bei diesem Patienten gezeigten
Verdnderungen der Plasmodien auch bei anderen Patienten mit einer wirksamen

Therapie zu beobachten sind.

Des weiteren kann diese Arbeit nicht beantworten, wie sich die Morphologie von
therapieresistenten Plasmodien unter Therapie darstellt. Diese Fragen muss in

weiterfiihrenden Studien nachgegangen und in der klinischen Praxis gepriift werden.
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Veranderung uiber Therapie
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Abb.4.1: Verdinderungen der Plasmodien im Verlauf der Therapie

Plasmodienformen im Verlauf
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4.4 Studienabschnitt — ..in vitro*“: Atiologie der Strukturinderungen

Inwieweit nun die im ersten Studienabschnitt festgestellten Verdnderungen der
Plasmodien iiber den Verlauf der Therapie einer direkten Wirkung der Medikation
zuzuschreiben sind, wurde in vitro an Kulturen von P. falciparum untersucht. Hierfiir
wurde die Morphologie der Plasmodien unter Einfluss von Chinin mit einer Kontroll-
Serie ohne dusseren Einfluss verglichen und diese Ergebnisse den Plasmodien der in

vivo-Studie gegeniibergestellt.

Die Verdnderung der Ringformen mit einem Wechsel von diinnen Ringformen (Gruppe
I) zu Ringformen mit einem verbreiterten Zytoplasma (Gruppe III), die in den ersten
Stunden der in vivo-Studie beobachtet wurde, konnen in den Plasmodien-Kulturen der
in vitro-Serien leider nicht befriedigend beurteilt werden, da viele morphologisch
gestorte Ringformen das Bild dominieren. Die diinnen Ringformen mit homogenem
Zytoplasma machen nur einem sehr kleinen Anteil der Ringformen aus. In den in vitro-
Serien wie auch in der in vivo-Studie sind jedoch in den ersten Stunden Ringformen

dominierend.

Im weiteren entwickeln sich die Ringformen beider in vitro-Studien weiter zu
Trophozoiten-Formen, gekennzeichnet durch den Riickgang der parasitiren Vakuole.
Dies unterscheidet die in vitro-Serien von der in vivo-Studie, in welcher keine
Trophozoiten im Ausstrich zu sehen sind, da diese in den Kapillaren sequestriert

werden.

Die Entwicklung zu Trophozoiten-Formen der in vitro-Serie findet bei den Plasmodien
der Chinin- sowie Kontroll-Serie statt. Unterschied der beiden Serien ist, dass die
Entwicklung der Plasmodien der Chinin-Serie gestort ist und dort somit deutlich

weniger Schizonten zu sehen sind als in der Kontroll-Serie.

Wihrend beide in vitro-Serien die Entwicklung der Ringformen zu Trophozoiten zeigen,

beginnen sich in der Entwicklung des Zytoplasmas bereits frithzeitig Unterschiede im
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Vergleich der Chinin- und Kontroll-Serie abzuzeichnen. Das Zytoplasma der
Ringstrukturen unter Medikation zeigt bereits ab der 3. Stunde eine gestorte
Entwicklung. So zeigen die Trophozoiten der Kontroll-Studie zu diesem Zeitpunkt in
ihrem verbreiterten Zytoplasma bereits Hinweise auf eine beginnende DNA-Synthese!®!
wihrend die Trophozoiten der Chinin-Serie beginnende Auflockerungen des ebenfalls
verbreiterten Zytoplasmas aufweisen. Diese Verdnderungen intensivieren sich iiber den
weiteren Verlauf der Serien bis schlieBlich in der Kontroll-Serie hauptsdchlich
mehrkernige Schizonten und in der Chinin-Serie mehrheitlich Trophozoiten mit

aufgelockertem Zytoplasma vorkommen.

Ein Vergleich der Zytoplasmastruktur von Ringformen der in vitro-Serien mit der in
vivo-Studie zeigt, dass die Verdnderungen des Zytoplasmas der Chinin-Serie denen der
in vivo-Studie beziiglich der Auflockerung der Zytoplasmastruktur unter dem
Lichtmikroskop gleicht. Zudem bestehen deutliche strukturelle Unterschiede zu der

Entwicklung von Ringformen in der Kontroll-Serie.

Nach diesem Vergleich ist davon auszugehen, dass die Gruppe III-Plasmodien im
Blutausstrich der in vivo-Studie des Patienten durch die Medikation in ihrer Reifung
gestorte Ringformen sind.

Zudem sind im peripheren Blutausstrich der in vivo-Studie nur Ringformen und keine
Trophozoiten-Stadien (fehlende zentrale Vakuole) der Plasmodien zu sehen, was fiir
eine weiterhin bestehende Sequestrierung der gereiften Plasmodienformen in den

Kapillaren spricht.

