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1. Einleitung

1. Einleitung

Als schwere Infektionskrankheit bedroht Malaria weiterhin etwa die
Halfte der Weltbevbolkerung und fordert besonders in den
Entwicklungslandern betrachtliche Todesopfer. Die Behandlung der
Malaria ist gepragt von zunehmenden und sich schnell ausbreitenden
Resistenzen gegen Standardantibiotika. Diese Arbeit versucht einen
Bogen zu spannen von sozial-medizinischen Befragungen vor Ort bis hin
zur Medikamentenentwicklung, Resistenzevaluierung des
Erstlinienmedikaments Artemisinin und Bioinformatik, mit dem Ziel, die
Durchfuhrbarkeit einer lokalen Eradikationsstrategie in Burkina Faso
unter Nutzung von Methylenblau zu evaluieren. Wir sehen eine grofB3e
Bereitschaft in der Bevdlkerung, neue Medikamente einzusetzen und
zeigen u.a. die breite Wirkung von Methylenblau auf verschiedene
Enzyme des Redoxstoffwechsels auf. Dies kann ein Baustein zu einer
neuen Kombinationstherapie z.B. auch gegen Chloroquin oder
Artemisinin resistente Plasmodien sein. Es folgen nun wichtige

theoretische Grundlagen zu meiner Arbeit.

1.1 Malaria

Ungeachtet betrachtlicher Anstrengungen die Krankheit auszurotten
oder zu kontrollieren, stellt Malaria weiterhin, als die haufigste und
gefahrlichste parasitare Erkrankung, eine der wichtigsten
Gesundheitsbedrohungen flir die Weltbevélkerung dar [1]. Wahrend
Malaria bis zum 19. Jahrhundert noch in gemaBigten Breiten wie
Nordeuropa, Nordamerika und Russland vorkam, ist die Malaria heute
auf tropische und subtropische Regionen beschrankt und tritt in etwa
108 Landern endemisch auf. 3,3 Milliarden Menschen, etwa die Halfte
der Weltbevélkerung, lebt heutzutage in Malaria Risikogebieten, ein
Finftel der Weltbevdlkerung, 1,2 Milliarden Menschen, sogar in

Hochrisikogebieten. Jahrlich erkranken rund 300 bis 500 Millionen
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Menschen an der Malaria und zwischen 0,7 bis 2,7 Millionen Todesfalle
pro Jahr werden ihr angelastet [2], [1]. Abbildung 1 zeigt die geschatzte

Inzidenz von Malaria Episoden im Landesdurchschnitt in 2004:

i per person per year o e L—"'""-,g__ ‘_." .
{7 04005 2 /:,}’
Q . B 11503 =
0.038-014
0.0019-0.037
0.000000019-0.0018
|_| M malaria

Abbildung 1: Geschdtzte Inzidenz der Malaria-Episoden 2004. Quelle:
WHO, World Malaria Report 2005, freigegeben.

Aktuell besteht auf Grund der globalen Erwarmung eine erneute Gefahr
eines globalen Inzidenzanstiegs [3]. Afrika tragt die groBte Birde der
Malaria-Morbiditat und -letalitdt; Uber 60% der Malariaerkrankungen
und Uber 90% der Malaria bedingten Todesfdlle weltweit betreffen die
afrikanische Bevdlkerung sldlich der Sahara [4]. Am starksten von
dieser Krankheit gefdhrdet sind Schwangere und Kinder unter funf
Jahren. Fur etwa 20% aller kindlichen Todesfalle in Afrika sudlich der
Sahara ist Malaria verantwortlich zu machen und alle 30 Sekunden
fordert Malaria dort ein Kinderleben. Es wird geschatzt, dass jedes
afrikanische Kind zwischen 1,6 und 5,4 Malaria-Episoden pro Jahr
erleidet. Uberleben Kinder schwere Malaria-Attacken verbleiben héufig
Lernschwachen und andere zerebrale Defizite. Bei Schwangeren fuhrt
Malaria zu Spontanaborten, Totgeburten, Frihgeburten, geringem

Geburtsgewicht, erhéhter Sauglingssterblichkeit und Anamie [2]. Doch
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nicht nur Lebenserwartung, schulische Ausbildung wund soziale
Entwicklung werden durch Malaria beeintrachtigt, auch die
Wirtschaftskraft (Produktivitatsverlust, Verlust humaner Ressourcen)
und die Gesundheitssysteme werden stark belastet. Die Weltbank
berichtete, dass Malaria das wirtschaftliche Wachstum in Afrika jahrlich
um 1,3% verlangsamt und durchschnittlich flir 25-45% der ambulanten
Konsultationen verantwortlich ist. Malaria geplagte Lander sind also
nicht nur armer, sonder weisen auch ein verringertes wirtschaftliches
Wachstum auf, was Uber mehrere Jahre den Unterschied zwischen
Malaria betroffenen und nicht betroffenen Landern verscharft und das

wirtschaftliche Wachstum der gesamten Region hindert [5].

1.2 Malaria in Burkina Faso

In Burkina Faso, einem der armsten Lander der Welt, dominieren
Ubertragbare Infektionskrankheiten das epidemiologische Profil. Die
endemische Malaria stellt hier als haufigster Grund fur Todesfalle und
Hospitalisierungen das gréBte Gesundheitsproblem flr die o6ffentlichen
Gesundheit dar (Abbildung 2). 2005 verzeichneten die Statistiken des
offentlichen Gesundheitswesens, dass Malaria in 35,12% der Falle der
Grund fur ambulante Konsultationen, in 40,83% der Grund fur
Hospitalisierungen und in 37,5% Todesursache war [6]. Insgesamt
wurden in Burkina Faso 2005 1.818.818 Malaria-Falle registriert,
924.838 davon bei Kindern unter 5 Jahren [4]. Malaria ist in Burkina
Faso im ganzen Land stabil endemisch mit einer saisonalen
Rekrudeszenz von Mai bis Oktober. Man unterscheidet hierbei drei
unterschiedliche Transmissionsniveaus: eine permanente Transmission in
den sudlichen und suddstlichen Regionen; eine lange
Transmissionsphase im Zentrum (4-6 Monate) und eine kurze
Transmissionsphase von 2-3 Monaten im Norden des Landes mit

potenziellem Epidemie Risiko. In 90% der Malaria-Falle ist Plamsodium
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falciparum die auslésende Plasmodien-Spezies, gefolgt von Plasmodium
malariae (3-8%) und Plasmodium ovale (0,5-2%). Der Hauptvektor der
Malaria in Burkina Faso sind Anopheles gambiae S. 1. und Anopheles
funestus [6] [7].

Climate <285, [ Malaria absent
suisabllity 25-50% [T7] Mafaria marginal { epidemic prone
>75% [ Malara endemic:

— Country boundanes
== Admnisirative boundaries
A7 Perennal water bodies

Abbildung 2: Malaria Verteilung in Burkina Faso 2005. Quelle: Mara/Arma

Kollaboration (www.mara.org.za).

1.3 Erreger und Vektoren der Malaria

Malaria wird durch die Infektion mit Protozoen der Gattung Plasmodium,
der Familie der Plasmodiidae hervorgerufen. Von den fast 120 bekannten
Plasmodien-Arten, die im Blut von Saugetieren, Reptilien und Vdgeln
gefunden werden, kdnnen beim Menschen nur vier Malaria verursachen.
Die 2-7 uym groBen vier human pathogenen Plasmodien-Arten sind fir
drei verschiedenen Krankheitsbilder verantwortlich: Malaria tropica
verursacht durch P. falciparum, Malaria tertiana verursacht durch P.

vivax und P. ovale und Malaria quartana verursacht durch P. malariae.

P. falciparum kommt weltweit in den meisten Verbreitungsgebieten der
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Malaria vor. Er ist der wichtigste und gefahrlichste Malariaparasit, der
nahezu ausschlieBlich far die Mortalitat der Malaria verantwortlich ist
und sich immer starker auszubreiten scheint. Auf dem afrikanischen
Kontinent werden etwa 90% aller Malaria-Falle durch P. falciparum
hervorgerufen [8], [9]. P. vivax Uberwiegt in Nordafrika, im vorderen
Orient, in Pakistan, Indien, Nepal, Sri Lanka und in Mittelamerika. Die
anderen humanen Malaria-Erreger sind seltener. P. ovale tritt vor allem
in Westafrika auf und P. malariae in West- und Ostafrika sowie in Teilen
Indiens [10].

Malaria wird durch den Stich der weiblichen Anopheles-Micke
Ubertragen. Von den weltweit etwa 350 verschiedenen Anopheles-Arten
sind nur ca. 45 in der Lage, den Menschen mit Malaria zu infizieren. Die
Charakteristika der jeweiligen Anopheles-Spezies hat Auswirkung auf die
Verbreitung der Malaria, da aggressivere Micken zu einer starkeren
Ausbreitung der Krankheit fihren [11]. Die epidemiologisch wichtigen
Verbreitungsregionen von  Anopheles-Micken decken sich im
Wesentlichen mit der Verbreitung der Malaria. Aktuell begrenzt sich das
Vorkommen der Anopheles-Micke auf niedrige Meereshéhen (unter
2.500 m am Aquator und unter 1.500 m in den restlichen Gebieten).
Durch die zunehmende Klimaerwarmung werden jedoch die
polwartsgerichteten Ausbreitungen der Ubertragermiicken
wahrscheinlicher [3]. Anopheles-Mlcken durchlaufen wahrend ihres
Lebenszyklus vier Entwicklungsstadien: ein Ei-, ein Larven-, ein Puppen-
und ein Adultstadium. Nur die weibliche Anopheles saugt Blut und ist
zum Stich befahigt. Die mannlichen Mucken erndhren sich leckend bzw.
saugend von Nektar und anderen Fllssigkeiten. Die Blutmahlzeit der
Weibchen ist essentiell flr die Entwicklung ihrer Eier. Ein Saugakt genlgt
fur die Produktion von ca. 100 Eiern, die nach 2-3 Tagen abgelegt
werden. Bei einer durchschnittlichen Lebensdauer von mehreren Wochen

kann jede Mlcke 1000 und sogar mehr Eier produzieren. Die Eiablage
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aller Moskitos erfolgt in Wasser, in Simpfen oder anderen stehenden
oder leicht flieBenden Gewassern. Hierbei hat jede Spezies ihre eigene
Brutgewohnheit. Die Eier werden einzeln auf die Wasseroberflache
abgelegt und entwickeln sich Uber das charakteristische Larvenstadium
in 10-14 Tagen zur flugfahigen Mlicke. Die Entwicklungszeit vom Ei- zum
Adultstadium wird vor allem durch die umgebende Temperatur bedingt.
Obwohl Anopheles-Micken zu kilometerweiten Fligen fahig sind, halten
sie sich bevorzugt in einem relativ kleinen Bereich auf, zumeist in der
Nahe menschlicher Behausungen. Die Weibchen der Anopheles stechen
ausschlieBlich in der Dammerung oder nachts und nehmen tagslber

eine typische Ruhestellung ein [10].

1.4 Entwicklungszyklus von Plasmodien

Im Entwicklungszyklus von Plasmodien fungiert der Mensch als Endwirt
und die Anopheles-Miicken als Zwischenwirt und Ubertrdger der
Parasiten. Humanpathogene Plasmodien durchlaufen wahrend ihrer
Entwicklung eine sexuelle Phase im Anopheles-Vektor und eine asexuelle

Phase im Menschen:

Bei der Infektion durch den Stich der Mlcke, gelangen einige wenige
Sporozoiten aus den Speicheldrisen der Mlcke entweder direkt oder
indirekt Uber Lymphwege in den menschlichen Blutkreislauf. Mit dem
Blutstrom gelangen sie innerhalb von ca. 30 Minuten zur Leber, wo sie in
Leberparenchymzellen eindringen und zum Leberschizont heranreifen.
Wahrend der praerythrozytaren oder hepatischen Entwicklungsphase
findet eine asexuelle Vermehrung (Gewebsschizogonie) statt, in deren
Verlauf bis zu 30.000 Merozoiten reifen. Die Dauer der hepatischen
Phase variiert und reicht von 47-52 Stunden bei P. berghei bis zu 6-15
Tagen bei humanpathogenen Plasmodien-Arten. Bei einer P. vivax oder
P. ovale Infektion verbleiben Dauerformen, sogenannte Hypnozoiten im

Lebergewebe. Sie kdénnen Monate bis Jahre in einem Ruhezustand
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verweilen, bis ein unbekannter Stimulus deren Reifung zu Schizonten
auslést und es zu einem charakteristischen Ruckfall der Malaria kommt.
Nach Ruptur des reifen hepatozytdaren Schizonten werden Merozoiten
freigesetzt. Das erythrozytdare Stadium der Malaria beginnt mit dem
Eindringen der freigesetzten Merozoiten in die Erythrozyten. Dort
durchlaufen die Parasiten einen Reifungsprozess von der Ringform Uber
den Trophozoiten zum Schizonten (erythrozytare Schizogonie). Die
Schizonten setzen ihrerseits wieder Merozoiten frei, die erneut
Erythrozyten befallen (Abbildung 3).

Malaria Mensch: Leber

(Plasmodium spp.)
Leberzelle / -

--, Leberzelle
infiziert

- QOocyste g
4 @ platzt auf A
> \ M°5k't° saugt Blut Ausserhalb des Erythrozyten
U= > " (sporozoiten injiziert)
7 . Sporozoite
mOOCVSte/ freigesetzt S . .
A chizont reigesetzt
Ty, @ ..
§ .x.‘ o . Schizont
k Q\\ .
DN @-l- et ‘___/
.
. Sp°'°g°”"_: Cycle: ) ‘, Mensch: Blutkreislauf
e Moskito 9 7 e——
n Reifende
@ ookinete . Trophozoiten
Mosklto saugt Blut P A
(gametozyten
metozyte aufgenommen), i
/ < A P Erythrozytenkreislauf Ralfe A
Mikrogam B | W .S, _a  Trophozoite
verschmilzt mitgy L/ e “ i@ A
Makrogamete ..é? — _’ sio0
vl
Exflagellation ! Schlzonten ":\ [} /
der Mikrogameten frengesetzt \OE'O £i
. %¢ @ Schizont 4
? ¢ Gametozyten‘[ _ 7Y
A =Infektiéses Stadium TN t
tad i (@ s 2 N Gametozyten
A:Diagnose moglich Povale "% f-' d

P. malariae
Abbildung 3: Entwicklungszyklus von Plasmodien. Quelle: Institut fiir
Medizinische Biometrie, Universitit Tiibingen, modifiziert.

Die sich zyklisch wiederholende Erythrozyten-Invasion der Parasiten
kann innerhalb einiger Tage bei Nichtimmunen zu Hyperparasitdmien
von Uuber 10% parasitarer Erythrozyten flhren, was bei einem
unbehandelten Patienten rasch zum Tode fuhrt. Ein Teil der Merozoiten
wachst nicht zu Schizonten, sondern zu geschlechtsdifferenzierten
Mikro- und Makrogametozyten heran. Diese werden beim Saugakt von

der Anopheles-Micke aufgenommen und leiten den sexuellen Zyklus

7



1. Einleitung

(Sporogonie) im Verdauungstrakt der Mulcke ein. Die Gametozyten
entwickeln sich zu Gameten. Nach der Befruchtung der Gameten bilden
sich Ookineten, die in die Darmwand der Micke einwandern und zu
Oozysten werden. Nach weiteren asexuellen Teilungen entstehen
Sporozoiten, die in die Speicheldrisen der Mlcke wandern und damit
den Entwicklungszyklus vervollstandigen. Der Zyklus in der Anopheles-
Mucke dauert, abhangig von der AuBentemperatur, 8-16 Tage. Hierbei
ist, je nach Plasmodien-Art, eine Mindesttemperatur von ca. 15 °C ndtig.
Wird diese Temperaturgrenze unterschritten, kommt kein Zyklus mehr
zustande [10].

1.5 Klinik und Immunologie der Malaria

1.5.1 Klinische Prasentation der Malaria

Malaria ist eine akute fieberhafte Erkrankung, deren klinische
Manifestation sowohl von Faktoren des Parasiten, als auch von Faktoren
des Patienten abhangig ist. Parasitar modulierende Faktoren sind
Spezies und Stamm des Parasiten. Beim Patienten modulieren Alter,
genetische Konstitution, Immunstatus, Allgemein- und
Erndahrungszustand sowie die medikamentése Vorbehandlung den
Schweregrad der Krankheit. Das klinische Bild der Malaria wird im
Speziellen durch Vorgange bei der Schizogonie und durch
inflammatorische Zytokine, wie IFN-y, IlI-1, II-6 und TNFa bestimmt.
Niedrige Level der inflammatorischen Zytokine sind positiv fir den
Patienten, da sie Makrophagen zur Phagozytose infizierter Erythrozyten
und zur Freisetzung von flr den Parasiten toxischer Radikale
stimulieren. Hohe Zytokinspiegel sind dagegen flr die Symptomatik
(Fieber, Hypoglykamie, Anamie, zerebrale Symptome) der Malaria
verantwortlich [10], [12].

Von den durch die vier verschiedenen Malariaparasiten verursachten
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Infektionen treten meist nur bei Malaria tropica, verursacht durch P.
falciparum, potentiell lebensbedrohliche fulminante Verlaufe auf. Die
anderen Malaria-Formen, wie Malaria tertiana, verursacht durch P. vivax
und P. ovale, und die Malaria quartana, verursacht durch P. malariae,
verlaufen nur selten todlich. P. falciparum verfagt im Vergleich zu den
anderen Malariaparasiten (ber einige Charakteristika, die flir die
komplizierte Prasentationsform der Malaria verantwortlich sind. Das
bedeutendste einzigartige Charakteristikum ist die Fahigkeit von P.
falciparum, infizierte Erythrozyten an kleinen BlutgefaBen anhaften zu
lassen. Dieser Prozess verursacht die charakteristischen pathologischen

Veranderungen, die die Schwere des Krankheitsbildes ausmachen.

Die Inkubationszeit von Infektionen durch P. falciparum betragt ca. 7-15
Tage, von Infektionen durch P.ovale und P. vivax ca. 12-18 Tage und
von Infektionen durch P. malariae ca. 18-40 Tage. Langere
Inkubationszeiten sind, besonders bei ineffektiver Prophylaxe, bei allen
Formen mdglich. P. ovale und P. vivax sind, wie bereits oben
beschrieben, zur Bildung von Ruheformen, sogenannten Hypnozoiten,
befahigt. Infektionen durch diese Parasiten kénnen bei P. vivax Rezidive
bis zu 2 Jahren, bei P. ovale bis zu 5 Jahren nach Infektion bewirken.

Bei P. malariae sind Latenzzeiten von bis zu 52 Jahren beschrieben [9].

Die drei klinischen Manifestationsformen der Malaria sind im Einzelnen
wie folgt charakterisiert:

Malaria tertiana: Sie wird durch P. vivax und P. ovale hervorgerufen
und beginnt mit plétzlichen Symptomen wie Kopfschmerzen,
Riickenschmerzen, Ubelkeit und Abgeschlagenheit. In Rezidiven sind
diese Prodromalsymptome in der Regel milder oder gar nicht
ausgepragt. Fieber tritt initial fir ca. zwei bis vier Tage unregelmaBig
auf, danach erfolgt meist eine Rhythmisierung der Fieberanfalle mit
einer 48 Stunden Periodizitat. Typischerweise kommt es in den spaten

Nachmittagsstunden zu Schiuttelfrost, in dessen Verlauf das Fieber sehr



1. Einleitung

schnell auf Werte um 40°C ansteigt. Nach einer 3- bis 4-stlindigen
Fieberdauer fallt die Temperatur abrupt unter starken
SchweiBausbrichen auf Normalwerte ab. Schwindel und transiente
Bewusstseinsbeeintrachtigungen kénnen mit den Fieberattacken
einhergehen. Oft wird die Malaria tertiana von milder Anamie und
Thrombozytopenie begleitet, selten von Gelbsucht und
Hepatosplenomegalie. Die Malaria tertiana verlauft nur selten tédlich.
Schwere Malaria tertiana wurden mehrfach beschrieben, sind jedoch
vermutlich auf Untererndhrung und/oder interkurrente Infektionen
zurlick zu fuhren. In Westafrika sind ein groBer Teil der Bevdlkerung
durch die Seltenheit der Duffy-Blut-Gruppen Antigen Allele Fy® und Fy®,
die zur Erythrozyteninvasion benoétigt werden, gegen P. Vvivax
Infektionen resistent [10], [9].

Malaria quartana: Sie wird durch P. malariae hervorgerufen und ist
seltener als andere Malaria Arten. Das klinische Bild der ersten Attacke
ahnelt der einer P. vivax Malaria, Prodromalsymptome treten jedoch
haufiger ausgepragter auf. Anamie und Hepatosplenomegalie kommen
im Vergleich zur vivax Malaria seltener vor. Das Fieber ist durch einen
72-Stunden-Rhythmus charakterisiert. Hypnozoiten gibt es bei dieser
Malaria Form nicht. Rlckfalle kénnen jedoch bis zu 52 Jahre nach der
Erstinfektion auftreten [9], [10].

Malaria tropica: Es handelt sich um die gefahrlichste Malaria-Art, die
fur fast alle der weltweiten Malaria bedingten Todesfélle verantwortlich
ist. Bei Nicht-Immunen ist sie unbehandelt mit einer Letalitat von bis zu
20% verbunden. Das klinische Krankheitsbild ist vielgestaltig. Haufige
erste Anzeichen sind, wie bei den anderen Malaria-Formen,
Abgeschlagenheit, Kopf- und Gliederschmerzen, Erbrechen, Ubelkeit
sowie unregelmaBige subfebrile Temperaturen. Diarrhd, Pneumonie und
Muskelschmerzen kdénnen begleitend auftreten, so dass das klinische

Bild leicht mit Influenza oder anderen systemischen Infektionen
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verwechselt werden kann. Im weiteren Verlauf entwickelt sich Fieber,
wobei es jedoch nur selten zum Auftreten eines rhythmischen
Wechselfiebers kommt. Der Fiebertyp ist daher kein diagnostisches

Kriterium flr eine Malaria tropica.

Die Klinik der unkomplizierten Malaria tropica bei Kindern ahnelt der
Klinik der Erwachsenen. Besonders bei Sauglingen und Kleinkindern
kommt es jedoch haufiger zu fulminanten Verlaufen mit einer hohen
Komplikationsrate und Letalitat [10]. Oft zeigt sich eine ausgepragte
Anamie (Abbildung 4 und 5), die wahrscheinlich flir die Mehrzahl der
Todesfalle bei Kindern in endemischen Malaria Gebieten verantwortlich
ist [13]. Nach den Kriterien der WHO spricht man von einer
komplizierten Malaria tropica, wenn bei Nachweis einer asexuellen
Parasitémie eines oder mehrere der folgenden Symptome auftreten:
schwere normozytare Anamie (Hamoglobin < 5 g/dl), starke Schwache,
akutes Atemnotsyndrom mit metabolischer Azidose, multiple
Krampfanfalle, Bewusstseinstribung, Ikterus, Hamoglobinurie,
Kreislaufschock, disseminierte intravasale Gerinnung, abnormale
Blutungen, Lungenddem, Hypoglykamie, Hyperlaktatamie und

Nierenversagen [14]

Abbildung 4: Schwere Anamie
eines 3-jdhrigen Malaria
Patienten in der Kinderklinik
in Ouagadougou. Quelle:
Frauke Schiafer, Janina Zirkel
mit Einverstiandnis der

Erziehungsberechtigten.
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Abbildung 5: 2-jdhrige Patientin mit schwerer Anadmie unter

Behandlung mit Bluttransfusionen. Quelle: Frauke Schafer , Janina

Zirkel mit Einverstandnis der Erziehungsberechtigten.

1.5.2 Immunitat gegen Malaria

Die Intensitat der Manifestation einer Plasmodien-Infektion hangt vom
Grad der Immunitat des Infizierten ab. Die mehrfache Infektion in einem
Endemiegebiet bewirkt eine =zeitlich begrenzte sogenannte Semi-
Immunitat, die eine schwere Erkrankung verhindert. Diese Semi-
Immunitat ist abhangig von altersabhangigen Veranderungen der
Krankheitsvulnerabilitét und von der unterschiedlichen Parasiten
Pravalenz. In endemischen Regionen sind somit Kinder, Schwangere und
dltere Menschen am starksten gefahrdet eine schwere Malaria zu
entwickeln, wahrend Erwachsene meist nur unter milden Symptomen
leiden. BewiesenermaBen ist die Entwicklung einer Immunitat gegen
schwere Malaria von vorangegangen Infektionen abhdngig, denn in
Regionen mit niedrigen Malaria-Ubertragungsraten und Regionen mit
unregelmaBigen Malaria Epidemien sind Erwachsene und Kinder
gleichermaBen von der Entwicklung einer schweren Malaria betroffen.

Ebenso kann eine schwere Malaria alle betreffen, die nicht in
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endemischen Gebieten leben und mit Malaria wahrend Reisen in Kontakt
kommen. Natlrlich erworbene Immunitdt zeichnet sich durch die
Fahigkeit aus, Parasitamien in der peripheren Zirkulation zu kontrollieren
und eine Malaria-Infektion zu erleiden, ohne schwere Symptome zu
entwickeln. Auch wenn komplette Resistenzen sehr selten sind, erleiden
klinisch immune Personen meist periodische asymptomatische
Infektionen [10]. Obwohl die Mechanismen der Malaria-Immunitat nicht
vollstandig verstanden sind, ist bekannt, dass sowohl humorale als auch
zelluldre Immunmechanismen involviert sind, die gegen verschiedene
Entwicklungsstadien der Plasmodien und verschiedene Antigene
gerichtet sind. Manche Malaria Symptome, wie z. B. Anamie, sind direkt
vom Malaria Parasiten verursacht, andere werden durch eine inadaquate
Immunantwort des Wirts ausgel6st, welche durch hohe Zirkulationsraten
inflammatorischer Zytokine charakterisiert ist. Parasitenprodukte die
Glykopeptide und Phospholipoproteine enthalten, kénnen Makrophagen
direkt zur Produktion von Tumornekrosefaktor alpha, Interleukin 1 und
Interleukin 6 anregen und dadurch eine inflammatorische Reaktion
ausldsen [15]. Aktuell sterben 10-50% der hospitalisierten Patienten mit
schwerer Anamie oder zerebraler Malaria trotz effektiver Anti-Malaria-
Therapie und adaquater supportiver Therapie. Das Verstandnis der
Malaria assoziierten Immunantwort ist nicht nur fir die Entwicklung
neuer Therapieansatze wichtig, sondern ist auch essentiell zur
Entwicklung von Malaria Impfstoffen, die dauerhaft einen nachhaltigen
Effekt auf Malaria Morbiditéat und Parasiten Pravalenz haben wirden
[10].

1.6 Generelle Prinzipien und Geschichte der Malaria-Kontrolle

Malaria-Kontrolle ist, global gesehen, eine der wichtigsten Prioritdten der
offentlichen Gesundheit. Prinzipiell gibt es drei Hauptansatze die

Krankheit zu kontrollieren: MaBnahmen die zur Zerstbérung bzw.
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Verminderung des Anopheles-Wirts fuhren (Vektorkontrolle); Therapie
zur Totung des Parasiten (humane Faktoren) und Impfung, zur
Verhinderung der Infektion [10].

1.6.1 Vektorkontrolle

Effektive Vektorkontrolle ist eine zentrale Saule im Kampf gegen Malaria.
Das prinzipielle Ziel von Vektorkontrolle ist die Reduktion von Malaria
Morbiditat und Letalitdt durch Reduktion der Transmissionsraten von
Malaria. Nach epidemiologischen Gesichtspunkten kdnnen

VektorkontrollmaBnahmen gegliedert werden in:
MaBnahmen, die der Reduktion des Vektor-Wirt Kontakts dienen
MaBnahmen, die der Reduktion der Vektordichte dienen und
MaBnahmen, die auf die adulte Vektorletalitat abzielen.

Zu den Vektor-Wirt Kontakt reduzierenden MaBnahmen zdhlen:
(Insektizid-impragnierte) Moskitonetze, Insektengitter an
Hauso6ffnungen, der Gebrauch von Repellents und die Verwendung von
insektiziden Rauchermitteln. Zu MaBnahmen zur Reduktion der
Vektordichte zahlen: UmweltmaBnahmen zur Reduktion von Brutstatten
(z. B. Trockenlegung von Sumpfgebieten), Larvenkontrolle mit Hilfe
larvizider Substanzen oder larvizider Organismen (Bacillus thuringiensis
israelensis), biologische Kontrolle mit Raubfischen, das groBflachige
Versprihen von Insektiziden sowie evtl. zuklinftig genetisch Kontrolle (z.
B. Implantation von vor einer Infektion schitzenden Genen in
Wildpopulationen). Zu den auf die adulten Vektoren abzielenden
MaBnahmen zahlen: Sprihen von Insektiziden in Innenrdumen und die

gemeinschaftsweite Nutzung von Insektizid behandelten Moskitonetzen.

Die Auswahl der geeigneten VektorkontrollmaBnahmen sollte von der
Vektorendemie, der Vektorbionomie, den 0&koepidemiologischen

Gegebenheiten, dem vorhandenen Gesundheitssystem und der
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Nachhaltigkeit des geplanten Programms abhdngig gemacht werden
[10].

1.6.2 Humane Faktoren

In den letzten Jahren lag der Hauptfokus der Malaria-Kontrollstrategien
auf einer Reduktion der Morbiditat und Letalitat der Malaria durch
prompte und effektive Behandlung. Der Erfolg dieser Strategie hangt
zum einen stark von der Verfligbarkeit effektiver Medikamente, und zum
anderen vom Verhalten der Patienten bzw. der Erziehungsermachtigen
ab. So ist das Verstandnis von Einflussfaktoren auf das Verhalten der
Patienten und Erziehungsermachtigen essentiell fur das Erstellen von
adaquaten und nachhaltigen Interventionsprogrammen. In jeder
Gesellschaft sind in der Regel eine Vielzahl von Behandlungsmethoden
zur Behandlung der Malaria bekannt. Die Wahl der jeweiligen
Behandlungsmethode, die Auswahl des Gesundheitsdienstleisters und
der Zeitpunkt einer Konsultation eines Gesundheitsdienstleisters hangen
von multiplen Faktoren ab und variieren mit dem sozialen und
kulturellen Kontext. Lange ist bekannt, dass eine Vielzahl von Malaria
Erkrankungen auBerhalb des offiziellen Gesundheitssystems behandelt
werden. Dennoch ist die generelle Nachfrage nach modernen
Medikamenten hoch. Oft werden sie von Apotheken, Drogerien oder
Medikamentenhandlern ohne adaquate Diagnose und korrekter
Dosisinformation abgegeben. Die Mehrzahl der Malaria Betroffenen wahlt
irgendeine Art von Behandlung und multiple Behandlungen sind nicht
selten. Die  meisten Malaria-Episoden  werden primar mit
Selbstbehandlung, wie lokalen Krautern oder mit modernen Malaria
Medikamenten therapiert. Ein Literatur Review ergab, dass weniger als
die Halfte der Malaria Episoden von offiziellen Gesundheitsdienstleistern

mit Verzdégerungen von drei und mehr Tagen behandelt werden. Selten
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verlassen sich die Betroffenen nur auf traditionelle Methoden, oft wird
traditionelle Medizin mit moderner Medizin kombiniert [10], [16], [17].

1.6.3 Impfung

Seit mehr als 50 Jahren erforschen Wissenschaftler die Mdglichkeit, die
Malaria mit Hilfe eines Impfstoffs zu bekampfen. Man musste jedoch
feststellen, dass die Entwicklung eines effektiven Impfstoffs sich viel
komplexer gestaltet als zuerst angenommen. Bislang zdhlen Impfstoffe
nach wie vor nicht zu den Malaria-KontrollmaBnahmen und auch trotz
eines vielversprechenden Kandidaten ist eine tragende Rolle der

Impfung in Zukunft anzuzweifeln [10], [18].

Idealerweise sollte ein Impfstoff eine starke, lang anhaltende Immunitat
bieten, die gegen alle Varianten der Parasiten-Spezies schitzt. Generell
sind folgende Impfstoffstrategien fiur Impfstoffen denkbar: Impfstoffe
gegen praerythrozytare Plasmodienstadien, Impfstoffe gegen

erythrozytare Stadien und Impfstoffe gegen sexuelle Stadien.

Impfstoffe gegen praerythrozytare Stadien miuissten hoch effektiv gegen
Sporozoiten wirken. Denn jeder Parasit, der der durch die Impfung
induzierten Stadien abhangigen Immunitdt entkommt, ist in der Lage
sich normal zu entwickeln. Uberlebende Malariaparasiten in der Leber
mussten dann eher vom zellularen Immunsystem als vom humoralen
lokalisiert und zerstdort werden. Bei Impfstoffen gegen erythrozytare
Stadien ist das bedeutendste Problem die Antigendiversitat vieler
Zielproteine. Ein effektiver Impfstoff mlsste sich also entweder gegen
eine essentielle nicht variable Komponente oder gegen multiple
Komponenten richten. Impfstoffe gegen sexuelle Stadien oder
Transmission blockierende Impfstoffe induzieren Antikdrper, die mit der
Blutmahlzeit in die Moskitos aufgenommen werden und dort die weitere
Entwicklung von Plasmodien hemmen. Diese Impfung wirde der

geimpften Person keinen sofortigen Schutz bieten, aber die Bevoélkerung
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als Ganzes schiitzen. Hierzu musste jedoch die Durchimpfungsrate sehr
hoch sein [10], [15], [18].

Betrachtet man den aktuellen Stand der Impfstoffentwicklung, befinden
sich nach WHO Schatzungen aktuell mehr als 80 Impfstoffkandidaten in
praklinischer Entwicklung. 30 Impfstoffe sind in Phase eins Studien in
den USA oder Europa. Neun Impfstoffkandidaten befinden sich in Phase
eins Studien in Endemiegebieten. Drei Impfstoffkandidaten wurden
bereits in Phase zwei an Erwachsenen getestet, wovon nur ein Kandidat
erfolgreich (RTS,S/AS02A) war. Zwei Kandidaten wurden bereits in
Phase zwei Studien an Kindern in Endemiegebieten getestet. Diese
waren RTS,S/AS02A und FMP1/AS02A, hiervon war nur ein Kandidat
(RTS,S/AS02A) erfolgreich. Dieser aktuell am erfolgversprechendste
Kandidat richtet sich gegen praerythrozytare Stadien, im Speziellen
gegen das cirumsporozoite Protein (CS), was als Oberflachenprotein Ziel
der protektiven Immunantwort ist [19], [20]. Der immundominierenste
Teil dieses Proteins ist eine zentrale Region des Molekils mit
Aninosaurewiederholungssequenzen. Bei P. falciparum sind dies die
Aminosauren Asparagin-Alanin-Asparagin-Prolin  (NANP). Das im
Impfstoff enthaltenden RTS, S Molekil ist ein Fusionsprotein bestehend
aus dem circumsporozoiten Protein (CS) mit repititiver (R) und T-Zell
Epitop (T) Sequenz sowie dem Hepatitis B Oberflachen Antigen (S).
Dieser RTS/S Partikel ist gekoppelt an ein Adjuvanz System, bestehend
aus einer Ol in Wasser Emulsion, welche die Freisetzung des Antigens
verlangsamt, und den potenten Immunstimulatoren MPL und QS21. Das
Adjuvanz System stimuliert sowohl die humorale, als auch die zellulare
Immunantwort, so dass der Impfstoff im Gesamten mittels
Antikdrperstimulation eine Infektion verhindert und eine T-Zell Antwort
gegen infizierte Leberzellen und intrahepatische Parasiten induziert.
Dieser vielversprechende Impfstoffkandidat wurde an ca. 2000 Kindern

zwischen ein und vier Jahren in Mosambique getestet, wo eine Risiko
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Reduktion von schwerer Malaria um fast 50% und eine Reduktion der
klinischen Episoden von 35 % nach 18 Monaten zu verzeichnen war.
Aktuell befindet sich der Kandidat seit Mai 2009 in Phase drei Studien
(n:16 000) in elf Landern Afrikas. Die Einreichung der Zulassung ist
frihestens flir 2012 geplant. Die Entwicklung diese Impfstoffes hat bis
jetzt 20 Jahren gedauert und hat bei der Firma GalaxoSmithKlein (GSK)
Kosten in Hohe von 300 Millionen Pfund verursacht, wobei weitere 200
Millionen Pfund von der Bill und Melinda Gates Stiftung Gbernommen
wurden [21], [22], [23], [24].

Trotz erheblicher Fortschritte in der Impfstoffentwicklung und
erstmaliger Zulassung eines Impfstoffkandidaten in Phase drei Studien
bietet der aktuelle Impfstoff keinen ausreichenden Schutz vor einer
Malariainfektion und ist deshalb allenfalls als ErganzungsmaBnahme zu

bestehenden Malaria-Kontrollprogrammen anzusehen [18], [25].

1.6.4 Strategien zur Bekampfung der Malaria

Bereits seit mehr als 2000 Jahren sind unspezifische Malaria-
BekampfungsmaBnahmen dokumentiert [10]. So legten schon die
Griechen und R6omer Sumpfe trocken, um Malaria einzudammen. In
China wurden bereits vor mehr als 2000 Jahren Extrakte der Pflanze
Artemesia annua zur Behandlung der Malaria verwendet. Im 17.
Jahrhundert entdeckten Jesuitenpater, dass die Rinde des
Chinarindenbaums (Cinchona pubescens) effektiv gegen Malaria hilft
und 1820 wurde die aktive Substanz der sogenannten Chinarinde,
Chinin, in Frankreich isoliert [10]. Doch erst die Entdeckung des Malaria
Parasiten 1880 durch Charles Laveran und die Beschreibung der
Anophelesmiucke als Malaria Vektor durch Ronald Ross 1897 ermdglichte
die Entwicklung von rational begrindeten KontrollmaBnahmen. Als erste
Initiative empfahl die Panamerikanische Gesundheitsorganisation gezielt

Informationen Uber Malaria zu verbreiten und Chinin an Arme frei
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abzugeben [26]. Die dramatischen Malaria Erfahrungen im ersten
Weltkrieg, trieb die Medikamentenentwicklung in Deutschland an, wo
1924 Pamaquin, 1930 Mepacrin und 1934 Chloroquin entdeckt wurde.
Weitere Meilensteine in der Entwicklung von synthetischen Anti-Malaria-
Medikamenten war die Entdeckung von Proguanil 1944, Primaquin 1950
und Pyrimethamin 1952 in Frankreich, den USA und dem vereinigten
Kénigreich (UK). Die groBraumige Verwendung von Chloroquin begann
erst nach dem 2. Weltkrieg. Einige Jahre spater war es das Medikament
der Wahl fur die Behandlung fast aller Malaria-Episoden weltweit [10].

Hierzu parallel verlief die Entwicklung von Insektiziden gegen Anopheles.
Die erfolgreiche Verwendung von natirlichen Pyrethroiden in Stdafrika
und in Indien zeigten zum ersten mal erfolgreiche Vektor
Kontrollstrategien zur Malaria-Kontrolle. Wahrend des zweiten
Weltkrieges wurde von Miuller die stark insektizide Wirkung von
Dichlorodiphenyltrichlorethan (DDT) entdeckt. Nach ersten
Feldversuchen in Italien wurde DDT erfolgreich flachendeckend in
Landern wie Venezuela, Guyana, USA, Italien und Griechenland
verwendet [10]. Der fruhe Erfolg der Malaria-Ausrottung in einigen
Landern fuhrte zum Konzept der Malaria-Ausrottung, welches in der
achten ,World Health Assembly® 1955 verabschiedet wurde. Flir den
afrikanischen Kontinent wurde das Konzept in Anbetracht der hohen
Transmissionsraten bei fehlender Infrastruktur als unrealistisch
angesehen und nur in ausgewéhlten Lander wie Siidafrika, Athiopien,
Zimbabwe und in Form von Pilotprojekte in einigen anderen Gebieten
durchgefihrt. Zwei Jahre spater startete die Welt-
gesundheitsorganisation eine weltweite Malaria-Ausrottungskampagne
[26]. Die stark vertikal orientierten nationalen Eradikationsprogramme
waren typischerweise basiert auf groBflachige Verwendung von DDT,
Verwendung von Larviziden zur Minimierung von Anopheles

Populationen, prasumptive Behandlung aller Fieberepisoden und radikale
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Behandlung bestatigter Malaria Infektionen. Die Ergebnisse der globalen
Eradikationsprogramme waren gut in Europa, dem asiatischen Teil der
UDSSR, einigen Landern im mittleren Osten, in einigen Teilen der
Karibik, in gréBeren Gebieten in Sidamerika, in Nordamerika (inkl. USA)
sowie in Landern wie Australien, Japan, Singapur, Korea und Taiwan.
Schlecht waren die Ergebnisse jedoch in den meisten tropischen,
unterentwickelten Landern [27]. Grinde hierfir waren unter anderem:
das Fehlen von flachendeckender Gesundheitsversorgung, mangelhafte
Kenntnissen zur Epidemiologie, unzureichende lokalen Daten, logistische
Probleme (besonders in landlichen Gegenden wahrend der Regenzeit),
mangelnde Teilnahme der lokalen Bevdélkerung, die Entwicklung von
Resistenzen gegen Insektizide, evasives Verhalten der Vektor Moskitos,
Resistenzentstehung gegen Medikamente der ersten Wahl sowie
soziobkonomische, finanzielle und politische Probleme [28]. In den
frihen siebziger Jahren wurde das Konzept der Malaria-Ausrottung
schlieBlich durch die Strategie der Malaria-Kontrolle als Teil des ,,Primary
health care" Konzepts ersetzt [27], [26]. Doch gestaltete sich sowohl die
Integration des , Primary Health care™ Konzept, als auch die Umsetzung
der Malaria-MaBnahmen als schwierig. Gesundheitsarbeiter waren u.a.
oft schlecht ausgebildet und Uberlastet, zentrale Supervisionseinheiten
fehlten und die Teilnahmebereitschaft der Bevdlkerung sank. Hieraus
resultierte eine erneute Verschlimmerung der Malaria Problematik
wahrend der achtziger und neunziger Jahre. In Anbetracht dieser
Tatsachen wurden seit dem Ende der neunziger Jahre wieder vermehrte
Anstrengungen zur Malaria-Bekampfung betrieben. Eine groBe Anzahl
internationaler Konferenzen wurden abgehalten und 1997 wurde die
~Multilateral Initiative on Malaria (MIM)" gegrindet [26], [29]. Es folgte
1998 die von der WHO, UNICEF, UNDP und der Weltbank ins Leben
gerufenen Roll-Back-Malaria-(RBM)-Initiative. Sie soll die verschiedenen

Gruppen, welche an der Einddmmung der Malaria interessiert sind,
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vernetzen, um gemeinsam Strategien gegen Malaria zu entwickeln und
durchzufiihren. Im globalen Malaria Aktionsplan der Mitgliedstaten der
~World health assembly" und der RBM-Initiative hat man sich u.a. das
Ziel gesetzt die ,Blrde der Malaria® bis zum Jahr 2010 auf die Halfte und
2015 um 75% zu reduzieren. Neben dem Ziel der Malaria-Kontrolle
forciert man in der globalen Anti-Malaria Strategie auch wieder das Ziel
der Malaria-Elimination. Als Basis der beiden Komponenten Malaria-
Kontrolle und Elimination dient als dritte Komponente eine
kontinuierliche Forschung. Die UN duBert sich in ihren Millenniumszielen
zurickhaltender: Bis 2015 soll eine weitere Ausbreitung der Malaria
verhindert werden und ein beginnender Rickgang der Malaria Inzidenz
angestrebt werden. Die regional adaptierten Kontrollstrategien, die zum
Erreichen der Ziele verfolgt werden, umfassen u.a. eine prompte,
effektive Diagnose und Behandlung; die Verfigbarkeit von
PraventionsmaBnahmen, inklusive Vektorkontrolle; Epidemiepravention,
sowie die Starkung von lokalen Kapazitaten bzw. die Starkung von
Gesundheitssystemen [30], [31].

1.6.5 Malaria-Kontrolle in Burkina Faso

Malaria stellte in Burkina Faso schon immer, als eine endemische
Krankheit, eines der Hauptgesundheitsprobleme flr die Bevélkerung dar.
Die ersten epidemiologischen Studien zur Malaria wurden bereits 1941
in der Region Bobo-Dioulasso eingeleitet. In 1947 wurde zum
effizienteren Kampf gegen die Malaria im Kreise des ,Service Général
d'Hygiene Mobile et de Prophylaxie® dem das Centre Muraz einverleibt
wurde, eine Malaria Fachgruppe gegriindet. Diese Fachgruppe initiierte
ein Malaria-Ausrottungprogramm in einer Pilotzone in Bobo-Dioulasso.
Hauptaktionspunkt dieses Programmes war das Besprihen von
Hausinnenwanden mit dem Insektizid DDT. Leider blieben diese Aktionen
erfolglos und der Malaria-Zyklus konnte nicht unterbrochen werden. Man

adaptierte daraufhin die Strategie der Ausrottung der Malaria und
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versuchte mit der Applikation einer Massen Chemoprophylaxe in
Kombination mit dem Besprihen von Hausinnenwanden mittels DDT die
Malaria zu bekampfen. Leider blieb diese Strategie ebenfalls erfolglos,
da die Vektoren bzw. die Parasiten eine Resistenz gegen das Insektizid
und das zur Prophylaxe verabreichte Pyrimethamin entwickelten. Auch
die alle 15 Tage verabreichte Chemoprophylaxe mit Chloroquin blieb
erfolglos. Seit 1972 wurde daraufhin Kindern unter 5 Jahren nur
wahrend der intensiven Transmissionsphase eine Chemoprophylaxe
verabreicht, welche seit 1974 auch auf Schwangere ausgeweitet wurde.
1979 initiierte das Centre Muraz zahlreiche Forschungsprojekte zum
Vergleich der Massen-Chemoprophylaxe mit der Chemotherapie aller
Fieberzustande mit  Chloroquin. Auf der Grundlage dieser
Studienergebnisse wurde die Chemoprophylaxe auf Schwangere
begrenzt. In den Jahren 1984 und 1985 wurde erneut ein erfolgloses
Programm zur Vektorkontrolle mit MaBnahmen wie Besprihen von
Hausinnenwanden und Larvenkontrolle in Ouagadougou durchgefihrt.
1985 griindete man das Referenzzentrum zur Wirksamkeit der Malaria-
Therapien (Centre de Référence de la Chimosensibilité du Paludisme) im
Centre Muraz, wo neue Strategien im Kampf gegen Malaria erforscht
wurden. Impragnierte  Moskitonetze  zeigten vielversprechende
Studienergebnisse, konnten sich jedoch bis heute nicht genlgend
durchsetzen. Das seit 1987 bestehende nationale Zentrum zum Kampf
gegen die Malaria (Centre National de Lutte contre le Paludisme) wurde
1999 in das nationale Malaria Forschungs- und Ausbildungszentrum
(Centre National de Recherche et de Formation sur le Paludisme)
umbenannt. Das Zentrum diente zu Beginn der Koordination der
nationalen Anti-Malaria-Aktivitaten, spater vermehrt der Ausbildung und
Forschung. Seit 1991 wird das Therapieschema fur Malaria in Burkina
auf nationaler Ebene angepasst und regelmaBig adaptiert. In 1992

wurde erstmalig ein nationales Programm zum Kampf gegen Malaria von
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der burkinischen Regierung ins Leben gerufen. Dieses Programm wird
regelmaBig, angelehnt an WHO Empfehlungen, aktualisiert. Heutzutage
profitiert man immer mehr auch von internationalen Initiativen und
Organisationen, wie beispielsweise von der Afrikanischen Union
initilerten Programmen (Programme d'Accélération de la Lutte
Antipaludique), der Unterstitzung durch zahlreiche Partner, inklusive
Nichtregierungsorganisationen sowie seit 1998 von der oben
beschriebenen Roll Back Malaria Initiative der WHO. Trotz aller
Bemulhungen ist die aktuelle Malaria-Situation in Burkina immer noch
fatal. Bei einem Anstieg der Chloroquinresistenz auf 63,3% in 2005,
wurde die nationale Behandlungspolitik von Chloroquin auf Artemisinin-
Kombinationen und Sulfadoxine-Pyrimethamin geandert. Die grdéBten
Probleme bleiben eine unzureichende Verfligbarkeit von Artemisinin
Kombinationspraparaten, unzureichende Umsetzung der Anti-Malaria-
MaBnahmen auf Distriktebene, keine ausreichende Versorgung mit
Moskitonetzen und Insektiziden, hohe Kosten fur die Akutbehandlung
der Malaria und mangelnde medikamentdése und personelle Versorgung

der Kommunen [6].

1.7 Probleme der Malaria-Kontrolle

Obwohl die verschiedenen Initiativen einige Erfolge verzeichnen kénnen,
scheint es nicht moglich die hochgesteckten Ziele der RBM Initiative
bzw. der World Health Assembley (WHA) zu verwirklichen. Die meisten
afrikanische Lander nahmen zwar seit 2000 die durch die RBM-
Partnerschaft empfohlen innovativen Prinzipien der Malaria-Bekampfung
in die Grundsatze ihrer Gesundheitspolitik formell auf, es besteht jedoch
weiterhin eine bedauerliche Diskrepanz zwischen den Bedlrfnissen der
meist armen Hochendemiegebiete und der Versorgung mit effektiven
KontrollmaBnahmen (v. a. Kombinationsmedikamente, intermittierende

praventive Behandlung [IPT] flr schwangere Frauen und Kinder,
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Insektizid-behandelte-Moskitonetze [ITNs], Insektizid-Einsatz in
Innenrdumen [IRS], Trockenlegung von Brutplatzen, Zugang zur
Gesundheitsversorgung).

Immerhin konnte jedoch in mehr als einem Drittel (in 9 afrikanischen
und 29 Lander auBerhalb von Afrika) der 108 Malaria-Lander eine
Reduktion der Malaria um mehr als 50% in 2008 im Vergleich zu 2000
erreichte werden. Die Malaria Falle fielen allerdings am wenigsten in den
Lander mit der hochsten Inzidenz. Der Gebrauch von Insektizid-
behandelten-Moskitonetzen [ITN] bei afrikanischen Kindern unter 5
Jahren lag in 2008 bei geschatzten 24% und somit weit unter den
angestrebten mehr als 80% der WHA. Nur in 13 afrikanischen Landern
besaBen 2008 mehr als die Halfte der Haushalte Moskitonetze.

Der Grund der Mangelnden Umsetzung der MaBnahmen liegt vor allem
in den finanziellen Aufwendungen, welche mit einer Implementierung
der Vorgaben verbunden waren. Die geschatzten wirtschaftlichen Kosten
fur eine effiziente globale Umsetzung der MaBnahmen zur Malaria-
Bekampfung belaufen sich auf 5 Milliarden US-$ pro Jahr. Derzeit
bestehen noch deutliche Probleme mit der Finanzierung dieses Betrages,
Die internationalen Aufwendungen belaufen sich, trotz stark gestiegener
Finanzierungsbereitschaft durch u.a. den Global Fond, die US Regierung
und die Weltbank, auf nur 0,65 Milliarden US-$ pro Jahr (zuletzt
verfligbare Daten aus 2007) und reichen damit bei weitem nicht zur
Realisierung der WHA Ziele aus [30], [32].

Neben den o6konomischen Problemen st die zunehmende
Resistenzentwicklung von Plasmodium falciparum gegenulber
herkdbmmlichen Malaria-Medikamenten, wie beispielsweise Chloroquin
und Sulfadoxin-Pyrimethamin als wichtigste Hlurde fur die Bekampfung
der Malaria anzusehen. Das Auftreten der Chloroquinresistenz bei P.
falciparum hat wesentlich zu einem Anstieg der Malaria-spezifischen

Letalitdt, insbesondere bei Kindern, beigetragen [30], [33].
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Kombinationstherapien sind ein Erfolg versprechendes Prinzip zur
Verlangerung der madglichen Anwendungsdauer der Malaria-
Medikamente und zur Verzdégerung von Resistenzentwicklung.
Artemisinin basierte Kombinationstherapien stellen momentan die
empfohlene Therapie der Wahl der WHO dar. Seit 2004 haben die
meisten Lander in Afrika sudlich der Sahara ihre Malaria-Politik auf
Artemisinin basierte Kombinationstherapien umgestellt. Doch
Therapiekosten zwischen 0,5 und 5% sind oft nicht tragbar flr die
landliche Bevdlkerung, so dass sich diese Therapie in der Praxis noch
nicht ausreichend durchsetzen konnte. In 11 von 13 durch die WHO
zwischen 2007 und 2008 Uberwachten Landern erhielten nur 15% der
Kinder unter funf Jahren mit Fieber Artemisinin basierte
Kombinationstherapien. Dies liegt weit unter den angestrebten Uber
80% der WHA. Ein weiteres Problem stellt die unzureichende
Verfigbarkeit des Medikamentes dar [34], [32]. Neu aufgetretene
Resistenzen gegen Artemisinine in West Kambodscha drohen ferner die
Wirksamkeit des bisher einzigen resistenzfreien Medikamentes zu
beeintrachtigen [35]. Hierfir werden vor allem die dort verwendete
Artemisinin Monotherapien verantwortlich gemacht.

Neue effektive und vor allem kostenglinstige Kombinationstherapien

werden dringend bendétigt [32].

1.8 Theoretische Grundlagen zum Redoxstoffwechsel von

Plasmodien und zur Extremen Parthway Analyse

1.8.1 Allgemeine Aspekte zum Redoxstoffwechsel

Der Redoxstoffwechsel dient im Allgemeinen als antioxidativer zellularer
Schutzmechanismus. Wahrend des Sauerstoff-Metabolismus und beim
Ablauf oxidativer Prozesse in lebenden Zellen entstehen verschiedene,
instabile und reaktive Sauerstoff-assoziierte freie Radikale und andere

reaktive Sauerstoffverbindungen (ROS), wie Singulett-Sauerstoff,
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Superoxidanionen-Radikale (02), Wasserstoffperoxid (H.0.) und
Hydroxyl-Radikale (OH) [36]. Diese ROS verursachen Schaden
innerhalb der Zelle und kénnen Enzyminaktivierungen, Veranderungen
der Nukleinsduren und Lipidmembranen durch Lipidperoxidation
auslésen [37]. Die entstandenen Schaden kdénnen in der Regel durch
zelleigene Reparatursysteme behoben werden. Ist das FlieBgleichgewicht
der Entstehung und Entgiftung der ROS jedoch gestért, kommt es zu
einem vermehrten Auftreten von ROS-assoziierten Schaden, ein
Zustand, der als oxidativer Stress bezeichnet wird. Dieser kann durch
eine vermehrte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und/oder eine
verminderte Detoxifizierung derselben entstehen [38]. Der Redoxstatus
einer Zelle ist von den Verhaltnissen reduzierter zu oxidierter Pyridin
Nukleotiden [NAD(P)H/NAD(P)*] sowie vom Verhaltnis zellularer Thiole
wie Glutathion/Glutathiondisulfid und Thioredoxin/Thioredoxindisulfid
abhangig. Diese Verhaltnisse sind eng mit dem zelluldren Gehalt von
reaktiven Sauerstoffverbindungen verknlpft und somit ist auch die
Funktion vieler Enzyme an den Redoxstatus von Pyridin Nukleotide,

Glutathion und Thioredoxin gebunden [39].

Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies besitzen allerdings auch
physiologische Wirkungen als Mediatoren der Immunabwehr [40].
Stickstoffmonoxid (NO) wird durch eine eigene Synthase in vielen Zellen
als auto- oder parakriner Mediator gebildet und |6st
Signaltransduktionsprozesse aus [41]. Bei Entziindungsprozessen oder
durch Kontakt von Phagozyten mit Pathogenen werden vermehrt ROS
gebildet, die deren Bekampfung dienen. Der gesamte
Redoxmetabolismus ist direkt mit der Pathologie der Malaria verknipft
und spielt eine essentielle Rolle flir das Funktionieren bzw. die
Resistenzentwicklung  zahlreicher  Anti-Malaria-Medikamente. Der
Redoxstoffwechsel als Angriffspunkt neuer Medikamente ist ein

vielversprechender Ansatz, nicht nur im Kampf gegen die Malaria. Der
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Ansatz basiert auf der Uberlegung, die parasitdren Abwehrmechanismen
gegen den oxidativen Angriff durch das wirtsspezifische angeborene
Immunsystem zu schwachen. Dies kann durch die Entwicklung
spezifischer Enzym-Inhibitoren erreicht werden, welche die antioxidative
Abwehr der Parasiten l|dahmen [42]. Methylenblau, welches am
Redoxstoffwechsel der Plasmodien ansetzt und diesen Ansatz verfolgt,

soll in der vorliegenden Arbeit naher untersucht werden.

1.8.2 Oxidativer Stress im Malaria Parasiten

Malaria Parasiten sind einem permanenten oxidativen und nitrosativen
Stress ausgesetzt [43]. Besonders anfallig flir diese Art von Stress sind
Plasmodien wahrend der erythrozytaren Phase, wo ein pro-oxidatives
Umfeld mit hohen Konzentrationen von Sauerstoff und Eisen herrscht.
Oxidativer und nitrosativer Stress in Plasmodien wird zum einen exogen,
durch die Immunantwort des Wirtes verbunden mit dessen Produktion
von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffradikalen verursacht, und zum
anderen endogen, durch die hohe parasitdare metabolische Aktivitat und
dem Abbau von Hamoglobin in der parasitdren Nahrungsvakuole.
Wahrend ihrer intraerythrozytaren Lebensphase verdauen Plasmodien
60-80% des erythrozytaren Hamoglobins [44]. Der Hamoglobin-Abbau
beginnt bereits im frihen Ringstadium und setzt sich bis zum
Schizontenstadium fort, wobei das Aktivitatsmaximum im
Trophozoitenstadium (6-12 Stunden, bei P. falciparum) liegt [45].
Insgesamt verdaut P. falciparum 75% des erythrozytaren Hamoglobins
wahrend der intraerythrozytaren @ Wachstumsphase [46]. Der
Hamoglobinabbau reprasentiert eine essentielle Bezugsquelle von
Aminosauren flr den Parasiten (durch Hydrolyse des Globin-Anteils) und
erzeugt gleichzeitig gentgend Raum flr deren Wachstum sowie zur
Unterstitzung der osmotische Integritat der infizierten Zelle [47]. Der

Hamoglobin-Abbau beginnt mit dem Import erythrozytaren Hdmoglobins
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des Zytosols in die parasitare Nahrungsvakuole. Dort herrscht ein saures
Milieu mit einem pH-Wert von ungefahr 5,2 [48]. Die dabei stattfindende
Ansdauerung des Erythrozyten-Lysats flhrt zu einer drastischen
Erh6hung der spontanen Oxidation von Hamoglobin (Fe?*) zu toxischem
freiem Ham (Fe** haltigem sogenannten Hdmin) und Superoxid-Anionen
[49]. Die meisten dieser Anionen kénnen spontan zu H,0, reagieren (2
02 » H;0, + 0;). Diese Reaktion lauft zusatzlich Enzym-katalysiert
durch die Superoxid-Dismutase (SOD) ab (2 Oy + 2 H* » H,0, + 0,).
H.O, reagiert nach der Fenton-Gleichung in Anwesenheit katalytischer
Mengen von nicht-proteingebundenem Fe**(ebenfalls freigesetzt durch
angesauertes Hamoglobin) zum sehr reaktiven Hydroxyl-Radikal OH".
Die Reaktionsgleichungen der Fenton-Reaktion in vivo unter

Einbeziehung von Zellmembran oder Enzym-Schaden lauten:
Donorrq + Fe** - Donore + Fe?*
Fe** + H,0, -~ Fe’* + OH™ + OH

Das beim Abbau von Hamoglobin gebildete toxisch freie Hadm wird von
den Parasiten zum groBten Teil in einem Biomineralisationsprozess als
kristallines Hamozoin abgesondert [50], [51] und/oder in alternativen,
meist Glutathion abhangigen Stoffwechselwegen [52], [53] unschadlich
gemacht. Beim Abbau mittels Glutathion abhangigen Stoffwechselwegen
wird wiederum freies Eisen produziert, welches in der Fenton Rektion zur
Entwicklung von OH" Radikalen fuhrt. Ein kleiner Teil des toxischen
Hamins entkommt jedoch den parasitaren Neutralisierungsprozessen,
diffundiert ins parasitare Zytosol und schadigt Wirtsproteine und
Wirtsmembranen. Hierbei hemmt es parasitdre Enzyme und lysiert
Erythrozyten [54], [55]. Ein zusatzlicher Schutzmechanismus des
Parasiten basiert auf die Bindung von toxischem Hamin an Histidin
reiche Proteine wie HRP2 und HRP3 [49].
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AuBerdem ist eine gesteigerte ROS-Produktion in parasitierten
Erythrozyten auch noch auf andere Stoffwechselwege (z.B. Elektronen-
Transport-Kette in Mitochondrien) zurtckzufihren. Das schnelle
Wachstum und die hohe Proliferationsrate der Plasmodien bedingen eine
hohe Generierung von ROS. Auch der Stoffwechsel der erythrozytdren
Wirtszelle ist davon betroffen; so ist der Glucoseverbrauch - und damit
die Methylglyoxal-Produktion - in parasitierten im Vergleich zu

nichtparasitierten roten Blutkdrperchen bis zu 78fach erhéht [56].

1.8.3 Die Rolle der oxidativen Protektion von P. falciparum

Im spaten Ring- bzw. frihen Trophozoitenstadium, wenn der Parasit mit
der intensiven Verdauung des Wirtshamoglobins beginnt und die
Oberflachenstrukturen der befallenen Erythrozyten vom
retikuloendothelialen System als fremd erkannt werden kdnnen, muss
das parasitare antioxidative Verteidigungssystem komplett
funktionsfahig sein. Plasmodien verfigen deswegen Uber vielfaltige
antioxidative und redoxregulierende Stoffwechselwege, die ein
Redoxnetzwerk bilden, welches grob in zwei Hauptkomponenten
unterteilt werden kann: das Glutathion- und das Thioredoxin-System
(Abb. 1). Das Glutathion-System, besteht aus der NADPH abhangigen
Glutathionreduktase, dem Tripeptid Glutathion, dem redox aktiven
Protein Glutaredoxin, Glutathion-S-Transferase, zZwei
Glutathionsynthasen und den Glyoxalasen I und II [44]. Es wird erganzt
durch ein Thioredoxin-System, was aus dem Elektronendonator NADPH,
dem Flavoprotein Thioredoxinreduktase, seinem Substrat Thioredoxin,
Thioredoxin-abhangigen Peroxidasen sowie weiteren Redoxpartnern (z.
B. 1-cys-Peroxiredoxin) besteht [57], [36]. Das relativ neu entdeckte
Redoxprotein Plasmoredoxin stellte eine Verbindung zwischen den

beiden Systemen dar.

Die beiden beschriebenen Systeme nehmen bezlglich der antioxidativen
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Verteidigung, dem Aufrechterhalten der Redox-Homdostase und der
DNA-Synthese komplementare Funktionen ein [57], [42]. In Abbildung 6

sind die zellularen Redoxsysteme schematisch darstellt:

thioredoxin|  Abbildung 6: Intrazellulare

glutathione system system

il

Disulfid-reduzierende Redox-

‘ [ systeme. Das Glutathion-System

|
lutathione thioredoxin . . . )
gmductase ¢~ NADPH reductase ist links und das Thioredoxin-
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thioredoxin reduzierten Aquivalente
(Trx)

ausgehend von NADPH dar.

Plasmoredoxin, was wie NADPH

T emap—— eine Verbindung zwischen beiden

Systemen bildet, ist nicht
dargestellt.

AuBerdem spielen zwei Superoxid-Dismutasen, die Superoxid-Anionen

neutralisieren, eine weitere Rolle flur das oxidative Verteidigungssystem.

Interessanterweise scheinen dem Malaria-Parasiten zwei wichtige
antioxidative Enzyme zu fehlen: Katalase, welche typischerweise
Wasserstoffperoxide abbaut und Glutathionperoxidase, welche Lipid-
Hydroperoxide zu Alkoholen reduziert. Es scheint als wiirde der Hauptteil
der Peroxid-Abbaukapazitat von Peroxiredoxinen Ubernommen werden
[44], [36].

Wie schon oben beschrieben schaffen es einige der reaktiven oxidativen-
Spezies dem antioxidativen Verteidigungssystem des Parasiten zu
entkommen und den Wirtserythrozyten zu erreichen. Dort Uben sie
oxidativen Stress aus und werden zum Teil von dessen Katalase und
Glutathionperoxidase verstoffwechselt [56]. Dies Ilasst auf eine
Interaktion der Parasitédren und der Wirts-Redoxstoffwechselnetzwerke
schlieBen. Doch scheinen sowohl der Malaria Parasit als auch die mit
Plasmodien infizierte Wirtszelle nicht in der Lage zu sein, alle reaktiven

oxidativen Spezies zu deaktivieren. Die Spuren des oxidativem Stress
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zeigen sich auf der Oberflachenmembran infizierter roter Blutzelle u. a.
in Form von veranderter Membraneigenschaften mit verstarktem
Auftreten von Lipidperoxiden [58], Haemichrom und geclustertem Band
3 [59]. Durch vermehrte Band 3 Expression an infizierten Erythrozyten
wird die humorale und zellulare Immunabwehr stimuliert [60]. Das
Auftreten dieser Membranveranderungen und die gesteigerte
Phagozytose korreliert direkt mit der Reifung der Parasiten und

ansteigendem oxidativen Stress [57].