Die Auswertung der in vitro-Serie und der Vergleich zur in vivo-Studie zeigt somit
eine Verinderung der Plasmodien unter Therapieeinfluss, die einer direkten
Wirkung der antiparasitiren Medikation zuzuschreiben ist. Die Schidigung der
Plasmodien beginnt bei der Umwandlung von Ringformen zu Trophozoiten, diese
bilden sich in gestorter Form aus und die Entwicklung zu reifen Trophozoiten und

Schizonten wird unterbunden.
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Es muss jedoch betont werden, dass die in den ersten Stunden nach Therapie-
beginn vorherrschenden diinnen Ringformen in der in vitro-Serie durch das

Vorkommen vieler morphologisch gestorter Ringformen nicht beurteilt werden

kann.
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4.5 Anwendung in der Praxis

Folgendes praktische Vorgehen zur Beurteilung eines Therapieerfolges bei einer
schweren P. falciparum - Infektion kann ich nach den Ergebnissen dieser Studie

vorschlagen:

Bei Aufnahme eines Patienten mit schwerer Malaria tropica wird ein initialer
Blutausstrich zur Beurteilung der Parasitimie und eine parallele Einteilung der
Plasmodien in die obigen Gruppen angefertigt. Drei Stunden nach Therapiebeginn sollte
dann ein erneuter Blutausstrich mit einer Gruppen-Einteilung der Plasmodien erfolgen.
Bei wirksamer Therapie zeigt sich hier bereits eine Verschiebung der Kern-Plasma-
Relation hin zu breiteren Zytoplasmabéndern. Dies wird nun in Abstinden von je
weiteren 3 Stunden beurteilt. Im Verlauf konnen dann zunehmend Accentué-Formen im
Ausstrich festgestellt werden, bis schlieBlich die Plasmodien der Restgruppe bei
rickldufiger Parasitimie dominieren. Die primire Beurteilung der Klinik und der
Parasitimie ist bis zur Bestitigung der Datenlage durch weitere Studien jedoch
unerldsslich und es ist zu beachten, dass diese Studie unter einer Therapie mit Chinin
erfolgte und die Wirkung anderer Medikamente auf die Morphologie der Plasmodien

nicht untersucht wurde.
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4.6 Fazit

Nach Beginn der antiparasitiren Therapie bei einer schweren Malaria-Infektion kann
innerhalb der ersten Stunden die Wirkung der Chinin-Medikation durch
lichtmikroskopisch sichtbare Anderungen der Plasmodien festgestellt werden.

Die Einteilung der Plasmodien erfolgt nach der Lage der Parasiten im Erythrozyten und
nach der Kern-Plasma-Relation der Ringformen, wobei die Kern-Plasma-Relation

frithzeitig nach Beginn der Therapie eine Verbreiterung des Zytoplasmabandes anzeigt.

Zu beachten ist, dass diese Verdnderungen in einer Fallstudie an einem Patienten
nachgewiesen wurden. Weitere Studien miissen nun einerseits die Giiltigkeit dieser
Ergebnisse bei einem grofleren Patientengruppe ohne resistente Plasmodien bestétigen

und andererseits bei Resistenzen zeigen, dass diese Verdnderungen nicht auftreten.
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5. Zusammenfassung

Die Hilfte der Weltbevolkerung lebt mit dem Risiko, an einer schweren Malaria tropica
zu erkranken. Zunehmende Resistenzen von Plasmodium falciparum gegen géngige
Therapeutika erschweren eine Behandlung, und es existiert keine Moglichkeit frithzeitig
die Wirksamkeit der angewandten Medikation festzustellen. Die Bestimmung der
Parasitdmie als einzig verfiigbarer Parameter kann auch bei erfolgreicher Therapie noch

iiber den ersten Tag ansteigen.

Das Ziel dieser Studie war, lichtmikroskopische Parameter zu finden, mit denen der
Erfolg einer Therapie friihzeitig festgestellt werden kann. So wurden im Rahmen einer
Fallstudie die Plasmodien eines an einer schweren Malaria tropica erkrankten Patienten

auf morphologische Verdnderungen im Verlauf der Chinin-Therapie untersucht.

Die Beurteilung der Plasmodien erfolgte durch eine Einteilung nach ihrer Lage im
Erythrozyten und der Kern-Plasma-Relation der Ringformen, anschliessend wurden die

Ergebnisse durch eine Vermessung der Plasmodien am Computer verifiziert.

Es zeigte sich, dass ein Therapieerfolg anhand der Verdnderung in der Morphologie der
Ringformen bereits in den ersten Stunden nach Therapiebeginn festgestellt werden
kann. So ldsst sich innerhalb der ersten drei Stunden ein Wechsel von kleinen
Ringformen mit diinnem, homogenem Zytoplasmaband zu vergrosserten Ringformen

mit einem verbreiterten und inhomogenen Zytoplasma finden.

Im weiteren konnten ab der 7. Therapiestunde eine zunehmende Lageverdnderungen der
Plasmodien im Erythrozyten aufgezeigt werden. So waren ab diesem Zeitpunkt
zunehmend Plasmodien, die die Erythrozyten-Membran hervorwdlben (Arbeitstitel

,Accentué “-Formen), im peripheren Blutausstrich des Patienten zu sehen.

Dass die Anderung der Kern-Plasma-Relation der Ringformen ursichlich einer direkten
Medikamentenwirkung zuzuschreiben sind, konnte in einem abschliessenden ,,in vitro “-
Studienteil gezeigt werden, in welchem Plasmodien-Kulturen unter Chinin-Einfluss mit

Kontrollkulturen ohne Medikamenteneinfluss verglichen wurden.
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