1.8.4 Die Rolle des Glutathion-Systems bei der oxidativen

Protektion von Plasmodium falciparum

Glutathion spielt eine essentielle Rolle fir den gesamten Lebenszyklus
des Malaria Parasiten. Es ist sowohl zentrales Element des parasitaren
antioxidativen Verteidigungsmechanismus als auch ein Element zur
Aufrechterhaltung des reduzierten Milieus im Zytosol [43]. Des weiteren
hat Glutathion auch direkt mit dem Lebenszyklus von Parasiten

verknupfte Funktionen:

In reduzierter Form unterstitzt Glutathion schnelles Zellwachstum
indem es Elektronen fir die Desoxyribonukleinsynthese zur

Verfligung stellt.

Es spielt eine Rolle bei der Detoxifizierung von Ham, einem

Produkt der Hdmoglobin Verdauung.

Freie Radikale sowie schadliche Wasserstoff- und Lipidperoxide,
die im Parasiten entstehen, kénnen mit einer Reaktionssequenz
bereinigt werden, die Glutathion als essentieller Bestandteil

involviert.

Als Substrat der Glutathion-S-Transferase wird Glutathion an nicht
abbaubare  Komponenten, einschlieBlich an  Anti-Malaria-

Medikamente konjugiert.
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Es ist an der Entstehung von Medikamenten Resistenzen,
beispielsweise der Chloroquinresistenz beteiligt. Hierbei ist
Glutathion sowohl als Cofactor flir enzymatische Reaktionen (GST)
als auch als Resistenzmediator bei der Entgiftung von toxischen

Hamoglobin Abbauprodukten involviert.

Glutathion ist Koenzym im Glyoxalase System, was Methylglyoxal

detoxifiziert, ein Beiprodukt der intensiven Glycolyse, die in den

Trophozyten stattfindet.
Um ein adaquates intrazellulares Redoxgleichgewicht aufrecht zu
erhalten, muss, wie schon oben beschrieben, ein angemessenes
Verhaltnis zwischen Glutathion (GSH) und dem in vielen Oxidationen
zahlreicher Stoffwechselprozesse entstehenden reduzierten Glutathion
(GSSG) vorherrschen. Hauptsachlich wir dieses Gleichgewicht durch die
Aktivitat des Enzyms Glutathionreduktase und durch GSSG-Efflux-
Pumpen erreicht [61]. Auch die Glutathion Neusynthese tragt
maBgeblich zu Erhaltung des hohen intrazellularen Glutathionspiegels
bei [62].
Der Malaria Parasit verfugt Uber eine groBe Glutathion-Synthese
Kapazitat. Ein Teil davon wird mittels GSSG-Efflux Pumpen ins
Wirtskompartiment abgegeben, wo es reduziert und genutzt wird.
Experimentelle Daten konnten zeigen, dass die Glutathionsynthase
Aktivitat im Wirtserythrozyten vermindert ist. Bei der Inkubation von
infizierten Erythrozyten mit gamma-Glutamat-Cystein und Glycin kam es
zu Anreicherungen von Glutamat-Cystein im Wirtszytosol bei gleich
bleibenden Glutathionspiegeln in Wirtszelle und Parasit. Man nimmt
daher an, dass der Parasit der Wirtszelle Glutathion zu Verfliigung stellt.
Da weder Glutathion noch gamma-Glutamat-Cystein die parasitare
Membran durchdringen kénnen, geht man von einer parasitaren GSSG
Abgabe an die Wirtszelle aus, was diese mittels GR zu Glutathion

umsetzt und somit das reduzierte Milieu im Wirtszytosol aufrechterhalt
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und hierdurch zum Uberleben des Parasiten beitréagt [63]. Im Wirtszell-
Kompartiment von infizierten Erythrozyten liegt der GSH/GSSG Quotient
bei ca. 28, wahrend nicht infizierte Erythrozyten einen Quotient von ca.
320 aufweisen. Im parasitéren Kompartiment liegt ein Quotient von ca.
285 vor, was auf eine adaquate oxidative Protektion schlieBen lasst.
Interessanterweise enthalten Plasmodien infizierte rote Blutzellen nur
ca. die Halfte der Glutathionkonzentration von nicht infizierten
Erythrozyten [64], [65], was sich vermutlich mit den hohen Effluxraten
von GSSG via einer bereits oben beschriebenen GSSG Efflux Pumpe [63]
erklaren Ilasst. Experimentelle Daten haben gezeigt, dass man
Glutathion eher im Kulturmedium als im Erythrozyten Kompartiment
Plasmodien infizierter Zellen findet, was darauf schlieBen lasst, dass
GSSG ganzlich der Malaria infizierten Zelle verloren geht und trotz
parasitarer und Wirts-Glutathionreductase GSSG nicht suffizient
reduziert werden kann [64], [65]. Man geht daher davon aus, dass der
verstarkte oxidative Stress, der durch die Plasmodien-Infektion
verursacht wird, die Oxidation solch groBer Mengen von Glutathion
verursacht, dass ein GSSG Efflux erforderlich wird, um einen adaquaten
GSH/GSSG Redox Status aufrecht zu halten.

1.8.5 Methylenblau

Das Phenothiazonium Salz Methylenblau ist das erste synthetische
Chemotherapeutikum der Geschichte. Es wurde 1876 von Heinrich Caro
in der heutigen Firma BASF synthetisiert und von Paul Ehrlich und Paul
Guttmann 1891 erstmalig als Malaria-Medikament eingesetzt [66], [67].
In Abbildung 7 ist die Struktur von Methylenblau dargestelit.
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Abbildung 7: Struktur von Methylenblau

Im Laufe der Zeit wurde das Chromophor und die Seitenketten von
Methylenblau chemisch modifiziert, was zur Entwicklung von Anti-
Malaria-Medikamenten wie 8-Aminoquinolinen und 4-Aminoquinolinen
fuhrte. In Abbildung 8 st die Entwicklung von Anti-Malaria-

Medikamenten ausgehend von Methylenblau dargestelit.
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Abbildung 8: Chemische Entwicklung von
Anti-Malaria-Medikamenten ausgehend von
Methylenblau. Quelle: Wainwright and
Amaral, 2005, freigegeben.
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Heutzutage sind die Hauptindikation flr Methylenblau akute oder
chronische Methamoglobinamien wegen der Fahigkeit von MB
Methamoglobin zu reduzieren [68], [69]. Es gehdrt mittlerweile zur
Standardausristung von Notfallambulanzen, wo es bei Vergiftungen mit
Nitrit oder Anilinfarben und bei seltenen Nebenwirkungen lokaler
Betdubungsmittel eingesetzt wird. AuBerdem wird Methylenblau beim
septischen und anaphylaktischen Schock oder zur Pravention
neurotoxischer Nebenwirkungen von Ifosfamid in der Krebsbehandlung
[70] verwendet. Neuste Studien konnten auch eine Wirkung von
Methylenblau gegen Alzheimer nachweisen [71]. Als Anti-Malaria-
Medikament geriet Methylenblau seit den sechziger Jahren in
Vergessenheit, da neuere effektive Aminoquiline zur Behandlung von
Malaria zur Verfigung standen. In Anbetracht der Ausbreitung von P.
falciparum-Resistenzen gegen die wichtigsten Anti-Malaria-Mittel wie
Chloroquin und Sulfadoxin/Pyrimethamin wird MB heute wieder verstarkt
als Wirkstoff gegen Malaria untersucht [72], [73]. In den letzten Jahren
konnten in vitro und in vivo Studien die starke Wirksamkeit von
Methylenblau gegen Malaria bestatigen. In einer aktuelle Studie konnte
sogar nachgewiesen werden, dass Methylenblau einen stark
gametoziden Effekt aufweist und in diesem Apekt sogar Artemisininen

Uberlegen ist [74].

In der Zusammenschau der Eigenschaften von Methylenblau, kann man
von einem Medikament mit starker BONARIA Qualitdten ausgehen.
Unter BONARIA versteht man, dass MB:

Sicher, effektiv und kombinierbar eingesetzt werden kann

(ausgedrickt in dem Wortteil BON, was flr beneficial steht).
Fur die Armsten der Welt zu bezahlen ist (A steht fir affordable),

in den meisten Landern bereits als Arzneimittel — flr die oben

genannte Indikation — registriert ist (R steht flr registered) und
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- international in ausreichenden Mengen zur Verfigung steht (IA
steht flr internationally available) [176].
Der Preis der Behandlung eines Malaria-Ausbruchs bei einem Kind mit
einer MB enthaltenden Arzneimittel-Kombination liegt unter 50 Cent
[75]. Im Vergleich zu anderen verfligbaren effektiven anti-Malaria
Medikamenten ist Methylenblau sehr preisglnstig, wie in folgende

Tabelle dargestellt:

Medikament Preis pro Behandlung

CFA Euro
Chloroguin 96 - 414 0,15 -10,63
Amodiaquin 156 - 223 0,24 - 0,34
Sulfadoxine/Pyrimethamin 68 - 182 0,10 - 0,28
Quinin 933 - 2597 1,42 - 3,96
Halofantrin 605 - 1008 0,92 -1,54
Artemether 975 - 3099 1,49 - 4,72
Artesunat 347 - 1739 0,53 - 2.65
Dihydroartemisinin 884 - 3174 1,35 -4,84
Artesunat + Mefloquin (Artequin®) 3099 4,72
Artesunat + S/P (Coarinate®) 882 1,34
Artesunat + Amodiaquin (Arsucam®) 873 - 2182 1,33 -3,33
Artemether + Lumefantrin (Coartem®, 1085 - 2764 1,65 -4,19
Coartesiane®)
Methylenblau, in Abhangigkeit vom 96 - 328 0,15-10,50
Kombinationspartner

Tabelle 1: Medikamenten Preise von Anti-Malaria-Medikamenten in Burkina Faso in

2009, Daten erhoben von Frauke Schifer.

Methylenblau ist kostenguiinstig, zeigt hohe Effektivitat gegen Plasmodien
und wirkt gleichzeitig wenig toxisch auf menschliche Zellen. Somit ist es

auch besonders zur Behandlung von Malaria geeignet.

1.8.6 Wirkung von Methylenblau auf Plasmodien

Methylenblau hemmt die Reifung des Parasiten zum Schizonten, ahnlich
wie Chloroquin und andere Quinine. Es wirkt an multiple Zielstrukturen
in Plasmodien, wobei zwei davon, Methamoglobin und B-Hamatin nicht
vom Genom des Parasiten kontrollierbar sind. Methylenblau hemmt zum
einen die Polymerisation von Hdm zu Hamozoin in der Nahrungsvakuole
des Parasiten und zum anderen beeinflusst es das Wachstum der

Parasiten durch Inhibition des (Met)hamoglobin-Abbaus.
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Resistenzentwicklungen werden durch diese zwei nicht von Plasmodien

regulierten Angriffspunkte sehr unwahrscheinlich [44].

Neben den beschriebenen Wirkweisen ist MB ein subversives Substrat
und ein spezifischer Inhibitor von Disulfid-Reduktasen von P. falciparum
[42]. Es hemmt das Redox-Protein Glutathionreduktase, welche, wie
oben beschrieben, eine Schllsselrolle in der oxidativen Protektion des
Parasiten einnimmt. Dabei kommt es indirekt zu einer Depletion von
Glutathion im Zytosol der Parasiten. Als prooxidatives Agens erhdht
Methylenblau somit den oxidativen Stress des Parasiten und hat daher

parasitozide Eigenschaften.

Es konnte gezeigt werden, dass niedrige Glutathion-Spiegel die Wirkung
von Chloroquin beglnstigen [76]. Diese Beobachtung war der
Ausgangspunkt flr einen Einsatz von MB mit dem Ziel, die Parasiten fur
Chloroquin sensitiver zu machen und somit vorhandene Chloroquin-
Resistenzen abzuschwachen. Die Kombination von MB und Chloroquin
wurde in klinischen Studien in Nouna, Burkina Faso getestet [75], [77].
In dieser Studie konnten zwar keine gravierende toxischen Zwischenfalle
oder Unvertraglichkeiten beobachtet werden, es konnte jedoch auch
keine klare Uberlegenheit der Kombinationstherapie gegeniiber einer
Chloroquin-Monotherapie nachgewiesen werden. FlUr diese Ergebnisse
wurden eine zu niedrige Dosierung von MB, eine antagonistische
Wirkung der beiden Kombinations-Partner und/oder ein Dbisher
unbekannt hoher Grad an Chloroquin-Resistenz in Burkina Faso [75],
[78] verantwortlich gemacht. Akoachere et al. konnten in
weiterfiUhrende Untersuchungen eine antagonistische Wirkung von MB
und Chloroquin im Zellkultur-Assay in vitro nachweisen [79]. Als
synergistischer Partner fir MB erwiesen sich in derselben Studie
Artemisinin-Derivate. Die oben erwdhnte pleiotrope Wirkung von MB
scheint mit der Wirkung des Artemisinins nicht zu interferieren. Somit

erscheint Artemisinin als ein perfekter Kombinationsparter, der eine
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Resistenzentwicklung dieser Arzneimittel-Kombination unwahrscheinlich

werden lasst.

In der aktuellen Studie in Burkina Faso mit 160 an Malaria erkrankten
Kindern zwischen sechs und zehn Jahren wurde getestet, wie
Kombinationstherapien von Artemisininen und Methylenblau auf die
Gametozyten im Blut wirken. Eine Gruppe der Kinder erhielt die
Standardtherapie, bestehend aus einer Kombination der Wirkstoffe
Artesunat und Amodiaquin, zwei weitere Gruppen jeweils Methylenblau
kombiniert mit einem der beiden Medikamente. Drei, sieben und 14 Tage
nach Therapiebeginn wurden in Blutproben die Anzahl der Gametozyten
kontrolliert. Es zeigte sich, dass beide Kombinationstherapien mit
Methylenblau doppelt so gut gegen Gametozyten wie die
Standardtherapie wirkten; schon in den ersten Tagen waren diese

Parasiten-Formen fast vollstandig verschwunden [74].

1.8.7 Metabolische Netzwerkmodellierung

Biologische Netzwerke sind komplexe Systeme, in der eine groe Anzahl
von Enzymen interagieren und dadurch aus einfachen Molekllen
hochkomplexe Verbindungen herstellen. Forschung im 20. Jahrhundert
war bisher gepragt vom reduktionistischen Ansatzen wie der Erforschung
von Eigenschaften und Funktionen einzelner Zellkomponenten. Um
jedoch komplexe zelluldre Prozesse zu modellieren und zu verstehen
sind System-basierende Ansatze ndétig. Metabolische Stoffwechselwege
bzw. Netzwerke sind ein essentieller Schlissel zur Erforschung des

systemischen Verhaltens biologischer Zellen.

Ein wichtiges Werkzeug zur Untersuchung dieser metabolischer
Netzwerke ist die Elementarmodenanalyse bzw. die Extreme Pathway
Analyse, die in der Vergangenheit erfolgreich zur Analyse metabolischer
Netzwerke von Saccharomyces cerevisiae [80], [81] und Escherichia coli

[82], [83] eingesetzt wurde. Bei der Elementarmodenanalyse bzw.
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Extreme Pathway Analyse werden alle Reaktionen eines Netzwerkes
erfasst, auch die, die Reaktionskraft oder Energie zur Verfigung stellen.
Fir die einzelnen Elementarmoden kann man dadurch direkt die
Produktausbeute berechnen. Ferner werden durch die ganzheitliche
Betrachtung des Netzwerkes auch Reaktionen mit einbezogen, die zwar
nicht direkt im klassischen Stoffwechselweg eines Zielprodukts
vorhanden sind, aber gleiche Reaktionspartner besitzen, was die
Identifizierung alternativer Wege mit héheren Ausbeuten erméglicht. Die
genannten Analysen leisten damit einen wichtigen Beitrag zum

Verstandnis der komplexen Architektur der Zellphysiologie.

1.9. Zielsetzung und Hintergrund der Arbeit

Hintergrund dieser Arbeit ist die Idee einer groBangelegten Malaria
Eradikationsaktion, der sogenannten Operation E-Day, von Colin Orth
(Walter Reed Army Insititut) und Heiner Schirmer (Universitat
Heidelberg). Analog zum D-Day in der Normandie ist die Idee durch
gleichzeitige zehnwochige Medikamenteneinnahme ab einem
bestimmten Stichtag der gesamten Bevdlkerung einer Region, eine
Parasitenfreiheit der Vektormicken zu erreichen und somit einen
entscheidenden Schlag gegen Malaria zu bewirken bzw. sie zu
eradizieren. Hierzu ist eine hochwirksame Medikamentenkombination
nétig. Im Anbetracht der sich stark ausbreitenden Residenzen werden
neue effektive Medikamentenkombination dringend bendtigt.
Methylenblau als neues altes Anti-Malaria-Medikament stellt eine
vielversprechende Alternative dar. Ziel dieser Arbeit ist es die
Durchfuhrbarkeit einer lokalen Eradikationsaktion in Burkina Faso unter
Nutzung von Methylenblau zu evaluieren. Hierbei sollen vor allem
sozialmedizinische Aspekte (Teilnahmebreitschaft, Kenntnisse, Vertrauen
in die moderne Medizin) untersucht werden, die Grundvoraussetzungen
fur die Durchfihrung jeglicher Malaria Programme darstellen und deren

Fehlen in der Vergangenheit maBgeblich zum Scheiten von Anti-Malaria-
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Programmen beigetragen haben. Des Weiteren soll der
Wirkmechanismus sowie mogliche Resistenzmechanismen des aktuell
wirksamsten Medikaments Artemisinin mittels Bioinformatik ndaher
beleuchtet werden und somit ein Beitrag zur weiteren Aufklarung der
Zielstruktur von Artemisinin und zur Resistenzevaluierung geleistet
werden.

Methylenblau als vielversprechendes neues Agens im Kampf gegen
Malaria soll hier in seiner Wirkung auf das Redoxstoffwechselnetzwerk
von Plasmodien erstmals systembiologisch mittels metabolischer
Netzwerkmodellierung analysiert werden. Einige Schllsselenzyme
werden in ihrer Funktion durch Methylenblau beeintrachtigt und auch die
Transkriptionsraten dieser Enzyme andern sich unter Einfluss von
Methylenblau. Ziel dieser Arbeit ist es, wichtige metabolische
Stoffwechselwege im Redoxsystem zu identifizieren und den Einfluss von
Methylenblau auf die  metabolischen Stoffwechselwege  des
Redoxsystems unter Verwendung von experimentellen Real-time PCR
Daten zu berechnen. Hiermit kann durch die Identifizierung essentieller
Moden ein Beitrag zur rationalen Medikamentenentwicklung geleistet
werden sowie ein Modell geliefert werden, was auch die Erforschung des

Einflusses anderer Medikamente auf den Redoxstoffwechsel erméglicht.
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2. Material und Methoden

2.1 Umfrage in Burkina Faso

2.1.1 Studiengebiet

Die Umfrage wurde mit Unterstlitzung des ,Centre de Recherche en
Santé" in Nouna im Gesundheitsbezirk Nouna, den angrenzenden
Doérfern Bagala und Tonkoroni sowie in der Hauptstadt von Burkina Faso,
Ouagadougou, durchgefuihrt. Das westafrikanische Land Burkina Faso
verflgt Uber eine Flache von 274.200 m? und 13.730.258 Einwohner im
Jahre 2006. Mit einem Human Development Index (HDI) von 0,389
nimmt Burkina Faso aktuell Rang 177 des HDI ein und gilt somit unter

den gelisteten Landern als sechst-armstes Land der Welt [6], [84].

Der Gesundheitsbezirk Nouna ist Teil der Kossi Provinz, einer der 45
administrativen Provinzen von Burkina Faso 300 Kilometer nordwestlich
der Hauptstadt Ouagadougou gelegen. Die Stadt ist in 7 Sektoren
gegliedert und hat ungefahr 25.000 Einwohner. Die Gesamtpopulation
des Gesundheitsbezirks betragt ca. 296000 mit ca. 274 umliegenden
Doérfern [32]. Die Doérfer Tonkoroni und Bagala sind 7 bzw. 15km

westlich von Nouna gelegen.

Das sudanosahelische Klima in dieser Region ist gepragt von einer
kurzen Regenzeit von Juni bis Oktober und einer Trockenzeit von
November bis Mai. Die Trockenzeit ist gegliedert in eine trockene kalte
und staubige Periode von November bis Februar und eine trockene heil3e
Periode von Marz bis Mai. Der jahrliche Niederschlag betragt etwa
durchschnittlich 700mm. In den vergangenen 35 Jahren konnten einige
klimatische Veranderungen festgestellt werden, darunter ein Sinken der
Niederschlagswerte sowie die Zunahme der Temperaturen. Extreme
Klimaerscheinungen wie groBe Trockenheit und Uberschwemmungen

haben in den vergangenen Jahrzehnten ebenfalls zugenommen[6].
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2.1.2 Durchfiihrung der Befragung

In den Dérfern Bagala (1213 Einwohner, davon 629 Uber 15 Jahre, 189
Haushalte) und Tonkoroni (287 Einwohner, 170 Uber 15 Jahre, 42
Haushalte) wurden im Zeitraum zwischen 22. August und 09. September
2005 14 % der Dorfbevolkerung befragt. Die Anzahl-maBig groBte
ethnische Gruppe in Bagala ist Bwaba, die Bwamu und teilweise
Franzdsisch sprechen. Ca. 10% der Bevdlkerung in Bagala sind Peulh,
die meist nur Peulh sprechen. In Tonkoroni sind die vorherrschenden
ethnischen Gruppen Bwaba, Mossi und Fulani, die Bwamu, Mooré und
Fufulde sprechen. Beide Dérfer gehéren zum Nouna Verwaltungsbezirk.
Das Gebiet zahlt zu der klimatisch trockenen Savannen Region. Die
0konomische Hauptaktivitat ist subsistenzielle Landwirtschaft und
Baumwollanbau. Malaria ist in der Region holoendemisch aber stark
saisonal abhangig und stellt die Haupttodesursache bei Kindern unter 5
Jahre dar. FlieBendes Wasser und Elektrizitat sind in beiden Ddrfern nicht

verflgbar.

2.1.3 Datenerhebung

In beiden Dérfern wurden mehr als 14% der Dorfbevdlkerung lUber 15
Jahren befragt. Die Befragung wurde zu Hause bei den Teilnehmern mit
Hilfe eines lokalen, eingeborenen erfahrenen Interviewers durchgefihrt.
Nach den lokalen geographischen Bedingungen wurde das Dorf Bagala in
7 Sektoren mit jeweils 27 Haushalten unterteilt, das Dorf Tonkoroni in 6
Sektoren zu jeweils 7 Haushalten. Nach randomisierter Stichprobenwahl
wurden in jedem Sektor 5 Haushalte zufallig ausgewahlt, so dass
mindestens 14% der Population befragt werden konnte. Zum Vergleich
wurden 100 Teilnehmer in den Stadten Ouagadougou und Nouna befragt
(radomisiertes Sampling bei  Durchfihrung der Umfrage in
verschiedenen sozio6konomischen Viertel in Ouagadougou und Nouna)

Die Befragung wurde mit Hilfe eines semi-strukturierten Fragebogen (18
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Fragen) durchgefiihrt und mit Hilfe des Statistik-Programms R und SPSS

ausgewertet.

2.2 Bioinformatische Analysen

2.2.1 Primare Datenbanken

GenBank (NCBI)

Die GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) in den USA ist ein Teil
des NCBI (National Center for Biotechnology Information) und stellt eine
der drei groBen primaren Datenbanken flr Protein- und
Nukleotidsequenzen dar [85]. Gegenwartig sind etwa 85.759.586.764
Basen in 82.853.685 aufgezeichneten Sequenzen in der traditionellen
GenBank enthalten. GenBank ist ein Teil der international
Nukleotidsequenz Datenbank Kollaboration, die aus den drei groBen
primaren Datenbanken, der DNA DataBank aus Japan (DDBJ), dem
European Molecular Biology Laboratory (EMBL) und der GenBank des
NCBI besteht. Die Daten dieser drei groBen Datenbanken werden taglich
miteinander abgeglichen. Das Entrez-System ermdglicht eine einfache
Suche innerhalb der Datenbank nach verschiedenen Kategorien wie z. B.
Zugangsnummer der Sequenz, des Gens oder des Organismus. Ein
Sequenzeintrag in GenBank liefert neben der gesuchten Sequenz eine

ausfihrliche Annotation derselben [86].

EMBL

Die EMBL Nukleotidsequenz Datenbank (www.ebi.ac.uk/embl/) vom
europadischen Bioinformatik Institut (EBI) in GroBbritannien ist das
europdische Pendant zur Genbank. Das EBI ist eine nicht
profitorientierte akademische Organisation des European Molecular
Biology Laboratory (EMBL) und verwaltet biologische Datenbanken. Die

EMBL Nukleotidsequenz Datenbank ist ein Teil des europaischen
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Nukleotid-Archivs und gehdért  der Protein und Nukleotid
Datenbankgruppe PANDA an [87].

PlasmoDB

PlasmoDB (www.plasmodb.org) ist eine funktionelle Genom Datenbank,
die annotierten Genome von Plasmodium falciparum (strain 3D7),
Plasmodium vivax, Plasmodium yoelii, Plasmodium berghei, Plasmodium
chabaudi, Plasmodium knowlesi beinhaltet [88]. PlasmoDB gehdrt zur
Familie der Genom Ressourcen, die unter der Schirmherrschaft der
EuPathDB (http://EuPathDB.org) des ,Bioinformatics Resource Center
(BRC)" stehen. Zur Sequenzsuche wurde in der vorliegenden Arbeit noch
die vorangegangene Version von PlasmoDB verwendet [89], die P.

knowlesi noch nicht umfasste.

Swiss-Prot

Die nicht redundante primare Datenbank Swiss-Prot
(www.expasy.ch/sprot/) des Schweizerischen Instituts flir Bioinformatik
in  Zusammenarbeit mit der EMBL Data Library ist eine
Sequenzdatenbank flir annotierte Aminosauren [90]. Hierbei handelt es
sich  um eine manuell bearbeitete Datenbank, bei der jeder
Datenbankeintrag von Spezialisten Uberprift wird. Kennzeichnend ist
deshalb eine hohe Qualitat der Daten sowie eine hohe Anzahl von

Querverweisen zu anderen Datenbanken.

UniProtKB

Die UniProt Knowledge Datenbank, bietet eine Kollektion aus reich
annotierten Proteininformationen [91]. Man unterscheidet hierbei
zwischen manuell annotierten Uberpriften Datensatzen in
"UniProtkKB/Swiss-Prot" und rechnerisch analysierten uniberpriften
Datensatzen in "UniProtKB/TrEMBL", die noch nicht in ,UniProtKB/Swiss-
Prot" aufgenommen wurden. TrEMBL steht flir translated EMBL und
umfasst proteincodierende Sequenzen aus EMBL, die automatisch

translatiert und annotiert werden.
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2.2.2 Sekundare Datenbanken

Generell interpretieren und filtern sekundare Datenbanken die
Informationen aus primaren Datenbanken, beispielsweise nach

Proteindomane oder Zugehdrigkeit zu Stoffwechselwegen.

Domadanen- und Motiv-Datenbanken:
Pfam (Protein Families Database of Alignments and HMMs)

Pfam (pfam.sanger.ac.uk/) ist eine Sammlung von multiplen Alignments
und den dazugehérigen Hidden Markov Modellen (HMMs) der wichtigsten
Proteindomanen und Proteinfamilien. Pfam basiert auf der UniProtkKB
Datenbank, auf NCBI GenPep sowie auf Sequenzen ausgewahlter
Genomprojekte. Mit Hilfe von Pfam kann die Domanenstruktur eines
Proteins ermittelt werden. Pfam besteht aus zwei Teilen: Pfam-A ,
welches gut charakterisierte Domanen aus multiplen Alignments enthalt
und Pfam-B, welches automatisch generierte Domanen mit meist
unbekannter Funktion beinhaltet [92].

SMART (Simple Modular Architecture Research Tool)

Diese Datenbank (smart.embl-heidelberg.de) erlaubt ebenfalls die
Domanenanalyse von Proteinen. Sie besteht aus den manuell erstellten
Alignments und zugeordneten Hidden Markov Modellen (HMMs) von
Domanen, welche in extrazelluldren, signaltransduzierenden und
chromatin-assoziierten Proteinen enthalten sind. Diese Domanen sind
ausflhrlich bezliglich phylogenetischen Verteilung, Funktionseinheiten,

Tertidrstruktur und funktionell wichtigen Reste annotiert [93].

Strukturdatenbank:

PDB (Protein Data Bank)

In der Protein Data Bank (www.rcsb.org/pdb) sind Gruppen von
raumlichen Atomkoordinaten mit den dazugehérigen Annotationen bzw.
raumliche Strukturdaten von Proteinen, Nukleinsauren und einigen

Kohlenhydraten niedergelegt (mehrere tausend Strukturen). Uber die
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Koordinaten der einzelnen Atome eines Proteins kann dessen raumliche
Struktur konstruiert werden. FlUr die meisten Proteine ist keine
experimentell ermittelte Struktur bekannt. Darum kdnnen homologe
(genug Ahnlichkeit aufweisende) Proteine aus der 3D-Datenbank fiir

Strukturvorhersagen/ Homologiemodellierungen genutzt werden [94].

2.2.3 Alignments

Sequenzalignments dienen dem Vergleich zweier oder mehrerer
Sequenzpositionen (Strings) und stellen damit eine fundamentale
Methode in der Bioinformatik und der molekularen Phylogenie dar.
Hintergrund ist die Analyse funktioneller oder evolutionarer
Verwandtschaften von DNA- oder Proteinsequenzen. Um zwei oder
mehrere Sequenzen miteinander vergleichen zu kénnen, werden diese
auf Grund der Position ihrer Nukleotide bzw. Aminosauren aneinander
ausgerichtet. Ubereinstimmende Positionen werden als Match
bezeichnet, nicht Gbereinstimmende als Mismatch. Neben diesen beiden

Zustanden gibt es noch einen dritten Zustand: die Licke (Gap).

Diese Lucken entstehen durch Insertionen oder Deletionen in der
Nukleotidsequenz, welche auf Mutationen auf DNA-Ebene

zurlickzuftihren sind [95].

Bezlglich des Sequenzvergleichs sind anschlieBende Begriffe wie folgt

definiert:

— Ahnlichkeit:
Dieser Begriff beschreibt die Anzahl der Positionen in den zu
vergleichenden Sequenzen und ist von der verwendeten
Ahnlichkeitsmatrix (auch Substitutionsmatrix genannt) abhangig.

- Identitat:
Diese GroBe gibt an, wie viele Positionen im Alignment
Ubereinstimmen.

Sie lasst sich genau berechnen und in (z. B.) Prozent angeben.
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- Homologie:
Zwei oder mehrere Sequenzen sind dann homolog, wenn sie auf
einen gemeinsamen Vorfahren zurlickgehen. Dabei muss beachtet
werden, dass man von Orthologie spricht, wenn homologe
Sequenzen aus verschiedenen Spezies stammen, von Paralogie,
wenn die homologen Sequenzen aus einer Spezies stammen. Die

Homologie lasst sich nicht berechnen.

2.2.3.1 Substitutionsmatrizen

Um die Homologie zweier oder mehrerer Sequenzen bestimmen zu
kédnnen, missen die Identitdt berechnet und die Ahnlichkeit bestimmt
werden. Die Identitat lasst sich einfach in Prozent angeben, die
Ahnlichkeit héngt von den verwendeten Substitutionsmatrizen ab. Die
Wahl der Substitutionsmatrix hangt direkt von der zu untersuchenden
Problematik und der Similaritat der vergleichenden Sequenzen ab. Es

werden folgende bekannte Matrizen unterschieden:

Identitatsmatrizen
Die Bewertung der Ahnlichkeit erfolgt hier nur lber zwei Zustdnde:
identisch und nicht-identisch.

Identische Positionen werden mit ,+" angezeigt, nicht-identische mit ,-".

Sequenz a b C d e
a + - - - -
b - + - - -
C - - + - -
d - - - + -
e - - - - +

Tabelle 2: Schematische Darstellung einer Identitiatsmatrize.

Mit Identitatsmatrizen arbeiten nur sehr wenige Programme, da hier

zwei wichtige Aspekte nicht beachtet werden:

- Aminosauren kénnen gegen andere, vom raumlichen Aufbau her
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ahnliche Aminosauren ausgetauscht werden, ohne dass es zu einer

(sich auf die Proteinstruktur auswirkenden) Veranderung kommt.

- Der genetische Code ist degeneriert, d. h. fir ein und dieselbe
Aminosaure kdnnen mehrere Basentripletts codieren (z. B. Alanin
kann durch GCT, GCC, GCA und GCG codiert werden).

Diese beiden Aspekte werden in den PAM- und BLOSUM-Matrizen
abgedeckt.

PAM-Matrizen

Die PAM-Matrix wurde 1978 von Margaret Dayhoff aus ca. 100
verschiedenen Aminosdauresequenzen berechnet, welche zu 85 %
miteinander identisch waren [96]. Um diesen Wert zu bestimmen, wurde
ein globales Alignment, also ein Alignment Uber die volle Lange der
Sequenzen aller Proteine, erstellt. Mit Hilfe dieses Alignments wurde
anschlieBend ausgezahlt, welche Aminosdauren wie oft ausgetauscht
wurden. Eingetragen wurde das Ergebnis in eine Matrix aus 20x20
Feldern, da es theoretisch méglich war, dass jede Aminosaure mit jeder
anderen ausgetauscht werden konnte. Auf Grund des degenerierten
Codes ist es flir manche Aminosauren wahrscheinlicher, dass ein
Austausch auftritt als fir andere. So wlrde z. B. eine Veranderung des
Tripletts GCT zu GCC keine Anderung in der Aminosdure bewirken, da

beide Tripletts flr Alanin codieren.

Dayhoff bezeichnete die Unterschiede in den Sequenzen als ,accepted
point mutations". Voraussetzung flr diese Bezeichnung ist, dass die
einzelnen Punktmutationen in einer Sequenz sich voneinander
unabhangig entwickelt haben und keinen Funktionsverlust des Enzyms
nach sich ziehen. Je héher der evolutionare Abstand von verschiedenen
Sequenzen, desto geringer ist die Ahnlichkeit und desto héher ist die

Anzahl der Punktmutationen.

Aus diesem Grund definierte Dayhoff Uber die Anzahl der

48



2. Material und Methoden

Punktmutationen pro 100 Aminosauren (,percent accepted mutation",

PAM) den evolutionaren Abstand zweier oder mehrerer Sequenzen:

- PAM1 = ein Austausch pro 100 Aminosauren
- PAM2 = zwei Austausche pro 100 Aminosauren
—  usw.

PAM-Matrizen werden in verschiedenen Varianten eingesetzt:

- PAM40 wird eingesetzt, wenn relativ nah verwandte Sequenzen

global miteinander verglichen werden sollen.

- PAM250 wird eingesetzt, wenn relativ entfernt verwandte

Sequenzen global miteinander verglichen werden sollen.

Eine Matrix mit mehr als 250 Aminosaureaustauschen kommt daher
zustande, dass eine Aminosaure auch mehrmals ausgetauscht werden

kann.

BLOSUM-Matrizen

Die ,blocks substitutions matrix® von Jorja und Steven Henikoff geht
nach einem ahnlichen Prinzip vor wie die PAM-Matrix. Allerdings werden
hier eine oder mehrere verwandte Sequenzen Ilokal miteinander
aligniert. Die verwendeten Sequenzen mussten gewisse Kriterien
erfillen, um als Ausgangspunkt flr die Berechnung der verschiedenen
BLOSUM-Matrizen fungieren zu kénnen [97].

Far die BLOSUM62-Matrix mussten die Sequenzen zum Beispiel zu 62 %
identisch sein. Je hoéher die Nummer hinter der Matrixbezeichnung,
desto hoher die Identitat bei den flr die Berechnung dieser Matrix
verwendeten Sequenzen. AbschlieBend kann man sagen, dass beide,
PAM und BLOSUM-Matrizen, die gleiche Funktion flr verschiedene

Aufgaben Ubernehmen.

Ihre Funktion ist es, flir BLAST eine Grundlage zu bieten, auf welcher

dieses Programm entscheiden kann (auf Grund seines Algorithmus und
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verschiedener Benutzereinstellungen), ob eine Sequenz noch als

verwandt erkannt wird oder nicht.

Benutzereinstellungen waren in diesem Falle zum Beispiel eine Erhdhung
der Kosten einer Licke in der Sequenz oder eine Veranderung in der
Substitutionsmatrix, indem man die Wahrscheinlichkeit fir einen

Aminosaureaustausch von Hand andert.

2.2.3.2 Datenbank-Suchalgorithmen

BLAST(Basic Local Alignment Search Tool): BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) ist ein von Altschul et al. entwickelte
heuristische Verfahren zur Suche nach &hnlichen Sequenzen in
Sequenzdatenbanken [98], [99]. BLAST  bietet verschiedene

Méglichkeiten der Sequenzsuche:

BLASTN: vergleicht eine Nukleotidsequenz mit einer Datenbank aus

Nukleotidsequenzen

BLASTP: vergleicht eine Aminosauresequenz mit einer Datenbank aus

Proteinsequenzen

BLASTX: vergleicht eine Nukleotidsequenz (in allen Leserastern

translatiert) mit einer Datenbank aus Proteinsequenzen

TBLASTN: vergleicht eine Proteinsequenz mit einer Datenbank aus

Nukleotidsequenzen (in allen Leserastern translatiert)

TBLASTX: vergleicht die six-frame Translation einer Nukleotidsequenz

mit der six-frame Translation einer Datenbank aus Nukleotidsequenzen

PSI-BLAST: Es handelt sich um eine iterative Erweiterung einer
normalen BLAST Suche, bei dem in einem profildhnlichen Ansatz iterativ
eine positionsspezifische Bewertungsmatrix (PSSM) erstellt wird. Dabei
werden nicht statische Gewichtungen fur den Ersatz einer Position gegen

eine andere gewahlt, sondern an Hand einer Auswahl von Ergebnissen
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flr jede Position in der Anfragesequenz eigene Ersetzungsgewichtungen
abgelegt. Diese werden in der nachsten Iteration flr die Bewertung der
Ergebnisse herangezogen. Nach einer einfachen BLAST-Suche wird also
aus den Treffern ein multiples Alignment gebildet und damit eine
Konsensussequenz ermittelt. Mit dieser errechnet das Programm eine
positionsspezifische Matrix, welche die Grundlage einer neuerlichen
Suche bildet. Die Iteration kann erneut durchgefihrt werden, wobei die
neuen Treffer immer wieder in das multiple Alignment und somit auch in
die neue positionsspezifische Matrix einbezogen werden. SchlieBlich
konvergiert das Verfahren: keine neuen Sequenzen werden aufgedeckt,
alle Sequenzen in der Datenbank sind gefunden. Durch diesen Such-
Modus lassen sich im Besonderen evolutionar entfernte Verwandte eines

Proteins ermitteln.

Der BLAST Algorithmus besteht aus zwei Komponenten, einem
Suchalgorithmus und einer statistischen Bewertung der gefundenen

Ergebnisse. Der Suchalgorithmus besteht aus drei Einzelschritten:

1. Zunachst wird die Suchsequenz in kurze Fragmente (Index)
zerlegt, mit deren Hilfe in den Sequenzen der Datenbank ahnliche
Fragmente gleicher Lange (Treffer/Hits) gesucht werden. Die
Lange w der Fragmente betragt fir DNA-Sequenzen Ublicherweise
11 Nukleotide und flur Proteine 3 Aminosauren. Gesucht wird nach
lokalen Alignments ohne Licken, deren Bewertung lber einem
Stellenwert T liegt. Der Stellenwert T hangt dabei von der
verwendeten Bewertungsmatrix ab. Ein Treffer ist definiert durch
einen Score (AhnlichkeitsmaB), welcher einen bestimmten

Schwellenwert T Ubersteigt.

2. Im zweiten Schritt sucht man alle Paare von Hits, die in direkter
Nachbarschaft mit héchstens einem Abstand d voneinander liegen.

Der Wert d ist hierbei abhangig von der Lange w der Hits.
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3. Nun werden die Paare von Hits solange bidirektional durch
Hinzunahme weiterer Alignmentspalten an beiden Enden der Hits
verlangert, bis sich der Score nicht mehr erhéhen lasst. Ab einem
definierten Schwellenwert werden die Treffer als high scoring pairs
(HSPs) bezeichnet. Bei entsprechender Ahnlichkeit der Sequenzen
kdnnen zwei HSPs durch Verlangerung auch verknUpft werden.
StandardmaBig wird meist BLOSUMG62 als Substitutionsmatrix fir
das oben erwdhnte AhnlichkeitsmaB gewéhlt. (Annahme: Proteine
mit durchschnittlich 62% Ahnlichkeit werden verglichen.)[95],
[100].

Bit-Score und Erwartungswert E (E-value):

Um die Scores der HSPs vergleichbar zu machen, werden diese normiert
und nunmehr als Bit Scores bezeichnet. Der Bit Score des BLAST-
Ergebnisses wird, unter Zuhilfenahme des Karlin-Altschul-Parameters i
und K zur Normalisierung des Scores [101], abhangig von der
verwendeten Substitutionsmatrix und der Héhe der Strafpunkte (diese

werden angerechnet, wenn Uber ein Gap hinaus verléangert werden

musste) berechnet. Es gilt:

LS -InK

S* =
In2

S = ,raw Score", S* = Bit-Score
Die Qualitat des Alignments ist umso besser, je héher der Bit Score ist.
Da der Bit Score jedoch keine Aussage Uber die Signifikanz des
Alignments erlaubt, wird ein weiterer Parameter bestimmt, der

Erwartungswert E.
Der Erwartungswert E (E-Value) berechnet sich aus:

E=mn2"S
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Hierbei sind m und n die Lange der Anfrage- und der Datenbanksequenz
und S’ entspricht dem Bitscore des Alignments. Flr Datenbanken, die
mehrere Einzelsequenzen enthalten, ist es zuldssig fur n die Summe
aller Einzelsequenzen zu verwenden. Der Erwartungswert E stellt einen
Wert da, der statistisch die Wahrscheinlichkeit ausdrickt den Treffer

zufallig in der gegebenen Datenbank zu finden.

Je kleiner E, umso geringer ist die Wahrscheinlichkeit, dass das
Alignment zwischen Such- und Datenbanksequenz auf reinem Zufall
beruht. Die Ergebnisse der BLAST-Suche (Treffer) werden nach
aufsteigendem E-Wert sortiert und bei niedrigen E-Werten als Treffer
akzeptiert. Ein Wert ab 10° liefert sehr gute Hinweise. Die Validitat der

E-Werte ist generell im biologischen Kontext zu interpretieren.

2.2.3.3 Multiples Sequenzalignment mit ClustalX

Das multiple Sequenzalignment ist die natlrliche Erweiterung des
Alignments zweier Sequenzen. Dies heiBt im Speziellen, dass man eine
Bewertungsfunktion sucht, die sich nicht auf zwei Sequenzen, sondern
auf n Sequenzen bezieht. Die dynamische Programmierungsmatrix wird
dabei bei n Sequenzen auf n Dimensionen erweitert. Dies wirkt sich auf
die Komplexitat aus, die mit der Zahl der Sequenzen flr die optimale
Loésung exponentiell ansteigt. Ein mdglicher Ldésungsansatz besteht
hierbei in einer heuristischen Herangehensweise, bei der man auf Kosten
der Genauigkeit die Komplexitat des Problems herabsetzt. Ein Verfahren,
was beispielsweise einen solchen Ansatz verfolgt ist sind ClustalW und
sein Pendant mit graphischer Benutzeroberflache ClustalX. Multiple
Sequenzalignments geben beispielsweise Aufschlisse (ber die
Phylogenie zur Bestimmung von Zugehdrigkeiten zu Proteinfamilien und
-superfamilien. So kdnnen Verwandtschaftsverhdltnisse von Proteinen
fur entfernte Verwandte Uber multiple Sequenzalignments dargestellt

werden, in dem Proteine hinzugefiigt werden, die Zwischenstufen
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darstellen. Weiterhin kdnnen in der Proteomik multiple
Sequenzalignments dazu verwendet werden, konservierte Regionen und
somit die biologisch relevanten Teile einer Proteinfamilie zu
identifizieren. Werden Proteine mit bekannter Funktion zu einem
multiplen Sequenzalignment hinzugefiigt, kénnen Rlckschlisse auf die

Funktion der restlichen Sequenzen gezogen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Programm ClustalX fur das
multiple Sequenzalignment verwendet. Clustal fuhrt drei Hauptschritte
durch: ein paarweises Alignment wobei eine Distanzmatrix erstellt wird,
eine Erstellung eines phylogenetischen Baums aus der Distanzmatrix
und ein progressives Alignment mit Hilfe des phylogenetischen Baums
[102].

2.2.4 Strukturvorhersageprogramme
Homologiemodellierung mit SWISS-MODEL

Die Konstruktion von Modellen auf Grund von Homologien ist ein
effizientes Verfahren zur Strukturvorhersage eines Proteins, dessen
Sequenz bekannt ist. Flr die Modellierung ist ein verwandtes Protein als
Modell (Template) notwendig, wobei die Qualitat der Vorhersage vom
AusmaB der Ahnlichkeit der Sequenz von dem zu konstruierendem
Protein und seinem verwandten Protein abhangt. Die

Homologiemodellierung umfasst folgende Schritte:

Globales Alignment von Aminosauren des zu untersuchenden
Proteins mit einem verwandten Protein, dessen Struktur bekannt

ist.

Aufbau eines Modells flir das Target, durch Alignment der Target

Sequenz an die Modellstruktur

Konstruktion eines groben Peptidriickrad-Modells durch Hinzufligen

von divergenten Schleifenregionen.
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Hinzufigen von Seitenketten zum Erhalt einer vollstandigen,

physikalischen Struktur.

Uberpriifung des Modells auf offensichtliche Kollisionen mit

Atomen.
Verfeinern des Modells durch begrenzte Energieminimierung.

Flr die Homologiemodellierung steht sie Software SWISS-MODEL zur
Verfigung  (swissmodel.expasy.org). SWISS-MODEL geht nach
Identifizierung einer geeigneten Template-Sequenz nach oben
beschriebener Methode vor und kreiert ein Homologie-Modell unter
Anwendung von Energieminimierung (Gromos96) und WhatCheck (Test
auf Qualitdt und AusschluB sich Uberlappender Proteinstrukturen). Kern
des SWISS-MODEL Servers bildet ProMod 1I, das eine Sequenz auf einen
Satz von Strukturen modelliert [103], [104], [105].

2.3 Metabolische Netzwerkmodellierung

Die Grundlage fir metabolische Netzwerkmodellierung sind Enzym- und
Pathway-Datenbanken. Sie geben dartber Auskunft, welche Enzyme in
welchem Teilnetzwerk eine Rolle spielen und welche Molekile
miteinander interagieren, um eine chemische und physikalische
Veranderung des Systems zu bewirken. Als Pathway bezeichnet man
hierbei im biologischen Kontext, die Menge von zusammenhdngenden
biochemischen Reaktionen. Biochemische Reaktionsnetze, wie das
Redoxstoffwechselnetzwerk, bilden einen Ausschnitt aus der Gesamtheit
aller Reaktionswege. Die in dieser Arbeit verwendeten Enzym- und
Pathway-Datenbanken, die zur Aufstellung und Modellierung des
Redoxstoffwechselnetzwerks verwendet wurden, sind im Folgenden
aufgelistet. Nicht aufgelistet ist die Datenbank PlasmoDB, die schon
unter Materialien und Methoden zur Sequenz- und Strukturanalysen

beschrieben wurde.
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2.3.1 Enzym- und Pathwaydatenbanken
Expasy

Die Enzymdatenbank (Bairoch, 2000; www.expasy.org/cgi-bin/enzyme-

search-de) enthalt vor allem Informationen bezlglich der Nomenklatur
von Enzymen und basiert auf den Empfehlungen des Nomenklatur
Komitees der ,International Union of Biochemistry and Molecular Biology
(IUBMB)". Zu den Enzymen werden in den Uber 4000 Eintragen die
jeweilige E.C.-Nummer (Enzyme Commission) und die katalysierte
Reaktion vermerkt. Des Weiteren finden sich Querverweise zu
Sequenzeintragen in SWISS-PROT und anderen Pathway- bzw. Motiv-
Datenbanken [106].

BRENDA

Die Brenda- Datenbank (www.brenda-enzymes.org) des Instituts flr

Biochemie und Bioinformatik der technischen Universitat Braunschweig
enthalt funktionelle Daten von Enzymen. Die darin enthaltenden Daten
zur Enzym Funktion werden direkt aus primar Literatur von Chemikern
oder Biologen extrahiert. Die Uberpriifung der Daten erfolgt sowohl
manuell als auch mit Hilfe von Computersystemen. Die aufgelisteten
Enzyme sind nach der Enzymliste der ,Enzyme Commission™ klassifiziert
und mit Enzymexpressions- und Regulationsinformationen verlinkt
[107].

Malaria Transkriptom Database DeRisi

Die Malaria Transkriptom Database DeRisi (malaria.ucsf.edu/) der
Universitat von Californien, San Fransisco, enthalt Transkriptionsdaten
der intraerytrozytaren Ring-, Trophozoid- und Schizontenstadien von
Plasmodien basierend auf experimentellen Daten. Die Datenbank erhalt
Daten zur relativen mMRNA Menge flr jede Stunde des

intraerythrozytaren Zyklus, basierend auf einen 70-mer Oligonukleotid
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Microarray. Diese Transkriptom Daten werden gleichzeitig auch auf der

PlamoDB Database zur Verfugung gestellt [108].

Malaria Parasite Metabolic Pathways

Diese Homepage von Hagai Ginsburg stellt Informationen Uber Enzyme-
Pathways zu Verfigung, die auf der Basis von metabolischen
Datenbanken entwickelt wurden. Diese Pathways dienen dazu, die
exprimierten Enzyme in einen biochemischen Kontext einzuordnen und
verschiedenen Kofaktoren und Metabolite darzustellen die in die
Enzymaktivitat involviert sind. Hierbei wurden sachbezogene
Informationen von universellen Datenbanken extrahiert und in einer

anschaulichen Form dargestellt.

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)

KEGG (www.genome.ad.jp/kegg) ist eine umfangreiche, &ffentlich
zugangliche Datenbanksammlung zu Pathway relevanten Informationen,
die zu den Angeboten des japanischen GenomeNet Datenbanken
Services zahlt. Die Datenobjekte werden in graphischer Auflésung
prasentiert und enthalten alle bekannten metabolischen und regulativen
Prozesse der Zelle. Zu jedem Eintrag werden sowohl ein Referenz-
Pathway als auch verschiedene Spezies-spezifische Pathways aufgelistet.
Hierbei finden sich VerknUpfungen zu den beteiligten Genen, Substraten
und Kofaktoren [109].

2.3.2 Extreme Pathway Analyse

Um eine System-basierte Netzwerkanalyse vorzunehmen, ist es
notwendig, samtliche denkbaren  Stoffwechselwege auf ihre
thermodynamische und stéchiometrische Realisierbarkeit zu Uberprifen.
Dazu wird zunachst das Stoffwechselnetz in Form einer
stéchiometrischen Matrix S ausgedrickt. Die Matrix S stellt die
stéchiometrischen Koeffizienten der Metabolite (Anzahl der Metabolite =

m) in den einzelnen Reaktionen (Anzahl der Reaktionen = r) dar S=m-r.
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Ausgehend von der vereinfachten Annahme, dass die Konzentrationen
der internen Metabolite sich zwar kurzfristig andern aber integriert Uber
die Zeit konstant bleiben, kann dann die Steady-State Bedingung Uber

folgende Gleichung ausgedriickt werden:
S*x=0

Hierbei ist x der Vektor mit den FluBkoeffizienten der Reaktionen.
Biochemisch ist dies mit dem Prinzip der Massenerhaltung zu
rechtfertigen, sowie mit der Tatsache, dass hohe Metaboliten-
Konzentrationen Uber einen langeren Zeitraum die Zelle schadigen
wirden. Hierbei wirde der osmotische Druck Zellkomponenten
beschadigen und das ungunstige thermodynamische
Reaktionsgleichgewicht der Dbeteiligten Reaktionen wirde den
Stoffwechsel an dieser Stelle zum Erliegen bringen. Bei der
Modellannahme geht jedoch der Informationsgehalt der kurzfristigen
Metabolitkonzentrationen der Zelle voéllig verloren, so dass
Signaltransduktionswege, in denen oftmals zeitabhangige
Veranderungen von Transmitterkonzentrationen eine entscheidende Rolle
spielen, dann mit diesen Verfahren nicht mehr adaquat modelliert
werden koénnen. Zusatzlich zur stdéchiometrischen Matrix des Systems
und dem Status der Metabolite (intern oder extern) missen zu den
Reaktionen noch Reversibilitatseigenschaften angegeben werden um die
Einschrankungen des Koeffizientenvektors x festzulegen. Das
resultierende homogene Gleichungssystem ist fast immer
unterbestimmt, da die Anzahl der Reaktionen die Anzahl der Metabolite
meist bei weitem Ubertrifft, und wird mit Verfahren aus der Konvexen
Analysis gelést. Durch die Nichtnegativitatsbedingungen ist der
resultierende Loésungsraum ein gerichteter konvexer vielflachiger Kegel,
dessen Basisvektoren die sogenannten Extreme Pathways darstellen. Ein
jeder unter der Steady-Sate Bedingung und der zusatzlichen

Irreversibilitatsbedingungen zulassige Zustand des Systems, also jeder
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zulassige Vektor x, lasst sich dann als Linearkombination dieser
Basisvektoren darstellen, wobei auch hier die
Irreversibilitatsbedingungen gelten, d.h. die
Linearkombinationskoeffizienten missen >/= 0 sein wenn nicht jede
beteiligte Reaktion des Extreme Pathways reversibel ist. Die
Basisvektoren werden flr weitere Berechnungen als Spaltenvektoren in
einer r x e Matrix E zusammengefasst, wobei e die Anzahl der
Basisvektoren beschreibt. Dieses Grundprinzip der Steady-State-
Analysen liefert eine neuartige Beschreibung des metabolischen
Netzwerks [110], [111]. Der Satz von Extreme Pathways ist alleine
ausreichend um das Netzwerk vollstandig zu beschreiben und
Ausgangsbasis far alle weiteren Untersuchungen. Die
Elementarmodenanalyse liefert dariber hinaus noch mittels eines
Verfahrens der ganzzahligen linearen Optimierung alle weiteren
madglichen stdéchiometrisch ganzzahligen Stoffwechselwege durch das
Netzwerk und eine vollstéandige Aufzahlung der metabolischen
Kapazitaten eines Netzwerkes .

Extreme Pathway Analyse mit Yana Square

Das Programm YANA bietet eine integrierte Modellierungsumgebung flr
metabolische Netzwerke mit Ein- und Ausgabe in standardisierten
Datenaustauschformaten wie der XML basierten Systems Biology Markup
Language [112]. Es integriert Algorithmen zur Analyse metabolischer
Netzwerke, zu denen neben den obligatorischen Steady-State Analysen
Algorithmen zur Zerlegung groBer Netzwerke, die Robusheitsanalyse und
die Berechnung von Flussverteilungen aus Pathwayaktivitaten und vice
versa gehdren. Dazu integriert das Softwarepaket eine Visualisierung
metabolischer Netzwerke in Graphenform inklusive entsprechender
etablierter. Layoutroutinen wie dem Force Directed Layout und ist in der
Lage durch eine direkte Abfrage der KEGG Datenbank in kurzer Zeit

genomweite metabolische Netzwerke aufzustellen [113]. In der
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vorliegenden Arbeit erfolgte die Netzwerkerstellung mit Hilfe von Kegg

sowie aktuellen Verdffentlichungen.

Berechnung der Extreme Pathway Fluxe mit dem
Statistikprogramm R

R ist eine freie Programmiersprache und Statistik-Software, die als GNU
Projekt (freies Betriebssystem) veréffentlicht wurde. Die Entwicklung
von R orientierte sich an den in den Bell Laboratories entwickelten
Sprache zur Verarbeitung statistischer Daten S. In der vorliegenden
Arbeit wurde das Programm zur Berechnung der Extreme Pathway Fluxe
verwendet [114].
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3. Ergebnisse

3.1 Bioinformatische Analyse von PfATP6, der

wahrscheinlichsten Zielstruktur von Artemisinin

3.1.1 Generelle Uberlegungen zur Resistenz Entstehung

Eines der groBten Hirden im Kampf gegen Malaria bleiben die sich
schnell ausbreitenden Resistenzen gegen gangige Malaria Medikamente
[30], [33]. Die Resistenzmechanismen sind vielseitig und sollen in
folgendem Absatz naher beleuchtet werden.

Generell ist Resistenz definiert als Fahigkeit einer Plasmodienpopulation,
zu Uuberleben und sich zu vermehren, obwohl die Einnahme und
Aufnahme einer ausreichenden Wirkstoffmenge vorliegen. Dabei muss
fir den Zeitraum, der flr eine normale antiparasitéare Wirkung
notwendig ist, der Wirkstoff in adaquater Menge am richtigen Ort
vorliegen. Als multidrug resistance (MDR) werden Stamme definiert, die
gegen mehr als zwei Medikamente verschiedener Wirkstoffklassen eine
Resistenz besitzen [115].

Ausléser flr Resistenzen sind meist Spontanmutationen im
Erregergenom. Zeigt dieser mutierte Stamm einen Selektionsvorteil
gegenuber dem Wildtyp, so kann er sich teilweise oder vollstandig
durchsetzen. Generell kommt es je nach Wirkmechanismus zu einer
unterschiedlich schnellen Selektion der Resistenz. Bei redundante
Transportsysteme, die von mehreren Genen codiert werden, kommt es
eher zu einer langsamen Selektion, wahrend beispielsweise verandere
Bindungsaffinitaten, die nur von einem Gen codiert werden, eher schnell
selektioniert werden. Entwicklung und Ausbreitung von resistenten
Erregern werden u.a. von Einnahmegewohnheiten,
Wirkstoffeigenschaften, Immunstatus und Vektoreigenschaften

beeinflusst.
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3.1.2 Molekulargenetik der Resistenz

Fir Dekaden war Chloroquin (CQ), als effektives und verflgbares
Medikament mit wenigen toxischen Nebenwirkungen, das Mittel der
Wahl gegen Malaria. Chloroquinresistenzen (CQR) wurden erstmals in
den spaten 50er Jahren in der thailandisch-kambodschanischen
Grenzregion beobachtet [115], [116]. Die Verbreitung der
Chloroquinresistenz in Afrika, fUhrte zu einem erneuten starken Anstieg
der Krankheits- und Todesfalle in den Achtzigern. Die Wirkung von
Chloroquin beruht in der Hemmung des Abbaus von Ham, einem
toxisches Beiprodukt der Hamoglobinverdauung in der parasitaren
Nahrungsvakuole. Bei Chloroquin resistenten Parasiten ist die
Akkumulation von Chloroquin in der Nahrungsvakuole vermindert [117].
Genetische Analysen unterstreichen die Rolle des P. falciparum
Chloroquin Resistenz Transporter Gens, PfCRT, auf Chromosom 7,
welches flur ein Transportprotein in der Nahrungsvakuole codiert [118].
In mutierter Form ist dieser Transporter mit einer verminderten
Akkumulation von Chloroquin in der Nahrungsvakuole assoziiert. Viele
Polymorphismen in diesem Gen scheinen mit einer Chloroquinresistenz
in vitro und in vivo assoziiert zu sein. Eine zentrale Rolle scheint der
Austausch von Lysin zu Threonin in Codon 76 zu spielen [119]. Durch
diesen Aminosaurenwechsel kommt es zu einer verstarkten
Ausschleusung von Chloroquin aus der Vakuole. Das Vorliegen eines
resistenten Phanotyps bei einem Drittel der Erkrankten mit der Thr 76
Mutation, und die langsame Entwicklung von Chloroquinresistenz sind

maoglicherweise Hinweise auf einen multifaktoriellen Prozess [120].

Eine weitere Mutation, die mit Chloroquinresistenz in Verbindung
gebracht wird, ist die Mutation im ,multi drug resistence™ Gen 1,
pfMDR1, einem Ortholog des P-Glykoproteins von Sdaugetieren, welches
eine Verapamil reversible multi Medikamenten Resistenz in Krebszellen

von Sdugetieren vermittelt. Dieses ,multi drug resistance®™ Gen auf
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Chromosom 5 verschllsselt einen transmembranen ABC (ATP-binding-
casette) Transporter der Nahrungsvakuole. Mutationen im ,multi drug
resistance® Gen scheinen auch das AusmaB der Chloroquinresistenz
durch Mutationen in PfCRT zu modulieren. In vitro Studien konnten
zeigen, dass der genetische Ursprung der Stdamme das AusmaB der
Chloroquinresistenz durch Mutationen von PfCRT und PfMDR beeinflusst
[121]. Studien an Feldisoloaten und genetischen Kreuzungen konnten
einen Zusammenhang zwischen pfMDR Punktmutationen und dem
Ausmal der in vitro Empfindlichkeit des Parasits auch auf andere Malaria
Medikamente, wie Mefloquine, Halofantrin, Chinin und Artemisinin
nachweisen [122]. Diese Daten konnten von weiteren genetischen
Studien bestatigt werden und scheinen Stamm abhangig zu sein [123].
Ferner konnten Studien zeigen, dass ein Anstieg der pfMDR Kopien, die
in vitro Empfindlichkeit fir Mefloquine, Halofantrin, Chinin und
Artemisinin senkt [124]. Wie genau pfMDR1 moduliert wird, bleibt
weiterhin unklar, obwohl in neueren Studien durch eine pfMDR
Punktmutation oder durch eine Anderung der pfmdrl Kopien,
Anderungen der Medikament Akkumulation in der Nahrungsvakuole

nachgewiesen werden konnte [125].

Wegen der sich immer weiter ausbreitenden Resistenz gegen CQ fuhrten
viele Lander Sulfadoxin/Pyrimethamin (SP) als Mittel der Wahl zur
Behandlung der unkomplizierten Malaria tropica in den neunziger Jahren
ein. Diese zwei Folsdureantagonisten greifen an zwei Enzymen der
Folsauresynthese an. Die Sulfonamide sind Antimetabolite der p-
Aminobenzoesaure, welche fir Plasmodien essentiell ist. Sie verdrangen
die p-Aminobenzoesaure an der Dihydropteroatsynthetase (DHPS) und
blockieren kompetitiv die Folsauresynthese. Pyrimethamin (ebenso wie
Proguanil) hemmt die Folsdauresynthese erst zu einem spateren
Zeitpunkt durch die Inhibition der Dihydrofolatreduktase (DHFR). Auch

hier entwickelten sich rasch Resistenzen. Die Pyrimethaminresistenz
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wird mit spezifischen Punktmutationen im Dhfr Gen assoziiert. Eine
dadurch bedingte Veranderung des aktiven Zentrums des Enzyms, flhrt
zu einer verminderten Affinitat gegeniber Pyrimethamin. Der
Polymorphismus des DHPS Gens ist verantwortlich flr die Ausbildung
von Resistenzen gegen Sulfadoxin. Kombinationen verschiedener
Mutationen beglnstigen die Ausbildung eines resistenten Phanotyps .
Viele der aufgedeckten Mutationen befinden sich nahe des aktiven
Zentrums des Enzyms und vermindern somit die
Substratbindungsfahigkeit [117].

Die weite Verbreitung von Resistenzen gegen Sufadoxin/Pyrimethamin
und andere herkdmmlichen Malaria Medikamente, fihrte zur Einfihrung
von Arteminisin basierten Kombinationstherapien als
Erstlinienmedikamente gegen Malaria [126]. Im folgenden soll
exemplarisch detailliert auf die wahrscheinlichste Zielstruktur von
Artemisinin  eingegangen werden und moéglich Folgen einer

Punktmutation mittels Homologiemodellierung untersucht werden.

3:1.3 Artemisinin und mogliche Zielproteine

Artemisia annua (einjahriger Beifu3) wird in der chinesischen Medizin
schon seit Jahrtausenden zur Behandlung der Malaria verwendet. In den
Sechziger Jahren starteten Wissenschaftler des chinesischen Militars mit
dem Screening hunderter traditionellen Heilpflanzen, darunter auch
Artemisia annua. Ziel des Screenings war es, ein geeignetes Medikament
fur die chinesische Armee zu finden, was Soldaten effektiv vor Malaria
schitzen sollte. In 1972 gelang es chinesischen Forschern das
Sesquiterpenen Lactone mit der Formel C;sH2,0s, genannt Artemisinin
aus den Blattern der BeifuBpflanze zu extrahieren und zu
charakterisieren. Seit dem entwickeln Wissenschaftler immer potentere
chemische Prozesse um den Wirkstoff in geeignete Derivate zu

konvertieren. Artemisinin, Arthemether, Artesunat Arteether u.a. werden
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heutzutage vor allem in Siddost-Asien und Teilen von Afrika genutzt und
stellen aktuell das Mittel der Wahl nach WHO Empfehlungen dar. Lange
Zeit war Artemisinin das einzige wirksame Malaria Medikament ohne
Resistenzen. Seit Kurzem sind auch gegen Artemisinin erste in vivo
Resistenzen in West Kambodscha aufgetreten [35]. Trotzdem st
Artemisinin weiterhin eines der wirksamsten Malaria-Medikament auf

dem globalen Markt.

Die zellulare Zielstruktur und der genaue Wirkmechanismus von
Artemisinin bleiben weiterhin unvollstandig aufgeklart. Das Verstandnis
des Wirkmechanismus ist jedoch von groBer Wichtigkeit im Anbetracht
der drohenden aufkommenden Artemisinin Resistenzen. Eine Aufklarung
des genauen Wirkmechanismus kdénnte zum einen dazu beitragen,
Resistenzen mit molekularen Techniken d. h. ohne aufwendige
phanotypische Beobachtungen zu monitoren, und zum anderen, ein
Derivat zu entwickeln, was die Resistenz auslésenden Effekte der
Mutation im Zielprotein umgeht. Auch die WHO hat die Gefahr der
Resistenzentwicklung unterstrichen und forderte Pharmafirmen auf,
Artemisinin nicht mehr als Monotherapeutika zu vertreiben, sondern nur

noch in Kombination mit anderen Malariamedikamenten [127].

Im Allgemeinen werden Resistenzen gegen Malaria Medikamente durch
zwei mégliche Mechanismen verursacht: Anderungen der Medikamenten
Disposition, gewdhnlich steigender Medikamenten Efflux aus dem
Parasiten sowie Anderungen der Medikamenten-Empfindlichkeit der
Zielproteine. Da bei Artemisinin Derivaten lange keine Resistenzen
auftraten, wurde angenommen, Artemisinine wirden an multiple
Zielproteinen wirken. In diesem Fall wéare eine Resistenzentwicklung
unwahrscheinlicher als bei nur einem Zielprotein als Angriffspunkt, da
fir eine Resistenz alle Zielproteine mutieren miuissten [128]. Die
Wirkweise von Artemisinin und die moglichen parasitaren Zielstrukturen

wurden in der Vergangenheit eingehend erforscht und diskutiert. Im
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folgenden sollen die wichtigsten Ansatzpunkte und Thesen zur

Artemisininwirkung dargestellt werden:

Studien konnten zeigen, dass die Endoperoxid-Bricke das
Schlisselpharmakophor in Semi-synthetischen und syntethischen
Artemisininpraperaten ist. Deoxyartemisinin, welchem diese
Endoperoxidbriicke fehlt weist beispielsweise keine Wirkung gegen

Malaria auf.

Annahme von Ham als Zielstruktur: Studien weisen darauf hin, dass
maoglicherweise der zytotoxische Effekt von Artemisinin durch
Wechselwirkungen des Medikaments mit dem Eisen des Ham Molekdls
verursacht wird, welches wahrend des Hamoglobinabbaus in der
Verdauungsvakuole entsteht [129]. Diese Hypothese wurde unterstitzt
von anderen Beobachtungen in Studien, die Hdm als Zielstruktur von
Quinolinen identifizierten und zeigten, dass Artemisinin sowohl in vitro
als auch im Tiermodell mit Hdm reagieren kann [130], [131]. Obwohl im
Mausemodell markiertes Artemisinin an Ham assoziiert nachgewiesen
werden konnte, zeigte der Rane Test, bei dem eine einzige hohe Dosis
eines Antimalariamedikament zur Therapie verabreicht wird, bei
intraperitonealer Injektion von 100mg/kg Artemisinin nur weniger als
3% an Ham assoziiertes Artemisinin. Da Erythrozyten hamolysieren und
Hamozoin freisetzen, kann man nicht davon ausgehen, dass
Interaktionen zwischen Artemisinin und H&m nur in der intra-
erytrozytaren Phase ablaufen, jedoch eher als nach Parasiten
Freisetzung. Konfokale und Elektronenmikroskopie mit fluoreszierendem
bzw. radioaktiv markiertem Artemisinin konnten Artemisinin nicht in der
Ham enthaltenden Verdauungsvakuole nachweisen sondern an

intraparasitaren membrangebundenen Strukturen [132], [133].

Eine weitere Ham-Hypothese ist, dass frei gewordene Ham-Eisen freie
C-zentrierte Radikale generiert, die Proteine und Lipide im infizierten

Erythrozyten oxidiert und alkyliert [134]. Die Erkenntnis, die Wirkung
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von Artemisinin kédnne durch Sauerstoff und Oxidationsmittel potenziert
werden und durch Reduktionsmittel abgeschwacht werden ist vereinbar
mit der oben dargestellten Hypothese [135]. Dies wurde jedoch von
andern Studien wiederum in Frage gestellt. Eine weitere Annahme ist,
dass Artemisinin durch die reduzierende Spaltung der
Endoperoxidbriicke mittels intrazellularen Eisen-Sulfur-Redox-Zentren
aktiviert wird, welche in Enzymen von Plasmodien gewdhnlich
vorkommen. Die Alkylierung dieser Enzyme kénnte dann den Tod der
Parasiten verursachen [136]. Gegen die Ham-Theorie sprechen, neben
den oben aufgeflihrten Argumenten, dass Artemisinine auch gegen Ring
Stadien wirken, die keine hohe Ham Konzentration aufweisen. AuBerdem
wirken einige Artemisinin-Praparate effektiv gegen Malaria, obwohl sie in
konventionellen chemischen Experimenten nicht mit Ham reagieren
kdnnen. Die Ham Theorie erscheint also eher unwahrscheinlich [137],
[138].

Eine weitere Hypothese geht davon aus, dass die
Elektronentransportkette von P. falciparum die Zielstruktur von
Artemisininen sein kdnne. Diese Annahme stltzt sich auf experimentelle
Ergebnisse, die zeigen, dass die Sensitivitat fur Artemisinin um einige
Zehnerpotenzen bei der Anzucht von Hefe in nicht fermentierbaren
Medium (also in Abhangigkeit von der Atmungskette) steigt. Die
Mutanten ndelA und ndi1A denen die Hefe NADH-Dehydrogenase NDE1
und NDE2 fehlte, zeigten in experimentellen Studien eine relative
Resistenz gegenlber Artemisininen und wuchsen in fermentierbarem
Medium, welches Artemisinin enthielt. Hefe mit einer Uberexpression
von NDE1 und NDE2 war hingegen sensitiver flr Artemisinin [139].
Daraus schloss man, dass die Enzyme der Elektronentransportkette die
Sensitivitat bzw. Aktivitat von Artemisinin modulieren kdnnten und dass
aktiviertes Artemisinin die mitochondrale Funktion behindere indem es

das mitochondrale Membranpotenzial depolarisiere. Allerdings sind die
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Ergebnisse diese Hefe Modells nicht ohne weiteres auf Plasmodien
Ubertragbar. Plasmodien sind im Gegensatz zur Hefe unfahig zur
anaerobe Glycolyse wahren der asexuellen Stadien. Des Weiteren ist
nicht bekannt, dass Artemisinin sich in Mitochondrien anreichert, so dass

diese Hypothese ebenfalls eher unwahrscheinlich erscheint.

AuBerdem konnte gezeigt werden, dass Artemisinin das Potential der
inneren Mitochondrienmembran in neuronalen Zellkulturen beeinflusst,
wo eine Interferenz der Elektronen Transportkette mit der Atmungskette
assoziiert zu sein scheint. Es konnte ferner gezeigt werden, dass
Artemisinin und Primaquin die Atmungskette der sexuellen und
asexuellen Parasitenstadien hemmen. Der genaue Hemmmechanismus
ist weitgehend unklar. Artemison hingegen ist nach Studienergebnissen
nicht neurotoxisch, was daflr spricht, dass Artemison nicht das innere
Mitochondrienpotential beeinflusst und deswegen die Wirkung von

Artemisinin nicht von der Elektronen Transportkette abzuhdangen scheint.

Seit langerer Zeit werden P-Typ ATPasen als Zielstruktur von
Artemisininen angenommen. Diese Annahme begriindet sich vor allem
darauf, dass selektive Inhibitoren von SERCA P-Typ ATPasen wie
beispielsweise Thapsigargin chemische Ahnlichkeit mit Artemisinin
aufweisen. Mehrere unabhangige Studien konnten diese Annahme
bestatigen. Es konnte gezeigt werden, dass Artemisinin im Gegensatz zu
allen anderen Malaria Medikamenten in transfizierten Xenopus laevis
Oozyten die PfATP6 Aktivitat hemmt. Das inaktive Praparat
Desoxyartemisinin, dem die Endoperoxidbriicke fehlt, war erst in sehr
hohen Dosen im Stande PfATP6 zu hemmen [132]. Zusatzliche Studien
an X. laevis ergaben eine Aufhebung der Artemisinin Wirkung im Falle
einer Punktmutation von L263E im SERCA Transporter (PfATP6). Daraus
schloss man, das eine einzige Aminosaure im Stande ist, die Sensitivitat
von SERCAs auf Artemisinin zu modulieren [140]. Feldstudien konnten

diese Annahme bestdatigen und die Rolle von PfATP6 im Zuge einer
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aufkommenden Artemisinin Resistenz unterstreichen [128]. Bei diesen
Feldstudien wiesen einige Hundert Isolate von Patienten mit P.
falciparum Malaria in Franzdsisch Guayana eine stark (>20 Fold) erhéhte
mittlere inhibitorische Konzentration von Arthemeter in in vitro Tests auf,
die nicht bei anderen Anti-Malaria Praparaten nachweisbar war. Die
genetische Sequenzierung von PfATP 6 ergab eine S769N Substitution
die mit dem Anstieg der mittlere inhibitorische Konzentration assoziiert
war. Das Auftreten dieser Resistenz gerade in franzdsisch Guayana
kédnnte mit der genetischen Komposition der Parasiten in Stidamerika
zusammen hangen, die sich in vielen Medikamenten Resistenz Allelen
von der in Sudostasien und Afrika unterscheidet. Um die Rolle der
parasitaren Antwort auf Artemisinine bei einer L263E Mutationen zu
testen wurden mehrere Allel-Austausch Experimente durchgeflihrt.
Krishna konnte bei Parasiten mit einer L263 Mutation eine Verzégerung
der Artemisinin und Dihyroartemisinin Antwort nachweisen. Dabei
zeigten die Mutanten héhere ICs, Werte bei der Normalisierung mit Wild-

Typ Kontrollen. Die Analyse dieser Daten dauert weiterhin an [141].

Die genaue Wirkungsweise von Artemisinin ist immer noch nicht
vollstandig verstanden. Doch sprechen die vorliegenden
Studienergebnisse flir PfATP6 als Zielstruktur. PfATP6 gehért zu den P-
Typ ATPasen, die generell in bakteriellen und eukaryotischen
Plasmamembranen und Organellen vorkommen und unter
Energieaufwand in Plasmodien als Ca®*  Transporter des
Endoplasmatischen Retiklums fungiert. Wenn man davon ausgeht, dass
Artemisinin nur eine Zielstruktur hat, ist eine Entwicklung von multiple
Resistenzen sehr wahrscheinlich. Erste Resistenzen konnten mittlerweile
bereits verzeichnet werden und scheinen sich immer mehr auszubreiten.
Mit Hilfe von bioinformatischen Methoden wurde von mir das
Resistenzpotential von Artemisininen illustriert. Hierbei wurde die

wahrscheinlichste Zielstruktur, der P. falciparum SERCA Transporter, in
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den verschiedenen Plasmodien-Spezies analysiert und nach ahnlichen
Domanen an anderen Stellen im P. falciparum Parasiten bzw. in anderen
Spezies gefahndet. Vier Hauptfragen wurden im Rahmen der Analyse

untersucht:

1. Wie ahnlich sind die SERCA Transporter in verschiedenen

Plasmodien Spezies?

2. Wie sind die SERCA-Transporter in den verschiedenen Spezies

verteilt?

3. Gibt es eventuell andere Zielstrukturen flir Artemisinine (z.B. MDR
Transporter, andere Proteine mit Artemisinin bindender Domane)

und wie sehen die aus?

4. Wie sehen die Strukturen der SERCAs fur die einzelnen Spezies
aus und wie ist die Verteilung Sensibilitdit modulierender

Aminosauren?.

Fir die Plasmodien-Spezies P. ovale und P. malariae liegen keine
ausreichenden Sequenzierungsdaten vor. Sie wurden deshalb in der

nachfolgenden Analyse nicht berlicksichtigt.

3.1.4 Ahnlichkeit der SERCA Transporter in verschiedenen

Plasmodien Spezies

Die Aminosaure Sequenzen der SERCA Transporter der verschiedenen
Plasmodienarten wurden von NCBI und PlasmoDB, der offiziellen
Datenbank des ,Malaria parasite genome project" erhalten und mit Hilfe
des Programms ClustalX analysiert. In dem phylogenetischen
Stammbaum in Abbildung 9, ist die genetische Ahnlichkeit der
verschiedenen SERCA Transporter dargestellt. Es ist zu erkennen, dass
die SERCA Transporter von P. chabaudi, P. berghei und P. yoeli, sowie
die SERCA Transporter von P. vivax und P. falciparum ahnlich zueinander

sind. Insgesamt sind die Transporter von P. chabaudi und P. berghei
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ahnlicher zueinander als zu dem von P. yoeli. Die Transporter von P.
berghei, P. chabaudi und P. yoeli sind ahnlicher zueinander als zu den
SERCA Transportern von P. falciparum und P. vivax und nicht ahnlich zur

der Drosophila Calcium ATPase.

drosophila

vivax

falciparum

yoeli

berghei

chabaudi

Abbildung 9: Phylogenetischer Stammbaum der SERCA
Transporter verschiedener Plasmodien Spezies im
Vergleich zu einer Calcium ATPase von Drosophila
konstruiert mit dem Bootstrapping Verfahren.
Bootstrap-Werte fiir P. falciparum: 0,34, P. vivax:
0,34, P. berghei: 0,30, P. chaubaudi: 0,30, P. yoeli
yoeli: 0,31, Drosophila: 0,61.

Die Domanen der SERCA Transporter wurden zunachst mit Domanen
und Motiv-Datenbanken Pfam und SMART analysiert. Fir den SERCA
Transporter von P. falciparum, der von Gen PFA0310c in Chromosom 1
codiert wird, sowie fir den SERCA Transporter von P. berghei ergaben
sich 4 verschieden signifikante Domanen. Fur den SERCA Transporter
von P. vivax, P. chabaudi chabaudi und P. yoeli yoeli konnten 5

verschieden signifikante Domanen identifiziert werden. Die generelle
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Funktion der einzelnen Domanen sind:

Kationen_ATPase:

Kationen ATPasen verfligen Uber eine konsevierte N-terminal Region, die
in verschiedenen Klassen von Kationen transportierenden P-Type
ATPasen vorkommt, auch in denen, die H*, Na*, Ca’*, Na*/K*, and H*/K*
transportieren. In den H*/K*- und Na*/K*-Austausch P-ATPasen ist diese
Domane in der katalysierenden alpha Kette zu finden. In gastralen
H*/K*-ATPases unterliegt diese Domane reversibler sequentieller
Phosphorylierung sowie Konformationsanderungen, die flir die
Regulierung und die Funktion dieser ATPasen wichtig sein kénnten.
E1-E2_ATPase:

P-Type (oder E1-E2-Type) ATPasen formen eine Superfamilie von
Kationen transportierenden Enzymen, die in Prokaryoten und Eukaryoten
vorkommen. Sie vermitteln den MembranfluBB aller biologisch relevanten
Kationen. Die Enzyme die wahrend der ATP Hydrolyse einen

Aspartylphosphate Zwischenprodukt bilden, kénnen in vier verschiedene
Hauptgruppen eingeteilt werden: (1) Ca2*-transportierende ATPasen;
(2) Na*/K*- und gastrische HT/K*-transportierende ATPases; (3)

Plasmamembrane H%-transportierende ATPases (Protonpumpen) von

Pflanzen, Pilzen und niederen Eukaryonten; und (4) alle bakteriellen P-

type ATPasen, auBer die Mg2*- ATPase von Salmonella typhimurium, die
eukaryotischen Sequenzen ahnlicher ist.

Hydrolase:

Diese Gruppe von Hydrolasen ist strukturell unterschiedlich von der
alpha/betha Hydrolasen Familie (abhydrolase). Diese Gruppe schlie3t die
L-2-Halosaure-Dehalogenase, Epoxid-Hydrolasen und Phosphatasen mit
ein. Die Struktur von Hydrolasen besteht aus zwei Domanen. Eine ist ein
eingefligtes vier Helix Bldndel, welches die am wenigsten gut
konservierte Region des Alignments zwischen den Resten 16 und 96 der

Haloalkanonsaure-Dehalogenase I ist. Der Rest der Falte ist aus einer
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alpha/beta-Kern Domane zusammengesetzt.
Kationen-ATPase_C:
Kationen-ATPasen_C besitzen eine konsevierte C-terinale Region, die in

verschiedenen Klassen von Kation-transportierenden P-type ATPasen zu
finden ist. Eingeschlossen sind hier auch H* transportierende-(EC
3.6.3.6), Na* (EC 3.6.3.7) transportierende-, Ca%* transportierende-
(EC 3.6.3.8), Na*/K* transportierende- (EC 3.6.3.9), und H*/K* (EC
3.6.3.10) transportierende ATPasen. In der H*/K'- und Na*/K*-

Austausch P-ATPasen, ist diese Domane in der katalysierenden alpha

Kette lokalisiert. In Abbildung 10 sind diese Domanen dargestellt:

100 200
Cation ] Bfam Phm |
B\ G0 E1-E2/ATPase Hydrolase CationfATPase_ C [~

P: falciparum

Cation ), | Bfam|
g\ B E1-E2/ATPase Hydrolase CationfATPase C [*

P. vivax
"y f E1-E2/ATPase Hydrolase Cation!ATPase ¢ [
P. berghei

oo 200
" E{-E20ATPase Hydrolase

Pfam
CationfATPase C [~

Cation Pfam Bfam
"y J E1-E2/ATPase Hydrolase Cation!ATPase_ C [~

P. chabaudi chabaudi

Abbildung 10: Verschiedene Domadnen des SERCA Transporters
unterschiedlicher Plasmodien-Spezies. Insgesamt sind die SERCAS der
unterschiedlichen Spezies sehr dhnlich aufgebaut und verfiigen tiber gleiche
Doméanen. Die Hydrolasen Domane variiert in den unterschiedlichen Spezies
in der Lange.
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Es ist zu erkennen, dass die SERCA Transporter in den unterschiedlichen
Plasmodien-Spezies Uber die gleichen funktionellen Domanen verfligen.
Insgesamt sind sie relativ dhnlich. Die Ahnlichkeit der ATPase6 von
Plasmodium falciparum zu den anderen graphisch dargestellten ATPasen
der Plasmodien Spezies wurde durch Alignments analysiert und ist in

folgender Tabelle dargestellt:

Organismus Gen Identitit Funktion/Gen Produkt Identitdat mit der
eingegebenen
Sequenz
P. chabaudi chabaudi PCAS020540 Calcium-transportierende 456/546 (83%)
ATPase, putativ
P. berghei PB000675.00.0 Calcium-transportierende 453/546 (82%)
ATPase, putativ
P. vivax PVX_081455 Calcium-transportierende 405/611 (66%)
ATPase, putativ
P. yoelii yoelii PY05776 Calcium-translokalisierende P-|330/457 (72%)
Typ ATPase vom SERCA-Typ

Tabelle 3: Ahnlichkeit der einzelnen ATPasen untereinander.

Es zeigt sich, dass die SERCAs der einzelnen Spezies insgesamt sehr
ahnlich sind. Am ahnlichsten ist die SERCA von P. chabaudi chabaudi zu
der von P. falciparum. Die SERCA des humanpathogenen P. vivax weist
eine 66% Identitat zur P. falciparum SERCA auf.

3.1.5 Iterativer Sequenzvergleich der Artemisinin

bindenden Domane

Um zu untersuchen ob die sakroendoplasmotische-Retikulum-Calcium-
ATPase SERCA das einzige Zielprotein von Artemisininen ist, wurde
durch iterativen Sequenzvergleich nach ahnlichen
Aminosaurensequenzen in anderen Proteinen in verschiedenen
Datenbanken gesucht. Hierbei konzentrierten wir uns auf die Artemisinin
bindende Domane (SERCA Domane E1-E2). Exemplarisch sind die
detaillierten Ergebnisse der Analyse mit Hilfe der Datenbank Uniprot im

Anhang dargestellt.
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Wie in der Beispielsuche im Anhang zu erkennen ist, wurden E1-E2-
Doméne des ATP abhangigen sarkoendoplsmatischen Ca?* Transporters
SERCA nur in diesen ATPasen identifiziert. Generell sind ATPasen weit
verbreitet und kommen auch in zahlreichen anderen Spezies vor.
Interessanterweise kommen ahnliche Domanen auch in SERCA
Transportern von Toxoplasmen vor, was eine Wirkung von Artemisinin
auch auf Toxoplasmen vermuten lasst. Tatsachlich konnte eine Wirkung
von Artemisinin auf Toxoplasmen in vitro und nach aktuellen
Studienergebnissen auch in vivo im Mausemodell nachgewiesen werden
[142]. Als negativer Aspekt ist jedoch anzumerken, dass unsere
bioinformatischen Ergebnisse die Theorie von Krishna und seinen
Kollegen bestatigen, dass PfATP6 die einzige Zielstruktur von
Artemisininen ist. Es besteht also somit eine hohe Gefahr von
Resistenzentstehung und -ausbreitung. Gegen SERCA als einzige
Zielstruktur sprechen neueste Studien aus Kambodscha, wo erste
Resistenzen gegen Artemisinine auftraten. Diese Resistenzen scheinen
nicht mit einzelnen PfATP6 Polymorphismen assoziiert zu sein. Hierzu
sind jedoch weitere Studien ndétig. Bisher konnte keine weitere
eindeutige weitere Zielstruktur identifiziert werden. Bekannt st
auBerdem, dass der ,Multi drug resistance" Transporter eine Rolle in der

Entstehung von Artemisinin Resistenzen spielen kénnte.

3.1.6 Alignment, Homologiemodellierung und Vergleich von
verschiedenen die Sensibilitat modulierender

Aminosauren der SERCA-Transporter von Plasmodien

Jung et al. (2005) konnten mit Hilfe von Homologiemodellierung und
Docking Analysen in silicio zeigen, dass Artemisinin an spezifische
Aminosdauren der E1-E2-ATPase Domane bindet. Die LigandFit Docking
und konsequenten LUDI Scores zeigten hierbei eine guten
Zusammenhang mit in vitro Aktivitdaten. Die Hauptbildungen zwischen

Artemisinin und PfATP6 waren hydrophobe Wechselwirkungen und
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biologisch relevante Peroxid Bindungen konnten auBerhalb der
Bindungstasche lokalisiert werden. Insbesondere konnte man zeigen,
dass hydrophobe Wechselwirkungen mit den hydrophoben Resten von
PfATP6 LEU263, ILE272 und PHE273 stark zur Bindung an die
Seitenketten in der C-12 B-Position beitragen [143]. Zusatzliche Studien
an X. laevis ergaben eine Aufhebung der Artemisinin Wirkung im Falle
einer Punktmutation von L263E im SERCA Transporter (PfATP6). Daraus
schloss man, das eine einzige Aminosaure im Stande ist, die Sensitivitat
von SERCAs auf Artemisinin zu modulieren [140]. Um zu analysieren wie
diese Aminosauren in den verschiedenen Spezies verteilt sind wurden
die SERCAs der verschiedenen Spezies in einem Alignment unter
Nutzung der Software CLUSTALX analysiert [144]. Das Alignment ist in
Abbildung 11 dargestellt. Insgesamt ist zu erkennen, dass die
Aminosaurequenzen der SERCAs der einzelnen Spezies bis zu
Aminosaure (AS) 400 relativ konserviert sind. Die Sensibilitat

modulierende Aminosauren sind in Tabelle 4 nochmals dargestellt.

Spezies Aminosdure 263 Aminosdure 272 Aminosdure 273
P. falciparum Leucin Isoleucin Phenylalanin
P. vivax Alanin Isoleucin Phenylalanin
P. berghei Serin Isoleucin Phenylalanin
P. yoeli yoeli Serin Isoleucin Phenylalanin
P. chabaudi Serin Isoleucin Phenylalanin
Tabelle 4: Sensibilitit modulierende Aminosduren in den verschiedenen

Plasmodienspezies.

Man kann erkennen, dass die fur die Bindung wichtigen Aminosauren
ILE272 und PHE273 in den verschiedenen Spezies gleich sind, LEU263
jedoch in den verschiedenen Spezies variiert. Von Aminosaure 40 bis zur
Aminosaure 400 sind die SERCA der verschiedenen Plasmodien Spezies
hoch konserviert. Eine Ausnahme bilden die Positionen 86-89, 200, 226,
263 und 293 der SERCA von P. falciparum und P. vivax. Es konnte
gezeigt werden, dass ein Austausch von L263A bei P. vivax die

Artemisinin Sensitivitat erhéht (3 Fold), wohingegen ein Austausch von
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L263S bei P. berghei die Sensitivitat erniedrigt (3 Fold). Wie im
Alignment gezeigt, ist P. berghei im Vergleich zu P.vivax zwischen den
AS 40 bis 400 starker konserviert. Es ware interessant zu untersuchen,
ob die oben beschriebenen Ausnahmen der Konservierung dabei eine

Rolle spielen.
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Abbildung 11: Alignment der SERCA-Transporter verschiedener Plasmodium Spezies

mit Hilfe von CLUSTALX. Gleiche Aminosduren sind in gleichen Farben dargestelit.
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Zur Untersuchung der dreidimensionalen Struktur der SERCAs der
verschiedenen Spezies wurde eine Homologiemodellierung durchgefihrt
und insbesondere die Lage der die Sensitivitdit modulierenden
Aminosauren betrachtet. Flr die Homologiemodellierung von SERCA von
P. falciparum und der anderen Plasmodien-Spezies wurde das 43.5%
identische drei dimensionale Modell 1liwoA, eine Kaninchen Calcium
ATPase, als Grundmodell benutzt. Die Modell Struktur ist festgelegt mit
einer 3.18 Auflésung und enthalt den hoch spezifischen Inhibitor
Thapsigargin. Die SERCA Transporter der verschiedenen Plasmodien-
Spezies wurden mit SWISS-MODEL modelliert und untereinander
verglichen. Hierfir wurden die Reste 7 bis 360 der ATPsen6 mit den
Resten des Templates (1iwoA) gegenilber gestellt (56,62 % identische
Reste). Die verschiedenen Domanen der modellierten Proteine wurden
gefarbt, markiert und mit RASWIN (Sayle et al. 1995) in Abbildung 12
dargestellt. In den Homologiemodellierungen der verschiedenen SERCAs
ist zu erkennen, dass genau am Ubergang zwischen Membran und
zytoplasmatischer Struktur die kritischen, flr eine Resistenzentwicklung
relevanten Reste lokalisiert sind und dass diese in in den verschiedenen
SERCAs (wie bereits oben beschrieben) leicht variieren. Diese
Strukturmodell Daten sowie die TP-Blast Daten unterstitzen die These
von Krishna und seinen Kollegen, die SERCA als die Hauptzielstruktur
von Artemisinin ansehen. Die Gefahr von sich ausbreitenden Resistenzen

erscheint somit sehr wahrscheinlich.
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Plasmodium falciparum SERCA Plasmodium yoeli yoeli SERCA

Plasmodium berghei SERCA Plasmodium chabaudi SERCA

Plasmodium vivax SERCA

Abbildung 12: Dreidimensionale Struktur der SERCA-Transporter verschiedener
Plasmodien-Spezies. Die Kationen-Domadne sind rot, die E1-E2-ATPase Domadne griin
und die Hydrolase Domdne blau dargestellt. Die fiir die Bindung relevanten
Aminosauren sind mit gelb hervorgehoben. Die Betahelices in Cartoon reprasentiert

die Transmenbrandomadne. Die iibrigen Reste sind in wire frame Darstellung zu sehen.

Es ware interessant zu untersuchen, ob auch andere wenig konservierte
Aminosauren des SERCA Transporters, ahnlich wie L263 im Stande sind,

die Sensibilitat flir Artemisinine zu modulieren. In der folgenden
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Graphiken sind exemplarisch die wenig konservierten Aminosauren 226

und 293 von P. falciparum und P. vivax dargestellt:

Abbildung 13: SERCA von P. falciparum. Aminosauren 226 und 293 sind violett
markiert. Restliche Darstellung wie in Abb. 12 beschrieben.

Abbildung 14: SERCA von P. vivax. Aminosdauren 226 und 293 sind violett

markiert. Restliche Darstellung wie in Abb. 12 beschrieben.
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Man kann in der raumlichen Modellierung von SERCA erkennen, dass die
Aminosaure in Position 293 nahe der Bindungsstelle lokalisiert ist,
wohingegen die Aminosaure in Positionen 226 raumlich entfernter von
der Bindungsstelle liegt. Man kdénnte aus unserem Modell heraus
annehmen, dass auch die Aminosaure in Position 293 im Stande ist die
Sensibilitat far Artemisinine zu modifizieren und in vivo Resistenzen
verursachen kénnten. Dies miusste jedoch in weiteren experimentellen

Studien untersucht werden.
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3.2 Modellierung des Einflusses von Methylenblau
auf das Redoxstoffwechselnetzwerk von P.

falciparum

3.2.1 Erstellung des Redoxnetzwerks

Die metabolische Netzwerkmodellierung beginnt mit der Erstellung des
zu untersuchenden Netzwerkes. Hierzu sind die oben beschriebenen
Enzym-Datenbanken ndétig, die dartber Auskunft geben, welche Enzyme
in welchem Teilnetzwerk eine Rolle spielen und welche Reaktionen durch
die jeweiligen Enzyme katalysiert werden. Die Informationen zur
Enzymfunktion wurden aus den oben aufgelisteten Datenbanken

erhalten und durch Primarliteratur erganzt bzw. tUberpruft.

Wie oben beschrieben besteht das Redoxstoffwechselnetzwerk von
Plasmodien hauptsachlich aus einem Glutathion und einem
Thioredoxinsystem, sowie daran assoziierte Enzyme. Die einzelnen
Enzyme dieser Systeme, die in das erstellte Redoxnetzwerk integriert

wurden, werden nachfolgend detailliert beschrieben.

3.2.1.1 Das Glutathion-System

Glutathionreduktase

Die Glutathionreduktase gehért zur Gruppe der Flavo-Disulfid-
Oxidoreduktasen und reduziert mit Hilfe des Elektronendonors NADPH”
Glutatathiondisulfid (GSSG) Zu Glutathion nach folgender

Reaktionsgleichung:

GSSG + H* + NADPH <=> 2 GSH + NADP*

Das bei dieser Reaktion entstehende NADP* wird mit Hilfe von Enzymen

aus dem Pentosephosphatweg, der Glukose-6-Phosphatdehydrogenase
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und der 6-Phosphat-Glukonatdehydrogenase wieder zu NADPH*
reduziert (Abbildung 15).

) )

‘ce{l:/
CHS cHOPOY W me Doy OB NADPHA  (H:OH
H o OHNADP+ HADRHH+ i HO—([?—'H NADP+ o (|I=('1
:'{m H gH ' . H—C—0H H—C—OH
ik B Glicoseb-Phosphat 1O E-P-deltalactors H—C—on  B-P-Gluconat H—C—OH
OH dehydrogenase H OH 58 CHLO0PO? dehydrogenase dn 0ot

Glucoge-B-Fhosphat (GEF) B-Phasphoglucone-delta-Lacton B-Phosphaglucanat Ribulose-5-Fhasphat

Abbildung 15: Ausschnitt aus dem Pentosephosphatzyklus (integriert in das

modellierte Netzwerk).

Uber die Glutathionreduktase von P. falciparum existieren zahlreiche
biochemische und enzymkinetische Studien [145], [146], die als Basis
fir die Entwicklung von Inhibitoren dienen. Die Kristallstruktur der P.
falciparum GR wurde gelést und mit der Struktur des humanen
Orthologs verglichen [147]. Obwohl sich die aktiven Zentren der beiden
Enzyme nur geringfligig unterscheiden, konnten spezifische Merkmale
charakterisiert werden, die als Ausgangspunkt fur die Entwicklung
Plasmodium-spezifischer Hemmstoffe genutzt werden [148], [149],
[150].

Glutathionsynthese

Der Malaria Parasit ist zur de novo Synthese von Glutathion befahigt; die
entsprechenden Gene konnten im Plasmodiengenom isoliert werden
[64], [65]. Die Glutathionsynthese geht von L-Glutamat und L-Cystein
aus, welche unter ATP Verbrauch und Katalyse durch das Enzym y-
Glutamyl-Cystein Synthetase (GCS, EC 6.3.2.2), zu y-L-Glutamyl-L-
Cystein umgesetzt werden. y-L-Glutamyl-L-Cystein wird wiederum
zusammen mit Glycin, aus der Hamoglobinverdauung bzw. aus dem
Extrazelluldarraum, unter ATP Verbrauch und Katalyse durch die
Glutathion-Synthase (EC 6.3.2.3) zu dem Tripeptid y-L-Glutamyl-L-
Cystein-Gycin, dem so genannten Glutathion, umgesetzt (Abbildung 16).
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Hierbei katalysiert die GCS die schrittmachende Reaktion. Spezifische
Inhibitoren der GCS, wie beispielsweise D/L-Buthionin-S, R-Sulphoximin,
sind in der Lage den Malaria Parasiten zu téten. Hierbei kommt es zu
einer Ausschopfung des zellularen Glutathion Vorrates, wobei die Halfte
des zellularen Glutathion Vorrates innerhalb von zwei Stunden verloren
geht und somit das GSH/GSSG Verhaltnis nicht aufrecht erhalten werden
kann [63], [52], [64], [151] Fur Malaria Parasiten ist also eine

Glutathion de novo Synthese essentiell Uberlebenswichtig.

yGlutamylcystein- Glutathion-
Synthetase Synthetase

Cystein Glycmn

\ [Glu]-[Cys] T[Glu]-[Cys]-[Gly]

Glutamat \
/—\ v-Glutamyleystein /— \ Glutathion
ATP

ATP ADP + P ADP + P

Abbildung 16: Schematische Darstellung der Biosynthese von Glutathion.

Glutaredoxin

Das hitzestabile Dithiol-Disulfid Glutaredoxin gehdrt zur Familie der
Oxidoreduktasen und wird strukturell der Thioredoxin Superfamilie
zugeordnet. Im aktiven Zentrum hat Glutaredoxin eine typische CPYC
Redoxdomane mit zwei Cystein Resten, welche Glutaredoxinen
ermdglicht Sulfhydryl-Gruppen haltige Proteine zu reduzieren bzw. zu
oxidieren. Glutaredoxin schtzt Zellen vor oxidativem Stress [152] und
ist héchstwahrscheinlich maBgeblich an der Kontrolle von Transkription
und Apoptose beteiligt [153], [154]. Es konnte darliber hinaus gezeigt
werden, dass Glutaredoxin direkt als Glutathionperoxidase agieren kann
und die S-Glutathionylation von Proteinen durch GSSG katalysiert [155].
Des Weiteren ist Glutaredoxin zusammen mit Dihydrolipoamiden in der
Lage, GSSG NADPH unabhangig zu reduzieren [156]. Glutaredoxin von

Plasmodien weist ebenfalls Glutathion abhangige Glutaredoxin
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Eigenschaften auf: Es reduziert das vermutlich flr Plasmodien
einzigartige Plasmoredoxin, ein weiteres Mitglied der Thioredoxin
Familie, sowie die Ribonukleotid Reduktase, vermutlich als wichtigster
Reduzent [157], [57], [158].

Folgende Reaktionen werden durch Glutaredoxine katalysiert:

2 GSH + ProteinS; = GSSG + Protein(SH):
2 GSH + ROOH = GSSG + H,O + ROH

2 GSH + Ribonukleotid-Reduktase-ox = GSSG + Ribunokleotid-

Reduktase-red

GSH + ProteinSOH = H,O + Protein-SSG

ProteinS, + Trx(SH). = Protein(SH), + TrxS;

Glutaredoxin ahnliche Proteine

Neben den klassischen Glutaredoxinen wurden in Plasmodien auch
Glutathion ahnliche Proteine (PfGLP-1;2;3) identifiziert, die im Vergleich
zu den klassischen Glutaredoxinen nur einen Cysteinrest im aktiven
Zentrum  besitzen (PxCG/AFS/P) [159], [160]. Wahrscheinlich
interagieren sie, wie flur humane Glutaredoxin &hnliche Proteine
nachgewiesen, mit Protein Kinase C und werden deswegen auch PICOT
Proteine (Protein kinase C interacting cousin of thioredoxin) genannt
[161]. Sie besitzen eine PICOT Homologie Domane, die bereits in
Bakterien, Parasiten, hdher und einzelligen Eukaryoten sowie in Pflanzen
identifiziert wurde [162].

Die genaue Funktion dieser Enzyme ist noch nicht vollstandig aufgeklart.
Man nimmt an, dass sie in die Synthese von Fe/S Cluster Proteine und in
die Deglutathionylation von Proteinen involviert sind [163], [164]. Die

durch Glutaredoxin ahnliche Proteine héchstwahrscheinlich katalysierten
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Reaktionen koénnen durch folgende Reaktionsgleichung beschrieben

werden:
2 GSH + ROOH = GSSG + H,O + ROH
GSH + Protein-SSG = GSSG + Protein-SH
Glyoxalasen:

Das parasitdre Glyoxalase-System besteht aus Glyoxalase 1
(Lactoylglutathion-Lyase), Glyoxalase 1II (Hydroxyacylglutathion-
Hydrolase) und dem Koenzym Glutathion, was toxische 2-Oxoaldehyde
wie Methylglycoxal in nicht toxische 2-Hydroxycarboxylsduren wie D-
Lactat umsetzt. Hierbei katalysiert Glyoxalase I die Bildung von S-2-
Hydroxyacylglutathion, einem Thioester von Glutathion. Glycoxalase II
hydrolisiert diesen wiederum zu Glutathion und freier 2-
Hydroxycarboxylsaure [57]. 2-Oxoaldehyde reagieren mit Guanyl-Resten
in DNA und RNA, sowie mit Cystein-, Lysin- und Arginin-Resten in
Proteinen. Die Veranderungen der DNA induzieren Mutagenese und
Apoptose, wahrend Proteinveranderungen zum Proteinabbau und zur
Aktivierung einer Zytokin vermittelten Immunantwort fihrt [165]. Zu
den natulrlichen Substraten des Glyoxalase-Systems zahlen Glyoxal und
Methylglyoxal [166].

Folgende Reaktionen werden durch Glyoxalasen katalysiert:
Glycolxalase 1: GSH + Methylglyoxal = (R)-S-Lactoylglutathion + H,O
Glycoxalase 2: (R)-S-Lactoylglutathion + H,O = GSH + R-Lactat

Malaria infizierte Erythrozyten sind im Vergleich zu nicht infizierten
Erythrozyten einem héheren Anfall von Methylglyoxal ausgesetzt. Dieses
entsteht durch eine nicht enzymatischen Konversion von Triose
Phosphaten, die wahrend der Glykolyse gebildet werden. Es konnte eine
um 100-fach gesteigerte Glykolyseaktivitat von P. falciparum infizierten

Erythrozyten im Vergleich zu nicht infizierten Blutzellen nachgewiesen

86



3. Ergebnisse

werden. Dies lasst sich durch das Fehlen eines Zitronesaurezyklus und
einer verminderte Elektronen Transportkapazitat in der Atmungskette
erklaren. Es konnte gezeigt werden, dass in Malaria infizierten
Erythrozyten die D-Laktat-Bildung aus Methylglyoxal um den Faktor 30
gesteigert ist [166] und dass die Aktivitat von Glyoxalasen im Vergleich

zu nicht infizierten Erythrozyten stark erhdht ist [167].
Glutathion-S-Transferase

Glutathion-S-transferase (GST) ist ein ubiquitar vorkommendes Enzym,
welches klassischerweise chemischer Noxen, wie beispielsweise
pharmakologisch aktive Moleklle und Beiprodukte des oxidativen
Stresses, durch Konjugation an Glutathion entgiftet. Ferner fungiert GST
als Ligand (Carrier Protein) verschiedener organischer Molekile, die zur
Inaktivierung und Immobilisierung von Lipid-Peroxidations-Produkten
fihren und diese somit entgiften [152], [168]. Glutathion-S-Transferase
Aktivitat konnte flir Malaria Parasiten nachgewiesen werden, die im
Vergleich zu vielen anderen Organismen nur eine GST besitzen. Es
konnte gezeigt werden, dass in Chloroquin resistenten Malaria Parasiten
die GST Aktivitat direkt positiv vom Medikamenten Druck abhangt
[169]. Die Hauptrolle dieses Enzym besteht in der Konjugation seines
Substrates Glutathion an verschiedenste toxische Substanzen, um diese
fur den Zellexport vorzubereiten. GST ist somit direkt an der Entgiftung
elektophiler Verbindungen beteiligt [57]. Ebenfalls geht man davon aus,
dass GST als effizienter in vivo Puffer des parasitotoxischen Hamins
fungiert, welches nicht kompetitiv an GST bindet [170]. Man konnte
ferner eine geringe GSH abhangige Alkylhydroxid-Peroxidase Aktivitat
der GST nachweisen [170].

Im Allgemeinen kann man die von Glutathion-S-Transferase

katalysierten Reaktionen mit folgender Reaktionsgleichung beschreiben:

GSH + RX = HX + R-S-Glutathion
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3.2.1.2 Das Thioredoxin-System

Neben einem funktionierenden Glutathion-Redoxsystem, besitzen
Plasmodien ein  Thioredoxin-Redoxsystem, welches aus dem
Elektronendonor NADH, dem Flavoprotein Thioredoxinreduktase, dem
Substrat Thioredoxin und Thioredoxin abhangigen Peroxidasen besteht.
Im Folgenden werden die Bestandteile des Thioredoxin-Systems im

Einzelnen beschrieben:
Thioredoxinreduktase

Die Thioredoxinreduktase (TrxR) ist dahnlich wie die Glutathionreduktase
eine NADPH abhangige Disulfid-Oxidoreduktase, die FAD als Kofaktor
benutzt [171]. Bei Redox-Reaktionen katalysiert sie im Allgemeinen den
Elektronentransfer zwischen Pyridinnukleotiden (z.B. NADPH) und
Disulfidsubstraten (z.B. Thioredoxin). Im Gegensatz zur
Glutathionreduktase, die spezifisch Glutathiondisulfid reduziert, ist die
Thioredoxinreduktase im Stande ein breites Spektrum von Substraten,
einschlieBlich  niedermolekulare Verbindungen und Proteine zu
reduzieren. Interessanterweise wird Glutathiondisulfid nicht als Substrat
akzeptiert, weshalb man annimmt, dass das Glutathion- und das
Thioredoxin-System unabhdngig voneinander agieren [172]. Im
Unterschied zu der menschlichen Thioredoxinreduktase ist die
Thioredoxinreduktase von Plasmodien nicht Selen abhangig und
unterscheidet sich im aktiven Zentrum von der Humanen. Diese
Besonderheit macht die parasitéare TrxR als vielversprechenden neuen
Medikamentenansatz attraktiv [173], [174]. Knock-out Studien konnte
eine essentielle  Funktion der Thioredoxinreduktase fur die

erythrozytdren Stadien von Plasmodium belegen [175].

Folgende Reaktion wird durch Thioredoxinreduktase katalysiert:

H* + NADPH + TrxS, = NADP* + Trx(SH):
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Thioredoxin

Thioredoxine sind, wie Glutathion, redox aktive Proteine, die eine
wichtige Rolle in der antioxidativen Verteidigung spielen und von der
Thioredoxinreduktase reduziert werden. Sie sind an der Entgiftung
reaktiver Sauerstoff- und Stickstoff-Metabolite involviert, kontrollieren
Proteinfaltung, Ubertragen Elektronen auf die Ribonukleotidreduktase
und tragen zur Redox-Regulierung von Enzymen (Peroxidasen) und
Transkriptionsfaktoren bei [176]. Fur P. falciparum wurde ein klassisches
Thioredoxin charakterisiert, dass interessanterweise eine hoher Affinitat
zur humanen Thioredoxinreduktase als zur parasitaren aufweist [176].
Dies lasst auf eine Interaktion zwischen parasitarem und Wirts-
Thioredoxinsystem schlieBen. Des Weiteren wurde gezeigt, dass
Thioredoxine im Stande sind Glutathiondisulfid nicht enzymatisch zu
reduzieren. In Anwesenheit von NADPH und Pf Thioredoxinreduktase,
fungiert Thioredoxin als Elektronenshuttel zwischen reduzierter
Thioredoxinreduktase und Glutathiondisulfid [172].

Neben dem klassischen Thioredoxinen wurden in Plasmodium falciparum
drei Thioredoxin like Proteine gefunden, deren genaue Charakterisierung
noch aussteht [157].

Die von Thioredoxin katalysierten Reaktionen kdénnen durch folgende

Reaktionsgleichung beschrieben werden:

FADH, + ProteinS, = FAD + Protein(SH)

GSSG + Trx(SH); = 2 GSH + TrxS;

Thioredoxin abhangige Peroxidase und Peroxiredoxine

In die Proteinfamilie der Peroxidasen, zu denen auch die Peroxiredoxine
gehoéren, unterscheidet man drei Untergruppen je nach Cystein-Rest im
aktiven Zentrum: typische 2-cys-Peroxiredoxine, atypische 2-cys-
Peroxiredoxine  und 1-cys-Peroxiredoxin [177]. Peroxiredoxine

katalysieren als antioxidative Enzyme, die Umwandlung von
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Wasserstoffperoxid und Alkyl-Hydroperoxid in Wasser und in den jeweils
korrespondierenden  Alkohol unter Verbrauch von reduziertem
Thioredoxin [178]. Peroxiredoxine kdnnen ihrerseits, je nach
konservierten Cystein Motiven, nochmal in zwei Subgruppen unterteilt
werden: 1-Cys-Peroxiredoxine und 2-Cys-Peroxiredoxine. Plasmodien
besitzen drei Gene, die fur Peroxiredoxine codieren, zwei davon flr
typische 2-cys-Peroxiredoxine und eins flir 1-cys-Peroxiredoxin [177],
[179]. Eines der zwei typischen 2-cys-Peroxiredoxinen ist mitochondrial,
wohingegen die anderen beiden Proteine im Cytosol vorkommen. Dies
lasst auf einen funktionierenden cytosolen und mitochondrialen
Thioredoxinredoxzyklus der Plasmodien schlieBen. Die im Zytosol
vorkommende 2-Cys-Peroxiredoxine verwenden von Thioredoxin
bereitgestellte Elektronen, weshalb sie auch als Thioredoxin-Peroxidasen
bezeichnet werden. 2-cys-Peroxiredoxine kdnnen Wasserstoffperoxide in
vitro reduzieren, was auf eine Wasserstoffperoxid Peroxidase Aktivitat in
vivo schlieBen lasst [180]. 1-cys-Peroxiredoxin scheint eine &hnliche
Rolle im Thioredoxinsystem einzunehmen. Es ist flir die Peroxidation von
Wasserstoffperoxid und organischen Hydroperoxiden verantwortlich und
akzeptiert Glutathion als Kofaktor. Es wurde allerdings auch ein zu 92%
identisches Protein beschrieben, welches Thioredoxin als Kofaktor
verwendet. In Anbetracht des Fehlens einer Glutathion Peroxidase und
Katalase scheinen die beschriebenen Peroxidasen eine sehr wichtige

Rolle fluir die Reduktion von ROS einzunehmen.

Zusatzlich Zu Peroxiredoxinen besitzen Plasmodien
Glutathionperoxidase-ahnliche-Proteine, die durch Peroxidase
Eigenschaften charakterisiert sind und Thioredoxin als Kofaktor

verwenden [181].

Folgende Reaktionen werden durch die beschriebenen Enzyme

katalysiert:

1-cys-Peroxiredoxin: 2 GSH + ROOH = GSSG + H,O + ROH
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2-cys-Peroxiredoxin: ROOH + Trx(SH). = H.O + ROH + TrxS;

Glutathionperoxidase-ahnliche-Tpx: 2 ROOH + Trx(SH), = 2 H,O + ROH
+ TrxS;

3.2.1.3 Weitere Redox Enzyme
Plasmoredoxin

Plasmoredoxin ist ein hoch konserviertes redox-aktives Protein, was der
Thioredoxin Superfamilie angehdrt. Nach derzeitigen Kenntnissen
scheint dieses Protein exklusiv in Malaria Parasiten vorzukommen und
Uber eine einzigartige WCKYC-Sequenz im aktiven Zentrum zu verfligen.
Ebenso wie Thioredoxin und Glutaredoxin kann Plasmoredoxin als
Elektronendonor flr Ribonukleotidreduktase fungieren. Plasmoredoxin
selbst kann weder von der Glutathionreduktase, noch von der
Thioredoxinreduktase, jedoch sowohl von Trx als auch von GSH und
Glutaredoxin reduziert werden [57]. Hierdurch ergibt sich eine weitere
Verbindung zwischen den Glutathion- und Thioredoxin-Systemen.
AuBerdem wurde gezeigt, dass Plasmoredoxin, die Thioredoxin
Peroxidase 1 reduziert [182]. Das fur Plasmoredoxin codierende Gen von
Plasmodium berghei konnte identifiziert werden. Knock out Studien
haben jedoch gezeigt, dass dieses Protein nicht essentiell flir Plasmodien
zu sein scheint. In knock out Parasiten konnte keine spezifische

phanotypische Veranderung festgestellt werden [183].
Superoxid-Dismutasen

Die Aktivitat von Superoxid-Dismutasen (SOD) steigt nachweislich
wahrend der Plasmodium falciparum Infektion. Plasmodien besitzen zwei
verschiedene Gene, die flr Superoxid-Dismutasen codieren. Eine ist
eisenhaltig und kommt im Zytosol vor, wahrend die andere Mangan
enthalt und in Mitochondrien vorkommt. Die Transkription dieser beiden

Gene zeigt ein Maximum im Trophozoitenstadium [184]. Des Weiteren
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scheint es moglich, dass der Parasit auch die Superoxiddismutase des
Wirts benutzt [185] [186]. Bei der Entgiftung von ROS scheint dieses
Wirtsenzym jedoch nur eine unbedeutende Rolle zu spielen, da der saure
pH der Organelle anscheinend entscheidend zur spontanen Dismutation
von Superoxid Anion beitragt [187]. Die mitochondriale SOD entgiftet
Superoxid Anionen, die wahrend der Atmungskette entstehen [188].

Folgende Reaktion wird durch Superoxiddismutasen katalysiert:
2H"+ 202 = H,0, + 0,
Ribonukleotid-Reduktasen

Ribonukleotid-Reduktasen katalysieren die Desoxygenierung von Ribose-
Ringen zu 2'-Desoxyribose in Nukleotiden und erméglichen dadurch den
ersten Schritt der DNA-Biosynthese. Die erforderlichen Elektronen
werden von Dithiolen, wie z. B. Thioredoxin bereit gestellt. Die von den
Ribonukleotidreduktasen katalysierten Reaktionen koénnen durch

folgende Reaktionsgleichungen beschrieben werden:

2-Desoxyribonukleosid-Diphosphat + H20 + Ribonukleotid-Reduktase-
ox + Thioredoxindisulfid = Ribunokleotid-Reduktase-red + Thioredoxin +

Ribonukleosid-Disphosphat

H20 + Ribonukleotid-Reduktase-ox + Thioredoxindisulfid + dADP
+ Ribunokleotid-Reduktase-red + Thioredoxin

ADP

H20 + Ribonukleotid-Reduktase-ox + Thioredoxindisulfid + dUDP
Ribunokleotid-Reductase-red + Thioredoxin + UDP

H20 + Ribonukleotid-Reduktase-ox + Thioredoxindisulfid + dGDP = GDP

+ Ribunocleotid-Reduktase-red + Thioredoxin

H20 + Ribonukleotid-Reduktase-ox + Thioredoxindisulfid + dCDP

+ Ribunokleotid-Reduktase-red + Thioredoxin.

CDP

In das modellierte Redoxstoffwecheslnetzwerk wurden die

energieliefernden Stoffwechselwege Pentosephosphatweg (Abbildung
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17) und Glykolyse (Abbildung 18) integriert. Die Reaktionen des
Penthose-Phosphatzyklus, der der NADPH Bereitstellung dient und der
Glykolyse, bei der ATP und NADH gewonnen wird, sind in folgenden
Graphiken dargestellt:
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Abbildung 17: Pentosephosphat-Zyklus von Plasmodium falciparum. Er dient der
Bereitstellung von Redox-Aquivalenten in Form von NADPH, die beispielsweise fiir die
Reduktion von Thioldisulfiden benétigt werden. Des Weiteren dient der
Pentosephosphat-Zyklus der Generation von Pentosephosphaten zur
Nukleotidsynthese. Quelle: Ginsburg, Hagai. “"Malaria Parasite Metabolic Pathways”
http:/ /sites.huji.ac.il/malaria/, freigegeben.
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Abbildung 18: Glykolyse von Plasmodium falciparum. Sie kann in zwei Phasen eingeteilt
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werden: Die erste Phase ist eine Vorbereitungsphase, bei der zuniachst Energie in Form
von ATP investiert wird. Sie resultiert in der Spaltung der Hexose D-Glucose in zwei
Triosephosphate. In der zweiten Phase werden zwei Molekiile G3P iiber mehrere
Zwischenschritte in zwei Molekiile Pyruvat umgesetzt. Dabei werden zwei Molekiile
NADH sowie vier Molekiile ATP generiert. Diese Phase liefert somit Energie und
Reduktionsdquivalente in Form von NADH. Quelle: Ginsburg, Hagai. “"Malaria Parasite

Metabolic Pathways” http://sites.huji.ac.il/malaria/, freigegeben.
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Der gesamte Redoxstoffwechsel-Metabolismus von Plasmodium
falciparum ist in folgendem Schema dargestellt. Die hier dargestellten

Reaktionen wurde in das modellierte Netzwerk integriert.
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Abbildung 19: Redoxstoffwechsel von Plasmodium falciparum. Quelle: Ginsburg,
Hagai. “"Malaria Parasite Metabolic Pathways”, http://sites.huji.ac.il/malaria/,

freigegeben.
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3.2.2 Metabolische Netzwerkanalyse

Die extreme Pathway (EP) Berechnung wurde zur Analyse des
Plasmodien spezifischen Redoxnetzwerks mit allen integrierten
Stoffwechselwegen genutzt. Hierzu wurde eine stdchiometrische Matrix
(S: rm) erstellt. Spalten und Zeilen korrespondieren hierbei mit den
Enzymen im Netzwerk und den beteiligten internen Metaboliten (im
Netzwerk produzierte oder verbrauchte Metabolite). Alle internen
Metaboliten miuissen hierbei im Gleichgewicht sein, was durch eine
Kombination verschiedener enzymatischer Reaktionen erreicht wird, die
eine Ansammlung oder einen Verbrauch interner Metabolite Uber die Zeit
verhindern. Hier gilt die Gleichung: S:v = 0. Hierbei ist v der Vektor mit
dem Flusskoeffizienten der Reaktionen. Bezogen auf die extreme
Pathway Berechnung, wurde eine Nullsummen Matrix berechnet, die in
der Lage ist die Gleichung zu erflllen. Die dargestellten und oben
beschriebenen Reaktionen wurden in Yana integriert, um das
Redoxstoffwechselnetzwerk von P. falciparum zu generieren. Die
Integration wurde erganzt durch KEGG, oben beschriebenen
Enzymdatenbanken und mit Hilfe von Literatur. In Abbildung 20 ist das
modellierte Redoxstoffwechselnetzwerk gezeigt. In dem dargestellten

Netzwerk ist die Aktivitat aller Enzyme gleich gewichtet.

Zur Netzwerkanalyse wurde das oben beschriebene
Redoxstoffwechselnetzwerk mit Yana analysiert [113]. Hierzu wurden
aus der Transkriptions Datenbank erhaltende mRNA Transkriptionsdaten
25h  nach Invasion in den Erytrozyten (Malariaparasit im
Throphozoitenstadium) verwendet und auf die Enzym Expression bzw.
hiervon auf die Enzym Aktivitdten geschlossen. Dies ist natlrlich eine
starke Vereinfachung, da Enzym Aktivitat u.a. allosterisch, durch mRNA
Stabilitat und durch Translationsregulationsmechanismen moduliert wird.
Ohne Genexpressionsraten sind alle Pathways folglich gleich gewichtet
(flux=1) Abbildung 20.
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Abbildung 20: Modelliertes Stoffwechselnetzwerk von P. falciparum. Rote Kugeln
stehen fiir externe Metaboliten, blaue fiir interne Metabolite. Die Enzyme sind in den
hellbraunen Kastchen benannt.

Die Anderungen der Genepression wurden auf die Enzymexpression
Ubertragen und umgekehrt. Im Anbetracht des gesamten Netzwerks und
der Einschrankungen beziglich der signifikant héher oder niedrigeren

Genexpressionsdaten, werden diese kombinierten Fehler jedoch stark

reduziert. Jede Enzym Aktivitat Epred wurde durch Aufsummieren der

vorhergesagten Aktivitat A jedes extremen Pathways A, der dieses
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spezifische Enzym in seinem extremen Pathway enthalt, berechnet:

Epred =2 Ai

Far das gesamte Enzymsystem mit signifikanten
Genexpressionsanderungen wird die quadratische Abweichung zwischen
der vorhergesagten Enzymaktivitat und der beobachteten

Enzymaktivitat (geschatzt an Hand der Genexpressionsdaten) minimiert:
: 2
min (2 (Epred B Eobs) )

Diese quadratische Fehler Minimierung kann durch verschiedene
Strategien erreicht werden [110], [111]. Um die besten Ergebnisse zu
erhalten wurde flr die Minimierung erst der genetischen Algorithmus in

YANAsquare und danach die R Routine benutzt.

In folgender Tabelle sind die konvexen Basismoden dargestellt:

Konvexe-Basis-Moden aller Reaktionen inklusive der darin involvierten Enzyme

1. Ausgeglichene Reaktion
(-1 Phosphohexoseisomerase, EC:5.3.1.9, rn:R02739)(1 Phosphohexoseisomerase
EC:5.3.1.9, rn:R02740) (-1 Phosphohexoseisomerase, EC:5.3.1.9, rn:R03321)

2. H" + NADPH + ROOH <=> H,0 + NADP* + ROH
(1 2-cys-Peroxiredoxin, EC:1.11.1.15, r2) (1 Thioredoxinreduktase, EC:1.6.4.5.)

3. H* + NADPH + 2 ROOH <=> 2 H,0 + NADP* + ROH
(1 Glutathion-Peroxidase-dhnliche-Tpx, EC:1.11.1.9) (1 Thioredoxinreduktase,
EC:1.6.4.5.)

4. FAD + H* + NADPH = FADH, + NADP*
(-1 2-cys-Peroxiredoxin, EC:1.11.1.15) (1 Glutaredoxin) (-1 Thioredoxin)

5. Ausgeglichene Reaktion
(-1 Glutaredoxin) (1 Glutaredoxin) (-1 Thioredoxin)

6. dADP + Ribonukleosid-Diphosphat <=> 2-Desoxyribonukleosid-Diphosphat + ADP
(-1 Ribonukleotid-Reduktase, EC:1.17.4.1, R04294)(1 Ribonukleotid-Reduktase
EC:1.17.4.1, Rn:R02017)

98



3. Ergebnisse

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

dUDP + Ribonukleosid-Diphosphat = 2-Desoxyribonukleosid-Diphosphat + UDP
(-1 Ribonukleotid-Reduktase, EC:1.17.4.1, R04294) (1 Ribonukleotid-Reduktase,
EC:1.17.4.1, Rn:R02018)

dGDP + Ribonukleosid-Diphosphat = 2-Desoxyribonukleosid-Diphosphat + GDP
(-1 Ribonukleotid-Reduktase, EC:1.17.4.1, R04294) (1 Ribonukleotid-Reduktase,
EC:1.17.4.1, Rn:R02019)

dCDP + Ribonukleosid-Diphosphat = 2-Desoxyribonukleosid-Diphosphat + CDP
(-1 Ribonukleotid-Reduktase, EC:1.17.4.1, R04294) (1 Ribonukleotid-Reduktase,
EC:1.17.4.1, rn:R02024)

2-Deoxy-D-Ribose-5-Phosphat + D-Sedoheptulose-7-Phosphat <=> Acetaldehyd + 2
alpha-D-Ribose-1-Phosphat

(1 Desoxyribose-Phosphataldolase, EC:4.1.2.4, Rn:R01066) (-2
Phosphoglukomustase, EC:5.4.2.2, Rn:R01057) (-1 Ribose-Phosphat-Isomerase,
EC:5.3.1.6, Rn:R01056) (-1 Ribulose-P-3-Epimerase, EC:5.1.3.1, Rn:R01529) (-1
Transketolase, EC:2.2.1.1, Rn:R01641)

Ausgeglichene Reaktion

(1 1-cys-Peroxiredoxin) (-1 1cys-Glutaredoxin-ahnliches-Protein, EC:1.11.1.15)

Ausgeglichene Reaktion

(1 1-cys-Peroxiredoxin) (-1 Glutaredoxin)

FADH. + ROOH <=> FAD + HO + ROH

(1 1-cys-Peroxiredoxin) (-1 Glutaredoxin) (1 Thioredoxin)

2-Desoxyribonukleosid-Diphosphat + Protein-O” + ROOH <=> H,0 + Protein + ROH
+Ribonukleosid-Diphosphat

(1 1-cys-Peroxiredoxin) (-1 Glutaredoxin)(1 Ribonukleotid-Reduktase, EC:1.17.4.1,
R04294) (1 Thioredoxin-abhangige Peroxidase)

H.O + Protein-SSG + RX <=> HX + ProteinSOH + R-S-Glutathion
(-1 Glutaredoxin) (1 Glutathion-S-Transferase, EC:2.5.1.18)

Protein-SH + ROOH <=> ProteinSOH + ROH

(1 1-cys-Peroxiredoxin) (-1 1-cys-Glutaredoxin) (-1 Glutaredoxin)

2H"+ 20y, =H,0, + 0,
(1 Superoxid-Dismutase, EC:1.15.1.1)
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18.

19.

20.

21.

22.

23.

Lactaldehyd + NAD* <=> H* + NADH + R-Lactat
(1 Aldehyd-Reduktase, EC:1.1.1.21) (1 Glyoxalase I, EC:4.4.1.5) (1 Glyoxalase II,
EC:3.1.2.6)

ATP + alpha-D-Ribose-1-Phosphat <=> 5-Phospho-alpha-D-Ribose-1-Diphosphat +
AMP

(1 Phosphoglukomustase, EC:5.4.2.2, Rn:R01057) (1 Ribose-P-Pyrophosphokinase,
EC:2.7.6.1, Rn:R01049)

ATP + alpha-D-Glukose_ex + alpha-D-Ribose-1-Phosphat <=> ADP + D-Erythrose-4-
Phosphat + D-Sedoheptulose-7-Phosphat

(1 Glukose-Transporter) (1 Hexokinase, EC: 2.7.1.1, Rn:R01786) (1
Phosphoglukomustase, EC:5.4.2.2, Rn:R01057) (1 Phosphohexoseisomerase,
EC:5.3.1.9, Rn:R02740) (1Transketolase, EC:2.2.1.1, Rn:R01641) (1 Transketolase,
EC:2.2.1.1, Rn:R01830)

ATP + alpha-D-Ribose-1-Phosphat + beta-D-Glukose <=> ADP + D-Erythrose-4-
Phosphat + D-Sedoheptulose-7- Phosphat

(1 Hexokinase, EC:2.7.1.1, Rn:R01600) (1 Phosphoglukomustase, EC:5.4.2.2,
Rn:R01057) (- 1 Phosphohexoseisomerase, EC:5.3.1.9, Rn:R02739) (1
Phosphohexoseisomerase, EC:5.3.1.9, Rn:R02740) (1 Transketolase, EC:2.2.1.1,
Rn:R01641) (1 Transketolase, EC:2.2.1.1, Rn:R01830)

D-Erythrose-4-Phosphat + D-Sedoheptulose-7-Phosphat + H,O + 2 NADP* <=> CO;
+ 2 H*+ 2 NADPH + 2 alpha-D-Ribose-1-Phosphat

(1 6-P-delta-Lactonase, EC:3.1.1.31) (1 6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase,
Rn:R01528) (1 Glukose-6-Phosphat-1-Dehydrogenase, EC:1.1.1.49_Rn:R02736) (-2
Phosphoglukomustase, EC:5.4.2.2, Rn:R01057) (1 Phosphohexoseisomerase,
EC:5.3.1.9, Rn:R02739) (-1 Phosphohexoseisomerase, EC:5.3.1.9, Rn:R02740) (-1
Ribose-Phosphat-Isomerase EC:5.3.1.6, Rn:R01056) (-1 Transketolase, EC:2.2.1.1,
Rn:R01641) (-1 Transketolase, EC:2.2.1.1, Rn:R01830

2-Deoxy-D-Ribose-5-Phosphat + 2 ADP + Orthophosphat = (S)-Lactat_ex + 2 ATP
+Acetaldehyd + H,0

(1 Desoxyribosephosphataldolase, EC:4.1.2.4, Rn:R01066) (1 Enolase, EC:4.2.1.11,
Rn:R00658) (1 Glyceraldehyd-3P-Dehydrogenase, EC:1.2.1.12, Rn:R01061) (1
Lactat-Dehydrogenase, EC:1.1.1.27, Rn:R00703) (1 Monocarboxylat-Transporter) (1
Phosphoglyceratkinase, EC:2.7.2.3, Rn:R01512) (1 Phosphoglyceratmutase,
EC:5.4.2.1, Rn:R01518) (1 Pyruvatkinase, EC:2.7.1.40, Rn:R00200)
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24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

2-Deoxy-D-Ribose-5-Phosphat <=> Acetaldehyd + P + R-Lactat
(1 Desoxyribosephosphataldolase, EC:4.1.2.4, Rn:R01066) (1 Glyoxalase I,
EC:4.4.1.5) (1 Glyoxalase II, EC:3.1.2.6) (1 spontan)

2 alpha-D-Ribose-1-Phosphat = D-Sedoheptulose-7-Phosphat + P + R-Lactat

(1 Glyoxalase I, EC:4.4.1.5) (1 Glyoxalase II, EC:3.1.2.6) (2 Phosphoglukomustase,
EC:5.4.2.2, Rn:R01057) (1 Phosphotrioseisomerase, EC:5.3.1.1, Rn:R01015) (1
Ribose-Phosphat-Isomerase, EC:5.3.1.6, Rn:R01056) (1 Ribulose-P-3-Epimerase,
EC:5.1.3.1, Rn:R01529) (1 spontan2) (1 Transketolase, EC:2.2.1.1, Rn:R01641)

ATP + 2 Acetaldehyd + D-Erythrose-4-Phosphat + D-Sedoheptulose-7-Phosphat <=>
2 2-Deoxy-D-Ribose-5-Phosphat + ADP + alpha-D-Ribose-1-Phosphat

(1 Aldolase, EC:4.1.2.13, rn:R01070) (-2 Desoxyribosephosphataldolase, EC:4.1.2.4,
rn:R01066) (1 Phosphofructokinase, EC:2.7.1.11, rm:R04779) (-1
Phosphoglucomustase, EC:5.4.2.2, rn:R01057) (-1 Phosphotrioseisomerase,
EC:5.3.1.1, rn:R01015)

(-1 Transketolase, EC:2.2.1.1, rn:R01641) (-1 Transketolase, EC:2.2.1.1, rn:R01830)

H* + NADPH + ROOH <=> H,0 + NADP* + ROH
(1 1cys-Glutaredoxin-ahnliches-Protein, EC:1.11.1.15) (1 Glutathionreduktase,
EC:1.8.1.7, Rn:00115)

ATP + H,O + Protein-SSG <=> ADP + GSHex + P + ProteinSOH
(-1 Glutaredoxin) (1 MRP)

ATP + H,O + 2 Protein-SSG <=> ADP + GSSG_ex + P + Protein-SH + ProteinSOH
(1 1-cys-Glutaredoxin) (-1 Glutaredoxin) (1 MRP- und/oder GSSG-Pumpen)

2 ATP + L-Cystein + L-Glutamat + RX + Serin <=> 2 ADP + H,0 + HX + 2 P + R-S-
Glutathion

(1 Glutathion-S-Transferase, EC:2.5.1.18) (1 Glutathion-Synthase, EC:6.3.2.3) (1
Glycinhydroxymethyltransferase) (1 L-Gluthamat-L-Cystein-Synthase, EC:6.3.2.2)

Tabelle 5: Extreme Pathway Analyse des Redoxstoffwechsels (Kaleta 2006).
Die extremen Pathway Moden des Redoxstoffwechsels von P. falciparum sind
im Output-Format des Programms Yana dargestellt. Die in Klammern
stehenden Enzyme stehen fiir die Enzyme, die in den verschiedenen Moden
partizipieren. Rn gibt die in KEGG gelistete Reaktionsnummer an; EC die in
Expascy gelistete Enzym Nummer. Das negativ Zeichen vor den Enzyme

indiziert, dass das Reaktionsgleichgewicht auf der linken Seite liegt.

101
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Die dargestellten extremen Pathway Moden entsprechen folgenden
metabolischen Pathways: Mode 1 entspricht der Konversion von
Glukose-6-Phosphat; Mode 2, 3 und 4 entsprechen der Protein
Protektion unter Verwendung von Thioredoxinreduktasen; Mode 5
entspricht der Protein Protektion; Mode 6, 7, 8, und 9 entsprechen der
Desoxyribonukleotid Produktion; Mode 10 und 22, entsprechen der
Ribose-1-Phosphat Generation fir den Purin und Pyrimidin
Metabolismus; Mode 11, 12 und 13 entsprechen der Protein Protektion;
Mode 14 entspricht der Protein Protektion und der Nukleotid Konversion;
Mode 15 und 16 entsprechen der Protein Protektion; Mode 17 entspricht
der Protektion gegen reaktive oxidative Spezies; Mode 18 entspricht der
Entgiftung von toxischen 2-Oxoaldehyden; Mode 19 entspricht der
Konversion von Keto-Zuckern fur den Nukleotid Metabolismus; Mode 20
und 21 entsprechen der Bildung von Keto Zuckern unter Verwendung
von Glycin-Aldehyd-3-Phosphat, was aus Glukose metabolisiert wird;
Mode 23 entspricht dem unteren Teil der Glykolyse, die zur Herstellung
von ATP dient; Mode 24 entspricht der Entgiftung von 2-Oxoaldehyden;
Mode 25 entspricht der Entgiftung von 2-Oxoaldehyden sowie der Keto-
Zucker Produktion; Mode 26 entspricht der Keto Zucker Transformation;
Mode 27 entspricht der Glutathion Protektion; Mode 28 entspricht der
Protein Protektion und dem Export von GSH; Mode 29 entspricht der
Protein Protektion und dem Export von GSSG; Mode 30 entspricht der
Glutathion Synthese.

In der folgenden Tabelle ist der mit R berechnete Flux der konvexen
Basis Moden dargestellt. Hierbei wurde eine Flux Modus Aktivitat von
10% zur Berechnung der Enzymaktivitat an Hand der mRNA Expression

angenommen.
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Aktivitat der Moden relativ zur Genexpression der involvierten Enzyme.
Extreme Pathway Moden Flux der extremem Pathway
Moden berechnet mit R.
1. Glukose-6-Phosohat Konversion 0.09940445
2. Protein Protektion unter Verwendung von
0.15065065
Thioredoxinreduktase
3. Protein Protektion unter Verwendung von
0.20965028
Thioredoxinreduktase
4, Protein Protektion unter Verwendung von
- 0.56995906
Thioredoxinreduktase
5. Protein Protektion 0.39301516
6. Desoxyribonukleotid Produktion 0.03318532
7. Desoxyribonukleotid Produktion 0.03318532
8. Desoxyribonukleotid Produktion 0.03318532
9. Desoxyribonukleotid Produktion 0.03318532
10. Ribose-1-Phosphat Generation fir den
0.04497088
Purin und Pyrimidin Metabolismus
11. Protein Protektion 0.45901932
12. Protein Protektion 0.17696656
13. Protein Protektion - 0.58924539
14. Protein Protektion und Nukleotid
_ 0.16593386
Konversion
15. Protein Protektion - 0.22518394
16. Protein Protektion - 0.19694403
17. Protektion gegen ROS 0.14102805
18. Entgiftung von toxischen 2-Oxoaldehyden 0.19293256
19. Konversion von Keto-Zuckern 0.1205442
20. Generation von Keto-Zuckern unter
Verwendung von Glycerinaldehyd-3- 0.06576149
Phosphat hergestellt aus Glukose
21. Generation von Keto-Zuckern unter
Verwendung von Glycerinaldehyd-3- Phosphat 0.09101076
hergestellt aus Glukose
22. Ribose-1-Phosphat Generation fiir den
0.08849594
Purin und Pyrimidin Metabolismus
23. Unterer Teil der Glykolyse zur Generation
0.17043627
von ATP
24. Entgiftung von 2-Oxoaldehyden 0.0
25. Entgiftung von 2-Oxoaldehyden und 0.0
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Produktion von Keto-Zuckern
26. Keto-Zucker Transformation 0.14632814
27. Glutathion Protektion 0.20473006
28. Protein Protektion und Export von GSH 0.10261671
29. Protein Protektion und Export von GSSG 0.10261671
30. Glutathion Synthese 0.158995

Tabelle 6: Flux der extremem Pathway Moden berechnet mit R.

25 Stunden nach der Invasion der Plasmodien in den humanen
Erythrozyten, wenn sich Plasmodium falciparum im schnell wachsenden
Trophozoitenstadium befindet, kann man starke Pathwayfluxe in
folgenden extremen Pathway Moden feststellen: Protein Protektion
(Moden 5, 11, 12, 13, 14, 15 und 16), Protein Protektion unter
Verwendung von Thioredoxinreduktase (Modus 2, 3 und 4), Glutathion
Protektion (Modus 27), Entgiftung von toxischen 2-Oxoaldehyden
(Modus 18), dem letzten Teil der Glykolye, die der ATP Gewinnung dient
(Modus 23) und der Glutathion Synthese (Modus 30).

In Abbildung 21 ist der Flux der extremen Pathways relativ zur mRNA

Expression dargestellt.

Man kann schlussfolgern, dass die Hauptaktivitat des Parasiten im
Trophozoiden Stadium in der Protein Protektion vor oxidativem und
nitrosativem Stress und der dazu ndétigen Energieproduktion liegt. Diese
Prozesse stellen somit eine wichtige Funktion fiir das Uberleben des

Parasiten dar.
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Abbildung 21: Netzwerk-Graphik der extremen Pathway Analyse relativ zu
mRNA Expressionsdaten. Rote Kugeln stehen fiir externe Metaboliten, blaue
Kugeln fiir interne Metabolite. Die Enzyme sind in den hellbraunen Kistchen
benannt. Eine Flux Modus Aktivitat von 10% wurde zur Berechnung der
Enzymaktivitdt an Hand der mRNA Expression angenommen. Dickere Pfeile

reprdsentieren einen starkeren Pathway Flux.

3.2.3 EinfluB von Methylenblau auf das

Redoxstoffwechselnetzwerk

Um den Einfluss von Methylenblau auf die Schlliisselenzyme des
Redoxstoffwechselnetzwerkes zu untersuchen, wurde die mRNA

Expression dieser Enzyme nach Inkubation mit Methylenblau mittels
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Real-Time-PCR von der Forschungsgruppe von Prof. Katja Becker der
Universitat GieBen gemessen. Hierzu wurden P. falciparum Trophozoiten

des Stranges 3D7 15nM Methylenblau ausgesetzt, was ungefahr einer

funffachen mittleren Hemmkonzentration entspricht. Nach 9, 12 und 18

Stunden wurden die Parasiten der mit MB versetzten und nicht
versetzten Kontrolle freigesetzt, indem man die Erythrozyten fir 10min
bei 37°C in einer 29-Fold Saponin Suspension lysierte. Diese Suspension

bestand aus folgendem Erythrozyten l6senden Puffer mit einem pH von

7.4: 7 mM K,HPO,, 1 mM NaH,PO,, 11 mM NaHCO,, 58 mM KCl, 56 mM

NaCl, 1 mM MgCl,, 14 mM Glukose und 0.02% Saponin. Danach wurde

die Suspension zentrifugiert und der Uberstand wurde abgeschépft. Die
Parasiten wurden nochmals in Saponin Puffer und in PBS gewaschen und
danach in Pellet Form in flissigem Stickstoff bei -80°C eingefroren. Eine
Spaltung der Parasiten wurde durch dreimaliges Gefrieren und Auftauen
in flissigem Stickstoff erreicht.

Um die gesamte RNA zu extrahieren wurde der NucleoSpin RNA/Protein
Kit (Macherey-Nagel, Diren, Germany) verwendet. Die RNA Extrakte
wurden konzentrierter DNase I (RNase-free; MBI Fermentas, St. Leon-
Rot, Germany) nach den Herstelleranweisungen ausgesetzt um
parasitdre DNA Kontaminanten zu separieren, die zusatzlich mit PCR
Uberpriaft und bestdtigt wurden. Unter Verwendung eines oligo-dT
Primers (Reverse-iT MAX 1st Strand Synthesis Kit, Abgene, Hamburg,
Germany) wurden Aliquots von 450 ng DNA jeder Probe revers in cDNA
umgeschrieben.

Flr die quantitative Real-Time PCR wurde der SYBR Green JumpStart
Taq ReadyMix (Sigma-Aldrich) im Rotor-Gene 3000 real time PCR Cycler
(Corbett Research, Sydney, Australia) verwendet. Die bendtigten Primer
wurden selbst hergestellt und vor Verwendung auf Zielgen Spezifitat
mittels normaler PCR Uberpruft. Mit Hilfe der Rotor-Gene 6.0 Software

wurden die PCR Ergebnisse analysiert und der Schwellenwert-Zyklus
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bestimmt. Die dargestellten Daten basieren auf dem Schwellenwert-
Zyklus und der Reaktionseffizienz der Zielgene und Referenzgene von
MB versetzten - und MB freien Kontrollzellen. Als Referenzgen wurde bei
den Experimenten 18S rRNA verwendet. Die Spezifitat der PCR
Ergebnisse wurde mit Hilfe einer Kurven Analyse bestatigt. In allen

Experimenten wurde die Real-Time PCR vierfach ausgefihrt.

Die Ergebnisse der Real-Time PCR sind in folgender Tabelle dargestellt:

Enzyme Relative mRNA [ Relative mRNA | Relative mRNA

Expression nach 9 h | Expression nach | Expression nach

RT/18S 12h 18h

RT/18S RT/18S

Thioredoxinreduktase

0,55 0,74 0,61
Glutathionreduktase

0,73 1,49 1,2
Glyoxalase 1

1 0,51 0,48
Glyoxalase II

0,9 0,36 0,38
Lactatdehydrogenase

0,7 0,93 1,93
1-Cys-Peroxiredoxin

0,59 0,79 1,27
Glutaredoxin

0,88 0,63 0,7
Glutamat-Cystein-

0,61 0,55 0,54
Ligase
Thioredoxin abhdngige

0,45 0,49 0,39
Peroxidase 1
Glutaredoxin &ahnliches

0,51 0,76 0,66
Protein 1

Tabelle 7: Relative mRNA Expression unter Inkubation von P. falciparum mit
Methylenblau nach 9, 12 und 18 Stunden.
Die Real-Time PCR Ergebnisse zeigen eine verminderte Expression der
MRNA der meisten Schlisselenzyme des Redoxstoffwechselnetzwerks.
Glutathionreduktase wird im Gegensatz dazu, nach initialer
Downregulation, hochreguliert und zeigt eine m-RNA Expression von ca.
150% nach 12 Stunden, die jedoch nach 18 Stunden wieder leicht
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abfallt.
Dehydrogenase Expression weisen nach einer anfanglichen verminderten
100% nach 18h auf. Die

kompensatorische Hochregulierung von Glutathionreduktase scheint

Auch die 1-cys-Peroxiredoxin Expression und die Lactat

Expression eine Hochregulierung Uber

wahrscheinlich jedoch auch negative Effekte flir den Parasiten zu haben,
da Methylenblau als subversives Substrat der Glutathionreduktase diese
in eine prooxidatives Enzym umzuwandeln vermag.

Die mit Real-time PCR gemessenen mRNA Expressionsdaten, wurden als
Verhaltniswerte an die oben beschriebenen Expressionsdaten der DeRisi
Datenbank des Malaria Parasiten im Trophozoiten Stadium 25h nach
Invasion in den Erythrozyten angepasst. Mit einer extremen Pathway
Analyse und R wurden dann die gemessenen Effekte von Methylenblau
auf das Redoxstoffwechsel-Netzwerk analysiert bzw. berechnet. Die

Ergebnisse sind in folgender Tabelle dargestellt:

Extreme Pathway Moden Flux der Flux der Moden, | Flux der Moden, Flux der Moden,
Moden adaptiert an die | adaptiert an die adaptiert an die
Aktivitat der Moden relativ zur den | berechnet mit | in vitro mRNA in vitro mRNA in vitro mRNA
Gen Expressions Daten. R adaptiert an | Expression nach | Expression nach Expression nach
mRNA Daten. neunstiindiger zwolfstiindiger 18- stiindiger
Inkubation mit Inkubation mit Inkubation mit
Methylenblau. Methylenblau. Methylenblau.
1. Glukose-6-
0.09940445 | -0.11033237 -0.12398950 0.11341765
-Phosohat Konversion
2. Protein Protektion
unter Verwendung von | 0.15065065 | 0.16936105 0.20251532 0.20463381
Thioredoxinreduktase
3. Protein Protektion
unter Verwendung von | 0.20965028 | 0.11836105 0.15951533 0.14163381
Thioredoxinreduktase
4. Protein Protektion
unter Verwendung von | -0.5699591 | -0.42608919 | -0.57154580 -0.53190911
Thioredoxinreduktase
5. Protein Protektion 0.39301516 | 0.61866525 0.75061269 0.72616096
6. Desoxyribonukleotid
0.03318532 | 0.05307590 0.04582178 0.04680929
Produktion
7. Desoxyribonukleotid
0.03318532 | 0.05307590 0.04582178 0.04680929
Produktion
8. Desoxyribonukleotid
0.03318532 | 0.05307590 0.04582178 0.04680929
Produktion
9. Desoxyribonukleotid 0.03318532 | 0.05307590 0.04582178 0.04680929
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Produktion

10.

Ribose-1-Phosphat
Generation fur den
Purin und Pyrimidin

Metabolismus

0.04497088

-0.04123051

-0.13816488

-0.10998642

11.

Protein Protektion

0.45901932

0.23431783

0.39690837

0.30402417

12,

Protein Protektion

0.17696656

0.13583262

0.05602760

0.06694087

13.

Protein Protektion

-0.5892454

-0.48283488

-0.69458593

-0.65920972

14,

Protein Protektion
und Nukleotid

Konversion

0.16593386

0.13542123

0.09914423

0.10409823

15.

Protein Protektion

-0.2251839

-0.18719452

-0.14097233

0.01376369

16.

Protein Protektion

-0.1969440

-0.24807981

-0.11197774

-0.26017497

17.

Protektion gegen
ROS

0.14102805

0.14101792

0.14100725

0.14100726

18.

Entgiftung von
toxischen 2-

Oxoaldehyden

0.19293256

0.18626525

0.12723609

0.12719114

19.

Konversion von

Keto-Zuckern

0.1205442

0.07366536

0.06044316

0.09662861

20.

Generation von
Keto-Zuckern unter
Verwendung von
Glycerinaldehyd-3-
Phosphat hergestellt

aus Glukose

0.06576149

0.05367914

0.05501018

0.06988848

21.

Generation von
Keto-Zuckern unter
Verwendung von
Glycerinaldehyd-3-
Phosphat hergestellt
aus Glukose

0.09101076

0.07893620

0.07542533

0.10831132

22.

Ribose-1-Phosphat
Generation fir den
Purin und Pyrimidin

Metabolismus

0.0884959

0.12478180

0.10145000

0.12888646

23.

Unterer Teil der
Glykolyse zur
Generation von ATP

0.17043627

0.16919188

0.18058791

0.20428645

24.

Entgiftung
von 2-Oxoaldehyden

0.0

0.0

0.0

0.0

25.

Entgiftung
von 2-Oxoaldehyden
und Produktion von

Keto-Zuckern

0.0

0.0

0.0

0.0

26.

Keto-Zucker

0.14632814

0.12825075

0.10235881

0.11126199
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Transformation

27. Glutathion

Protektion

0.20473006 | 0.12809834 0.25787098 0.19353706

28. Protein Protektion
0.10261671 | 0.12135852 0.15449540 0.15667472
und Export von GSH

29. Protein Protektion
und Export von GSSG

0.10261671 | 0.12135852 0.15449540 0.15667472

30. Glutathion
Synthese

0.158995 0.13974968 0.12669244 0.12566706

Tabelle 8: Flux der konvexen Basis Moden unter Einfluss von Methylenblau
nach 9, 12 und 18 Stunden berechnet mit R.

Wie schon oben beschrieben ist fUr den Parasiten im Trophozoiten
Stadium die Bekampfung von oxidativem und nitrosativem Stress
essentiell. Man kann erkennen, dass Methylenblau nahezu alle an diesen
Prozessen beteiligen extremen Pathway Moden modifiziert.

Unter Einfluss von Methylenblau wird der berechnete Flux von Modus 27,
der der Glutathionprotektion dient, nach neun Stunden um 37%
reduziert. Nach 12 Stunden wird die Glutathionreduktase Expression
verstarkt und der daraus resultierende Flux desselben Modus wird mit
einem um 26% starkeren Flux fortgesetzt. Dies dient wahrscheinlich
zum Erreichen einer effektiveren Protektion gegen reaktive oxidative
Spezies. Nach 18 Stunden wird der Flux des Modus erneut runter

reguliert und nahert sich wieder seiner initialen Aktivitat an.

Der Flux der Moden zur Protein Protektion 12, 14 und 15 werden
konstant bis 12 nach Inkubation mit Methylenblau nach unten reguliert.
Moden 12 und 14 regenerieren minimal nach 18h, verbleiben jedoch
auch 18h nach Inkubation weit unter ihrem Ausgangsflux. Modus 15
wird konstant nach unten reguliert und weist 18 Stunden nach
Inkubation nur noch einen sehr minimalen Flux auf. Die Moden 3, 4 und
11, die ebenfalls der Protein Protektion dienen, werden maximal nach
neun Stunden nach unten reguliert, regenerieren jedoch nach 12 und 18
Stunden leicht mit abgeschwachtem Flux. Die Protein Protektion Moden

2, der von der Thioredoxinreduktase katalysiert wird, 5 und 28 steigern
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ihre Aktivitdt unter Einfluss von Methylenblau, was auf einen
Kompensationsmechanismus hindeuten koénnte. Moden 13 und 16
verlangsamen ihren Flux nach 9 bzw. 12 Stunden und setzten ihn nach
18 Stunden mit gesteigertem Ausgangsflux fort. Modus 18, der der
Entgiftung von 2-Oxoaldehyden dient, wird konstant nach unten

reguliert und agiert mit um 34% reduziertem Flux nach 18 Stunden.

Der Flux der Moden 20 und 21, die der Generation von Keto-Zuckern
unter Verwendung von Glycerinaldehyd-3-Phosphat dienen, wird
maximal nach 9 Stunden verlangsamt und regeneriert leicht Uber den
Ausgangsflux nach 18 Stunden. Die fur die Transformation der
Ketozucker verantwortlichen Moden 19 und 26 werden konstant nach

unten reguliert ohne zu regenerieren.

Die Ribose-1-Phosphat Generation fir den Purin und Pyrimidin
Metabolismus, Modus 22, wird konstant hoch reguliert, was ebenfalls auf

einen Kompensationsmechanismus schlieBen I3asst.

Modus 23, der untere Teil der Glykolyse zur ATP Generation, wird unter
Einfluss von Methylenblau primar nach 9 Stunden nach unten reguliert,
steigert jedoch konstant nach 12 und 18 Stunden den Flux mit einem

um 20% gesteigerten Ausgangsflux nach 18 Stunden.

Modus 30, die Glutathion Synthese, wird ebenfalls unter Einfluss von
Methylenblau konstant nach unten reguliert mit einem um 20%

reduzierten Flux nach 12 und 18 Stunden.

In der Abbildung 22 sind die Ergebnisse der konvexen Basis Analyse

unter Einfluss von Methylenblau nach neun Stunden dargestellt.

Unter Einfluss von Methylenblau wird die Expression der
Schlisselenzyme der Redoxprotektion nach unten reguliert und der
berechnete Flux der flr die Redoxprotektion relevanten extremen
Pathway Moden nimmt ab. Man kann schlussfolgern, dass die

Redoxprotektion der Parasiten stark eingeschrankt wird. Es st
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anzumerken, dass in den durchgeflihrten Experimenten und Analysen
subletale Konzentrationen zum Monitoring von darauf folgenden
Genexpressions Veranderungen verwendet wurden (was anders nicht
maoglich ware). Um eine optimale Wirkung von Methylenblau zu erhalten,
wlirde man hdéhere Konzentrationen (>20nM) und langere

Inkubationszeiten verwenden.
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Abbildung 22: Netzwerk-Graphik der extremen Pathway Analyse relativ zu
mRNA Expressionsdaten und zur experimentellen mRNA Expressionsdaten
unter Inkubation mir Methylenblau nach neun Stunden. Rote Kugeln stehen fiir
externe Metaboliten, blaue fiir interne Metabolite. Die Enzyme sind in den
hellbraunen Kdstchen benannt. Dickere Pfeile reprasentieren einen starkeren
Pathway Flux.

112



3. Ergebnisse

3.3 Umfrage in Burkina Faso

Allgemeines Ziel der Umfrage war es, sozialmedizinische Aspekte

(Teilnahmebereitschaft an einem E-Day-artigen Projekt, Kenntnisse,

Vertrauen in die moderne Medizin etc.) zu untersuchen, die

Grundvoraussetzungen fur die Durchfihrung jeglicher Malaria

Programme darstellen. Flr zuklnftige Malaria-Programme in Afrika ist es

notwendig, dass die Betroffenen die Bilrde der Malaria flr das

personliche, soziobkonomische und soziodemographische Umfeld
realisieren und bereit sind, im Kampf gegen die Malaria auch mit
westlichen Partnern zu kooperieren.

Im Einzelnen sind die Ziele der Umfrage Aussagen zu treffen Uber:
Kooperationsbereitschaft der Befragten an einem E-Day-artigen
Malaria-Eradikationsversuch. Im Speziellen soll ermittelt werden,
ob die Betroffenen bereit wadren, an einem Malaria
Eradikationsprogramm teilzunehmen und ob sie im Rahmen eines
solchen Projekts bereit waren, Medikamente ohne
Krankheitssymptome Uber einen langeren Zeitraum zu nehmen
und Nebenwirkungen zu tolerieren
Kenntnisse der Befragten Uber Malaria. Zur Durchflihrung von
EradikationsmaBnahmen und  selbstverstandlich auch  zur
Durchflihrung jeglicher PraventivmaBnahmen ist ein
Grundverstandnis der Transmission und der Pathologie der Malaria
notig. Hierbei soll ermittelt werden, ob eine direkte Korrelation
zwischen Kenntnissen zu Malaria und Schulbildung bzw. Alter und
Geschlecht in landlichem und urbanem Umfeld besteht.
die subjektive Betroffenheit durch Malaria, die persénlichen
Einschrankungen und deren Gesundheitsverhalten der Befragten
im Fall von Fieber bzw. Malaria.

Einstellung und Kontakt der Befragten zur modernen Medizin. Die

Kooperation mit der  westlichen Medizin  stellt eine
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Grundvoraussetzung flr die Kooperationsbereitschaft und somit
fur die Durchflhrbarkeit jeglicher Anti-Malaria MaBnahmen dar. Es
soll ferner das Vertrauen in die westliche Medizin mit dem
Vertrauen in die weit verbreitete traditionelle Medizin verglichen

werden

Insgesamt nahmen 319 Personen an der Befragung nach Einholen des
mundlichen Einverstandnisses teil. Hiervon waren 94 aus Bagala, 25 aus
Tonkoroni und 100 jeweils von Ouagadougou und Nouna. In der Analyse
wurden jeweils die beiden Stadte wund die beiden Dérfer

zusammengefasst.

Von den 94 Teilnehmern aus Bagala war das mittlere Alter 34,3 Jahre.
13 der Teilnehmer hatten die Grundschule (ecole primaire) beendet. 64
von ihnen waren nie in der Schule gewesen. Das Dorf Bagala liegt ca.
15km westlich der Stadt Nouna. Weitere Details zur Soziodemographie

der Befragten aus Bagala sind in Tabelle 9 dargestellt:

Soziodemografische Charakteristika der Befragten in Bagala
Anzahl der Befragten: 94

davon mannlich: 48

davon weiblich: 46

Alter der Befragten: Altersverteilung der Dorfbevdlkerung in 2005:
15-24 Jahre: 29 15-24 Jahre: 166

25-34 Jahre: 31 25-34 Jahre: 167

35-44 Jahre: 12 35-44 Jahre: 96

45-54 Jahre: 10 45-54 Jahre: 84

55-74 Jahre: 12 55-74 Jahre: 99

Mittleres Alter der Befragten: 34,28 Jahre

Standardabweichung: 14,55

Varianz: 211,78

Standardfehler des Mittelwerts: 1,5

Mittleres Alter der Dorfbevélkerung von 15-74 Jahren: 37,17 Jahre
Standardabweichung: 15,15

Varianz: 229,75

Standardfehler des Mittelwertes: 0,6
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Soziodemografische Charakteristika der Befragten in Bagala

t=-1,73, p-value=0,25

Schulbildung der Befragten:

Keine Schulbildung: 64

Grundschule (Ecole primaire)
CI: 1
Cp: 3
CE1l: 1
CE2: 3
CM1: 9
CM2: 13

Weiterfiihrende Schule (Etudes secondaires): 5

Abitur: 1

Mittlere Anzahl von Jahren an Schulbildung: 1,77 Jahre

Standardabweichung: 3,11

Beschaftigung der Befragten:

Hausfrauen: 43
Bauern: 36
Kleinhandler: 6
Schneider: 3
Sonstiges: 6

Region: landlich, ohne Elektrizitat und flieBendes Wasser.

Tabelle 9: Soziodemographische Daten zu Bagala. Die Grundschulausbildung
gliedert sich nach dem franzdsischen System in: 1. Jahr: ,Cours D'Initiation"
=CI; 2. Jahr: ,Cours Préparatoire“"= CP; 3. Jahr: ,Cours Elémentaire 1lére
année“=CE1; 4. Jahr:“Cours Elémentaire 2iéme année“= CE2; 5. Jahr: ,Cours

Moyens 1ére année“= CM1; 6. Jahr: ,,Cours Moyens 2iéme année“=CM2.

In Tonkoroni nahmen 25 Teilnehmer an der Befragung teil, was 14,7%
der Dorfbevoélkerung Uber 15 Jahren entspricht. Das mittlere Alter war
der Befragten war 38,9 Jahre. Die mittlere Schulbildung der Befragten
lag bei durchschnittlich nur 0,48 Jahren. 22 der Befragten waren nie zur
Schule gegangen. Tonkoroni ist etwa 7km westlich von Nouna gelegen.
Die Bevdlkerung lebt dort hauptsachlich, wie die Bevédlkerung in Bagala,
von subsistenzieller Landwirtschaft. Weitere Details sind in folgender

Tabelle dargestellt:

115



3. Ergebnisse

Soziodemographische Charakteristika der Befragten in Tonkoroni
Anzahl der Befragten: 25

davon mannlich: 13

davon weiblich: 12

Alter der Befragten: Altersverteilung der Dorfbevdlkerung in 2005:
15-24 Jahre: 7 15-24 Jahre: 57

25-34 Jahre: 4 25-34 Jahre: 34

35-44 Jahre: 4 35-44 Jahre: 24

45-54 Jahre: 6 45-54 Jahre: 27

55-74 Jahre: 4 55-74 Jahre: 23

Mittleres Alter der Befragten: 38,9 Jahre
Standardabweichung: 16,8

Varianz: 282,4

Standardfehler des Mittelwerts: 3,58
t=0,56

Mittleres Alter der Dorfbevélkerung von 15-74 Jahren: 36,88 Jahre
Standardabweichung: 16,35

Varianz: 267,27

Standardfehler des Mittelwertes: 1,26
t=-0,57, p-value=0,917

Schulbildung der Befragten:

Keine Schulbildung: 22

Grundschule (Ecole primaire)

CE1l: 1
CE2: 1
CM1: 1

Weiterfiihrende Schule (Etudes secondaires): keiner

Mittlere Anzahl von Jahren an Schulbildung: 0,48 Jahre
Standardabweichung: 1,36
Beschaftigung der Befragten:

Hausfrauen: 12
Bauern: 12
Sonstiges: 1

Region: landlich, ohne Elektrizitdt und flieBendes Wasser.

Tabelle 10: Soziodemographische Daten zu Tonkoroni. Die
Grundschulausbildung gliedert sich nach dem franzdosischen System wie in

Tabelle 9 beschrieben.

In den beiden Stadten Nouna und Ouagadougou wurden jeweils 100

Personen nach miindlichem Einverstandnis befragt. Hier wurden jeweils
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Freiwillige aus Vierteln mit verschiedenem sozio6konomischen
Hintergrund befragt. Die Interviewsprache war neben Franzésisch Moré,
Yula und weitere lokale Sprachen. Die Befragung wurde in Nouna mit
Karim Couliably als lokalem erfahrenen Ubersetzter durchgefiihrt. In
Ouagadougou wurde die Befragung zum Teil, bei franzdsischsprachigen
Teilnehmern, selbst durchgeflihrt und zum Teil mit Hilfe eines lokalen
erfahrenen Ubersetzers realisiert. Soziodemographische Details sind der

Tabelle 11 zu entnehmen.

Soziodemographische Charakteristika der Befragten in Nouna und Ouagadougou
Nouna Ouagadougou
Anzahl der Befragten:100 Anzahl der Befragten: 100
davon mannlich: 50 davon mannlich: 50
davon weiblich: 50 davon weiblich: 50
Alter der Befragten in Nouna: Alter der Befragten in Ouagadougou:
15-24 Jahre: 44 15-24 Jahre: 38
25-34 Jahre: 26 25-34 Jahre: 35
35-44 Jahre: 9 35-44 Jahre: 21
45-54 Jahre: 9 45-54 Jahre: 5
55-74 Jahre: 12 55-74 Jahre: 1
Mittleres Alter der Befragten: 30,84 Jahre Mittleres Alter der Befragten: 28,87 Jahre
Standardabweichung: 14,5 Standardabweichung: 9,45
Varianz: 210,44 Varianz: 89,39
Standardfehler des Mittelwerts: 1,45 Standardfehler des Mittelwertes: 0,945
Schulbildung der Befragten: Schulbildung der Befragten:
Keine Schulbildung: 46 Keine Schulbildung: 13
Grundschule (Ecole primaire) Grundschule (Ecole primaire)
CI: 0 CI: 1
CP: 3 CP: 5
CEl: 6 CE1l: 10
CE2: 3 CE2: 4
CM1: 6 CM1: 5
CM2: 8 CM2: 15
Weiterfihrende Schule (Etudes secondaires,|Weiterflihrende Schule (Etudes secondaires)
1.Zyklus): 18 1.Zyklus: 27
Weiterfihrende Schule (Etudes secondaires,|Weiterfihrende Schule (Etudes secondaires,
2.Zyklus): 10 2.Zyklus):20
Abitur: 3 Abitur: 18
Studium: keiner Studium:10
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Mittlere Anzahl von Jahren an Schulbildung:
3,84
Standardabweichung: 4,28

Mittlere Anzahl von Jahren an Schulbildung:
6,93
Standardabweichung: 4,90

Beschaftigung der Befragten:
Kleinhandler: 6

Hausfrauen: 37

Bauern: 18
Schiler/Studenten: 12
Beamte: 1

Frisre:4

Ingenieure: 1

Schneider: 3

Sonstige Berufe: 18

Beschaftigung der Befragten:
Kleinhandler: 15
Hausfrauen: 39

Bauern: 1
Schiler/Studenten: 20
Beamte: 2

FrisOre:4

Ingenieure: 5

Schneider: 2

Sonstige Berufe: 12

Region: Urban

Tabelle 11: Soziodemographische Daten zu Nouna und Ouagadougou. Die

Grundschulausbildung gliedert sich nach dem franzdésischen System wie in

Tabelle 9 beschrieben.

3.3.1

Kenntnisse der Befragten liber Malaria und deren

Korrelation mit verschiedenen Faktoren

Um den Kenntnisstand der Befragten Uber Malaria zu ermitteln, wurden

5 standardisierte Fragen zur Ubertagung, Symptomen und Schwere der

Erkrankung gestellt. 4 der Fragen waren offen, eine geschlossen.

Zur Analyse der Daten wurden folgende Kernfragen untersucht:

- Wie ist die Verteilung der Gesamtpunktzahl des Fragekomplexes

Kenntnisse zwischen Dorfern und Stadten?

- Gibt es einen signifikanten

Unterschied der Mittelwerte der

Gesamtpunktzahl zwischen Stadten und Ddérfern?

. Gibt es eine Korrelation zwischen Malaria-Kenntnissen und
Schulbildung bzw. Alter und Geschlecht?

3.3.1.1

Ergebnisse der Einzelfragen

Beziiglich der Ubertragung wurden die Teilnehmer nach dem Ausléser

der Erkrankung gefragt. Die Antwortmdglichkeiten wurden gruppiert in
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.fundierte Kenntnisse", ,vage Kenntnisse" und ,keine ausreichenden
Kenntnisse® zur Krankheits-Ubertragung. Die Klassifikation ,fundierte
Kenntnisse™ wurde vergeben, wenn die Teilnehmer Malaria als eine nur
durch Moskitos (alternativ zusatzlich Bluttransfusionen) Ubertragbare
Krankheit ansahen. ,Vage Kenntnisse" wurde vergeben, wenn die
Teilnehmer neben Moskitos auch andere Grinde, wie beispielsweise
Nahrungsmittel oder externe Klimafaktoren, als Ursache der Erkrankung
nannten. ,Keine ausreichenden Kenntnisse" wurde vergeben, wenn die
Teilnehmer die Krankheit nicht mit Moskitos in Zusammenhang bringen
konnten. In Abbildung 23 ist zu erkennen, dass in den Dérfern Bagala
und Tonkoroni eine groBe Mehrzahl der Befragten Uber unzureichende

Kenntnisse zur Transmission von Malaria verflgt.

Kenntnisse zur
Transmission/Pathogenese der
Malaria

100
80 -
60 - M Bagala
40 I B Tonkoroni
20 -
0 i : i Nouna
Keine Vage Fundierte B Ouagadougou
suffizienten Kenntnisse Kenntnisse
Kenntnisse

Abbildung 23: Kenntnisse der Befragten der Dorfern Bagala und Tonkoroni sowie der
Stadte Nouna und Ouagadougou zu Transmission/Pathogenese der Malaria in
Prozentpunkten.

In Bagala verfigten 82% und in Tonkoroni 92% der Befragten Uber
insuffiziente Kenntnisse zur Ubertragung. Als Grund fiir Malaria-

Transmission wurden am haufigsten frische Friichte oder frisches
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Gemise, insbesondere Mais, bdse Geister und die Sonne aufgefihrt. In
den Stadten war das Wissen zur Transmission der Malaria generell
besser, jedoch verfligten auch in Nouna 26% und in Ouagadougou 12%
Uber unzureichende Kenntnisse. Es fiel auf, dass in den Stadten eher ein
Halbwissen zur Transmission von Malaria vorhanden ist. Viele konnten
zwar Moskitos als Ubertrdger der Malaria nennen, glaubten aber
gleichzeitig an oben aufgeflihrte Ursachen flr Malaria.

Bei der Frage nach der direkten Ubertragung der Malaria von Mensch zu
Mensch wussten 74 Personen in Bagala (78,7%), 20 Personen in
Tonkoroni (80 %), 70 in Nouna und 83 in Ouagadougou, dass Malaria
nicht direkt von Mensch zu Mensch Ubertragen werden kann. Hier waren
also insgesamt relativ gute Kenntnisse vorhandenen.

Bezlglich der subjektiven Einschatzung der Malaria, wurde nach der
Einstufung der Malaria als schwere, gemaBigte oder ungefahrliche

Krankheit gefragt. Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle dargestellt.

Einschdtzung von | Bagala Tonkoroni |Nouna Ouagadougou
Malaria als: n=94 n=25 n=100 n=100
Schwere, gefahrliche|56 (60%) 11 (44%) 74 (74%) 91 (91%)
Krankheit

Krankheit nicht ohne |38 (40) 14 (56%) 24 (14%) 5 (5%)

Risiken aber dennoch
in der Regel nicht
harmlos

Harmlose, 0 0 1 (1%) 4 (4%)
ungefahrliche
Krankheit

Tabelle 12: Einschatzung der Befragten von Malaria als schwere, gemaBigte oder
harmlose Krankheit.

Es fallt auf, dass Befragte in den Dérfern Malaria als weniger bedrohlich
im Vergleich zu Befragten in Stadten einschatzen. Fast keiner der
Befragten sieht Malaria als harmlos an. In Tonkoroni stufen die meisten

Befragten Malaria als maBig gefahrliche Krankheit ein.
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Am starksten gefahrdet sahen sowohl die Befragten in den Doérfern, als
auch in den Stadten, Kinder an. Die meisten Befragten raumten ein,
selbst oder in der weitlaufigeren Familie, schon ein Kind an Malaria
verloren zu haben. Als am zweitstarksten gefahrdet wurden Schwangere

bzw. in Tonkoroni alte Menschen angesehen (Abbildung 24).

Einschatzungder am starksten
betroffenen Personen von Malaria
100
80 -
60 -
40 - M Bagala
20 - B Tonkoroni
0 - . Nouna
< < < <
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Abbildung 24: Gezeigt wird der prozentuale Anteil der, nach Einschditzung der

Befragten, am starksten von Malaria gefdhrdeten Personen.

Die Abbildung 25 zeigt, dass Befragte aus den Ddrfern und aus Nouna,
Kopfschmerzen als haufigstes Symptom der Malaria nannten. Fieber
wurde von ca. 60% der Befragten aus Dérfern und Stadten genannt.
Wertet man jedoch, wie auch in der weiteren Auswertung, Schuttelfrost
als ein Fiebersymptom, sind Fiebersymptome insgesamt die meinst
genannten Symptome. Ausfallig ist auch, dass in Nouna, Bagala und
Ouagadougou gastrointestinale Symptome in Uber 40% genannt

wurden.
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Einschatzungder Symptome der

Malaria
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Abbildung 25: Einschdtzung der Malaria Symptome. Dargestellt ist die Anzahl der

genannten Symptomen in Prozentpunkten.

3.3.1.2 Verteilung der Gesamtpunktzahl und Analyse der
Unterschiede der Mittelwerten zwischen Dorfern und
Stadten

Um die Kenntnisse der Betroffenen zu analysieren, wurde den einzelnen
Fragen eine Punktzahl zugewiesen. Aus den normierten Werten jeder
Einzelfrage, die gleichwertig eingingen, wurde ein Summenwert gebildet.
Um den Abstand der einzelnen Befragten vom Mittelwert der gesamten
Befragten zu erhalten wurde ein z-Score berechnet. Zur Analyse der
Kenntnisse zu Malaria wurde die Verteilung, der Mittelwert und die
Standardabweichung der Gesamtpunktzahl der Befragten aus urbanen
und landlichen Gebieten berechnet. Die Resultate sind in folgender
Tabelle und Abbildung dargestellt.

Minimum Maximum Mittelwert Standardabweichung
Summenwert der Befragten|3 16 10,39 2,79
der Stadte n=200
Summenwert der Befragten|6 15 9,99 1,91
der Dorfer n=119

Tabelle 13: Minimum, Maximum, Mittelwert und Standardabweichung der
Gesamtpunktzahl.
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Abbildung 26: Haufigkeitsverteilung der Gesamtpunktzahl zu Kenntnissen iiber

Malaria in den Stadten Nouna und Ouagadougou.

Man erkennt hier eine anndhernde Normalverteilung der
Gesamtpunktzahl. Der Mittelwert der Gesamtpunktzahl zu den
abgefragten Kenntnissen liegt in den Dérfern geringfligig niedriger als in
beiden Stadten.

Histogram

407 Mean =9,99
Std. Dewv. =1 911
N=119

307

Frequency
1

107

—1 _I—J

T T
s 7.5 10 12,5 15

Score_Gesamt

Abbildung 27: Haufigkeitsverteilung der Gesamtpunktzahl zu Kenntnissen iiber

Malaria in den Dorfern Bagala und Tonkoroni.
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In Abbildung 27 st keine eindeutige Normalverteilung der
Gesamtpunktzahl zu erkennen. Mittels des Mann-Whitney-U-Test und
Wilcoxon-Test wurde untersucht, ob sich die Mittelwerte der
Gesamtpunktzahl der Ddérfer nicht signifikant von denen der Stadte

unterscheiden. Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle dargestellt:

Gesamtpunktzahl
Mann-Whitney-U 10258,5
Wilcoxon W 17398,5
z -2,076
Aymptotisches Alpha (2-seitig) 0,038

Tabelle 14: Ergebnisse von Mann-Whitney-U- und Wilcoxon Test.

Bei einem Signifikanzniveau von 0,05 und a =0,038 ist von einem
signifikanten Unterschied des Mittelwerts der Gesamtpunktzahl zwischen

Stadten und Doérfern auszugehen.

3.3.1.3 Korrelation der Kenntnisse iiber Malaria mit Faktoren

wie Schulbildung und Alter

Um einen Zusammenhang zwischen den Merkmalen Malaria Kenntnissen
und Schulbildung bzw. Alter zu untersuchen wurde eine bivariate
Korrelationsanalyse durchgefihrt. Hierbei wurde die Korrelation
zwischen Schulbildung in Jahren und dem Z-Score der Gesamtpunktzahl
berechnet. Bei nicht ganz eindeutiger Normalverteilung der
Gesamtpunktzahl des Themenkomplexes Kenntnisse wurde eine
Korrelationsanalyse nach Pearson (Normalverteilung) und Spearman
durchgefuhrt. Beide ergaben nahezu identische Ergebnisse. Es konnte
eine mittlere Korrelation zwischen Schulbildung und Malaria-Kenntnissen
festgestellt werden. Exemplarisch sind die Ergebnisse der
Korrelationsanalyse nach Spearman der Doérfer und Stadte in den
Tabellen 15 und 16 dargestellt:
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Ouagadougou und Schulbildung in Jahren | Z-Score
Nouna (Gesamtpunk-
zahl)

Schulbildung (in | Korrelation nach 1 0,313
Jahren) Spearman

Alpha (2-seitig) 0,000

N 200 200
Z-Score Korrelation nach 0,313 1
(Gesamtpunkt- Spearman
zahl) Alpha (2-seitig) 0,000

N 200 200

Tabelle 15: Spearman Korrelation von Schulbildung und Malaria Kenntnissen in den

Stadten Nouna und Ouagadougou.

Tonkoroni und Schulbildung in Jahren |Z-Score
Bagala (Gesamtpunk-
zahl)

Schulbildung (in | Korrelation nach|1 0,211
Jahren) Spearman

Alpha (2-seitig) 0,021

N 119 119
Z-Score Korrelation nach|0,211 1
(Gesamtpunkt- Spearman
zahl) Alpha (2-seitig) 0,021

N 119 119

Tabelle 16: Spearman Korrelation von Schulbildung und Malaria Kenntnissen in den

Dorfern Bagala und Tonkoroni.

Eine Spearman Korrelation von 0,313 der Befragten der Stadte und
0,211 der Doérfer deutet bei einem Signifikanzniveau von 0,05 auf eine
mittelstarke Korrelation beider Faktoren hin. Befragte mit mehr
Schulbildung weisen also auch bessere Malaria Kenntnisse auf.

Auch die Regressionsanalyse zeigt eine positive Korrelation zwischen
Malaria-Kenntnisse und Schulbildung (siehe Abbildungen und Tabellen im
Anhang).

Zwischen Alter und Kenntnissen konnte eine sehr schwach positive
Korrelation ermittelt werden (siehe Abbildungen und Tabellen im

Anhang). Die Ergebnisse sind in folgenden Tabellen dargestellt:
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Ouagadougou und Alter in Jahren Z-Score
Nouna (Gesamtpunk-
zahl)
Alter (in Jahren ) |Korrelation nach 1 0,081
Spearman
Alpha (2-seitig) 0,254
N 200 200
Z-Score Korrelation nach 0,081 1
(Gesamtpunkt- Spearmen
zahl) Alpha (2-seitig) 0,254
N 200 200

Tabelle 17: Spearman Korrelation von Schulbildung und Malaria Kenntnissen in

den Stddten Nouna und Ouagadougou.

Tonkoroni und Alter in Jahren Z-Score
Bagala (Gesamtpunk-
zahl)
Alter (in Jahren ) |Korrelation nach 1 0,073
Spearman
Alpha (2-seitig) 0,430
N 119 119
Z-Score Korrelation nach 0,073 1
(Gesamtpunkt- Spearman
zahl) Alpha (2-seitig) 0,430
N 119 119

Tabelle 18: Spearman Korrelation von Alter und Malaria Kenntnissen in den Dorfer

Bagala und Tonkoroni.

Die Spearman Werte 0,081 und 0,073 sind nahe am Signikantsniveau

0,05 und sprechen daher flr wenig Zusammenhang.

3.3.2 Betroffenheit und Gesundheitsverhalten im Fieberfall

Die groBe Betroffenheit der Befragten, dargestellt in Abbildung 28,
veranlasst einen GrofBteil der Befragten nach Therapien zu verlangen.
Mehr als 80% alle
vorangegangenen Jahr subjektiv an Fieber-Episoden, die sie mit Malaria

Befragten litten mindestens einmal im
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verbanden. Mehr als die Halfte aller Befragten erlitten sogar mehr als

zwei Fieber-Episoden.

Frequenz der Fieber-Episoden der Befragtenim
letzten Jahr

B Tonkoroni

B Bagala

Nouna

B Ouagadougou

Nie Einmal Zweimal Dreimal Mehrals
dreimal

Abbildung 28: Frequenz der Fieber-Episoden im vorangegangenen Jahr in

Prozentpunkten.

Die subjektive Belastung durch die Erkrankung wurde wiederholt zum
Ausdruck gebracht. Die Wichtigkeit einer verfugbaren Therapie wurde
wahrend der Interviews immer wieder stark von den Befragten betont.
Wie in Abbildung 29 gezeigt, halten Uber 70% der Befragten eine
verfligbare Therapie flr sehr wichtig; die restlichen Befragten sahen sie
als wichtig an. Immer wieder wurde in persdnlichen Gesprachen
hervorgehoben, dass meist aus finanziellen Grinden kein Zugang zur
adaquater Behandlung bestiinde. Man leide nicht nur unter den direkten
Kosten durch die Krankheit, sondern auch unter den indirekten Folgen
von Malaria durch regelmaBigen Arbeitsausfalle, die die Haushalte und

somit die gesamte Familie belasten wiirden.
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Wichtigkeit einer verfliigbaren Therapie gegen
Malaria

M Bagala

B Tonkoroni

™ Nouna

=

B Ouagadougou

Abbildung 29: Wichtigkeit einer verfiigbaren Malaria Therapie (dargestellt in
Prozentpunkten).

Besonders in der landlichen Region ist der Zugang zu
Gesundheitseinrichtung verschiedenen Grinden erschwert. Deutlich
weniger als 30% der Befragten in den Dorfern konsultierten eine

Gesundheitseinrichtung im Fall von Fieber(Abbildung 30).

Konsultation von Gesundheitseinrichtungen bei
den letzten Fieberepisoden

B Konsultiert

B Nicht konsultiert

o
Q?Ib $°° 600%
@
¥

Abbildung 30: Prozentualer Anteil der Befragten, die bei Fieberepisoden primair eine
Gesundheitseinrichtung konsultieren.
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Die meisten Befragen raumten ein, primar mit traditionellen
Heilmethoden die Krankheit zu behandeln und erst bei sehr schwerer
Krankheit eine Gesundheitseinrichtung zu konsultieren. Als Hauptgrund
hierfir wurden mangelnde finanzielle Mittel und zu lange Wege zu den
nachstgelegenen Gesundheitseinrichtungen aufgefiihrt. In den Stadten
konsultiert generell ein héherer prozentualer Anteil der Befragten primar
bei Fieber ein Gesundheitszentrum. Auch hier rdumten jedoch Uber die

Halfte der Befragten ein, im Fieberfall nicht zu konsultieren.

3.3.3 Teilnahmebereitschaft der Befragten an einem E-Day-

artigen Projekt

Die Befragten duBerten sich insgesamt positiv zu einer Teilnahme an
einem E-Day-artigen zuklnftigen Malaria-Projekt. Wie in Abbildung 31
gezeigt wird, sind nahezu alle Befragten bereit an einem solchen Projekt

teilzunehmen.

Bereitschaft zur Teilnahme an einem E-Day
artigen Projekt
100
80 -
60 -
40 - H Bereit
20 - B Nicht bereit
0 T T T T
Q NG 2> *
\&oko Q;b%?b eo\)o oooo
&Oo Qébb
>
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Abbildung 31: Bereitschaft der Befragten zur Teilnahme an einem E-Day-artigen

Projekt (dargestellt in Prozentpunkten).
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Weit Uber 79% der Befragten waren, in den landlichen Regionen, zur
Einnahme eines Anti-Malaria-Medikaments (bei fehlenden
Krankheitssymptomen) Uber einen Zeitraum von 10 Wochen im Rahmen
eines E-Day-artigen Projekt bereit. In den urbanen Regionen war die
Teilnahmebereitschaft geringfligig niedriger. Hier waren jedoch auch
immer noch 75% in Ouagadougou und 76% der Befragten in Nouna
bereit Medikamente Uber einen derartigen Zeitraum einzunehmen
(Abbildung 31). Die Hauptgrinde fur mangelnde Bereitschaft waren die
persdnliche Einschatzung keine Medikamente (ber einen langen
Zeitraum einnehmen zu koénnen, Angst vor Nebenwirkungen und der

eigenen Vergesslichkeit.

Bereitschaft zur Einnahme von Malaria-
Medikamenten fir 10 Wochen ohne Malaria-
Symptome
100 ~
80 -
60 -
40 - B Bereit
20 -
0 H Nicht bereit
Q g ® >
\boko Q)/boéb $OOQ O\)Qoo
Q >
<0 &L
O\)

Abbildung 32: Bereitschaft zur Einnahme von Malaria-Medikamenten fiir 10 Wochen

ohne Malaria-Symptome (dargestellt in Prozentpunkten).
In Abbildung 33 sind die Nebenwirkungen gezeigt, die die Befragten
bereit waren zu tolerieren. Sowohl in den Stadten als auch in den
Doérfern waren die meisten Befragten bereit, blauen Urin als
Nebenwirkung zu tolerieren. Bis zu 50% der Befragten waren ferner

bereit, Ubelkeit zu tolerieren. In Nouna zeigte sich insgesamt eine
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niedrigere Toleranzbereitschaft von Nebenwirkungen. 33% schlossen
eine Toleranz von Nebenwirkungen aus. Dies kénnte von haufig

durchgefiuhrten klinischen Studien in Nouna mit verursacht sein.

Bereitschaft zur Toleranz von Nebenwirkungen

e

B Tonkoroni

M Bagala

Nouna

B Quagadougou

Abbildung 33: Bereitschaft zur Toleranz von Nebenwirkungen (dargestellt in
Prozentpunkten).

3.3.4 Einstellung der Befragten zur modernen/westlichen

Medizin im Vergleich zur traditionellen Medizin.

Insgesamt waren die Befragten der modernen Medizin gegenliber sehr
aufgeschlossen. Uber 95% der Befragten beider Dérfern und Stadten
waren davon Uberzeugt, dass die moderne/westliche Medizin im Stande
ist, Malaria effektiv zu heilen. Wie in Abbildung 34 und 35 dargestellt,
schatzt die Mehrzahl der Befragten die moderne Medizin als wirksam
ein. Auch die traditionelle Medizin betrachtet man als effektiv. Generell
stuft man sie jedoch als deutlich weniger effektiv im Vergleich zur
modernen Medizin ein. Die traditionelle Medizin wird neben spirituellen
Grinden meist als einzige Alternative konsultiert. In den Interviews

wurde immer wieder eingeraumt, dass die traditionelle Medizin zwar bei
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bestimmten Krankheiten weniger wirksam sei, jedoch bei anderen
Krankheiten als einzige ein Heilung zu bringen vermag. Vor allem die
Dorfbevélkerung glaubte, dass viele Krankheiten mit bdsen Geistern

assoziiert seien und nur durch die traditionelle Medizin zu behandeln sei.

Vertrauen in die Wirksamkeit der modernen
Medizin

M Tonkoroni

M Bagala

M Nouna

B Ouagadougou

Abbildung 34: Vertrauen in die Wirksamkeit der modernen Medizin (dargestelit in

Prozentpunkten).

Vertrauen in die Wirksamkeit der traditionellen
Medizin

B Tonkoroni

M Bagala

™ Nouna

B OQuagadougou

Abbildung 35: Vertrauen der Befragten in die traditionelle Medizin (dargestelit in

Prozentpunkten).
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4. Diskussion

4.1 Notwendigkeit neuer pharmazeutischer Strategien

Die Malaria-Situation in Burkina Faso ist weiterhin alarmierend. Malaria,
am haufigsten verursacht durch P. falciparum, stellt hier als haufigster
Grund fur Todesfalle und Konsultationen das gréBte Gesundheitsproblem
dar (Daten aus 2005) [6]. Hauptbetroffene der Krankheit sind
Schwangere, Kinder unter 5 Jahren und alte Menschen. In Burkina Faso,
einem der armsten Lander der Welt, muissen 54% der
Gesundheitskosten direkt von der Bevdlkerung getragen werden, was
eine hohe Belastung flir die einzelne Haushalte darstellt [189]. Im
Nouna Gesundheitsbezirk, im Nordwesten von Burkina Faso gelegen, wo
Malaria endemisch mit saisonaler Haufung der Erkrankung von Juni bis
Oktober auftritt, erleiden Kinder unter finf Jahren mindestens sechs
Fieber- und zwei Malaria-Episoden pro Jahr [190]. Malaria ist hier der
haufigste Grund kindlicher Todesfélle bei einer Kindersterblichkeitsrate
von 35/1000 pro Jahr in diesem Gebiet [191]. Seit Dekaden versucht
man in Burkina Faso der Malaria Herr zu werden. Nach Scheitern
verschiedener Eradikations- und Kontrollprogramme mit DDT und
Massen-Chemoprophylaxe seit den Vierzigern, versucht man seit 1992
vertikal, mit regelmdaBig aktualisierten nationalen Aktionspldanen,
angelehnt an die WHO Politik, die Krankheit zu kontrollieren [6]. Die
aktuellen Strategien zur Bekampfung der Malaria sind: Verbesserung
einer prompten und effektiven Behandlung; Starkung der
PraventivmaBnahmen durch Applikation von Chemoprophylaxe bei
Schwangeren, Verbreitung von Insektizid-behandelten Moskitonetzen,
Vektoreindammung, Abwassersanierung; Verbesserung des
Kommunikations-, Monitoring- und Evaluierungssystems, Starkung der
Forschungsaktivitaten, Epidemiepravention und Ausbau der

intersektoriellen nationalen und internationalen Partnerschaften und
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Finanzierungsquellen [6]. In der Realitat gestaltet sich die Umsetzung
dieser Ansatze weiterhin sehr schwierig [32]. Nach WHO Schatzungen
besaBen 2008 in Burkina Faso nur 18% der Haushalte ein Moskitonetz
[30] und Resistenzen gegen gangige Malaria Medikamente breiten sich
weiterhin aus. Besonders die schnelle Ausbreitung der
Chloroquinresistenz, einem fir Dekaden sichern und erschwinglichen
Medikament, gilt als katastrophale Entwicklung fur die o&ffentliche
Gesundheit in Afrika sddlich der Sahara [192]. In 1990 lag die
Chloroquinresistenzrate in Burkina Faso bei 5% [193], in 2003 schon bei
63% [6]. Es erfolgte, gemaB den WHO-Empfehlungen, eine Umstellung
der national empfohlenen Erstlinientherapie von Chloroquin auf
Artemisinin basierte Kombinationen in 2005 [6]. Plasmodien sind
offenbar Apikomplexa die durch Artemisinine besonders gut angegriffen
werden koénnen. Neu aufgetreten Resistenzen in West Kambodscha
drohen jetzt jedoch die Wirksamkeit des bisher einzigen resistenzfreien
Medikaments zu beeintrachtigen [35]. Nichtsdestotrotz stellt Artemisinin
aktuell weiterhin die wirksamste pharmakologische Behandlungsoption
gegen P. falciparum Malaria dar. 2009 hatten deshalb 77 von 81 Malaria
endemischen Landern Artemisinin basierte Kombinationstherapien,
gemaB den WHO Empfehlungen, als Erstlinientherapie in ihre nationalen
Behandlungsplan aufgenommen [30]. Ihre Anwendung mindert rasch
eine bestehende Anamie und verringert die indirekte Infektidsitat der
Patienten durch schnelles Senken der Gametozytenzahlen [194], [195].
Die zellulare Zielstruktur und der genaue Wirkmechanismus von
Artemisinin sind bisher nicht vollstdandig aufgeklart. Das Verstandnis des
Wirkmechanismus ist jedoch von groBer Wichtigkeit im Anbetracht der
drohenden aufkommenden Artemisinin-Resistenzen. Eine Aufklarung des
genauen Wirkmechanismus kann generell dazu beitragen Resistenzen
mit molekularen Techniken zu monitoren, und zum anderen, ein Derivat

zu entwickeln, welches die Resistenz auslosenden Effekte der Mutation
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im Zielprotein umgeht [128]. Generell sind fir Artemisinine am ehesten
zwei  Resistenz  Mechanismen denkbar: Mutation des Multi-
Medikamentenrezeptors (und damit in der Regel gesteigerter
Medikamenten Efflux aus dem Parasiten) und (Punkt-)Mutationen im
Zielprotein [128]. Viele Studien weisen auf den sakroendoplasmatischen
Calciumtransporter SERCA, eine P-Typ-ATPase, als die einzige
Zielstruktur von Artemisinin hin und bisher konnte keine andere Theorie
so gut untermauert werden, auch wenn die Studien diesbeziiglich noch
lange nicht abgeschlossen sind [128], [129] [132]. SERCA Transporter
sind generell weit verbreitet und kommen in bakteriellen und
eukaryotischen Plasmamembranen vor. Menschen verfigen auch Uber
SERCA Transporter, die sich allerdings wesentlich von Plasmodien
SERCA-Transporter unterscheiden. Muskoskelettale SERCAla von
Saugetieren konnte auch in hohen Konzentrationen nicht durch
Artemisinin beeintrachtigt werden [132]. Uhlemann et al. konnten
zeigen, dass einzelne Aninosauremutationen im SERCA Transporter im
Stande sind, die Wirkung von Artemisinin aufzuheben. Feldstudien in
Franzésisch Guayana konnten diese Annahme bestatigen. Hier zeigten
Isolate mit erhoéhter mittleren inhibitorischen Konzentrationen eine
Substitution von S769N in PFATP6 [196]. Unsere bioinformatische
Domadnenanalyse konnte gleiche funktionelle Domanen in den
unterschiedlichen Plasmodienspezies nachweisen. P. ovale und P.
malariae wurde in diese Analysen allerdings nicht eingeschlossen, da
keine ausreichende Genomdaten zu ihnen vorliegen. Bei guter
Wirksamkeit von Artemisinin auch auf P. ovale und P. malariae, lasst
dies eine (gleiche Zielstruktur vermuten [197]. Ein von mir
durchgefuhrter iterativer Sequenzvergleich der Artemisinin bindenden
Domane in verschiedenen Datenbanken, bestatigt die bisherigen
Arbeiten, die SERCA als einzige Zielstruktur identifizieren. Die

Artemisinin bindende E1-E2-Domane konnte nur in ATPasen identifiziert
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werden. Ahnliche Domé&nen zeigten sich auch in SERCA ATPasen von
Toxoplasmen, was eine Wirkung von Artemisinin auf Toxoplasmen
vermuten lasst, die interessanterweise auch in vitro und vivo
nachzuweisen ist [142]. SERCA als alleiniges Zielprotein bedeutet
folglich eine groBe Gefahr von Resistenzentwicklungen bei Mutation
dieser einzigen Zielstruktur. Docking Analysen von Jung et al. (2005)
ergaben, dass die Hauptbindung von Artemisininen an SERCA uber
hydrophobe Wechselwirkungen der Seitenketten der c12B-Position mit
hydrophoben Resten wie Leucin263, Isoleucin272 und Phenylalanin273
erfolgt [143]. In meiner Homologiemodellierung konnte gezeigt werden,
dass eine Punktmutation reicht, um Strukturen zu andern und dass
diese relevanten Aminoséduren genau am Ubergang zwischen Membran
und zytoplasmatischer Struktur lokalisiert sind. Dies bedeutet, dass eine
Punktmutation relativ spontan auftreten kann und damit ein Faktor flr
schnelle Resistenzentwicklung vorliegt. Dagegen ist die Mutation eines
funktionell  wichtigen Restes flr die Calciumbindung eher
unwahrscheinlich (negative Selektion). Die Uberlagerung beider
Faktoren macht es besonders wahrscheinlich, dass die wenigen
zulassigen Mutationen, die sowohl Resistenz gegen Artemisinin als auch
funktionelle Calciumbindungen betreffen, genau am Domanenlibergang
zu finden sind. Dies konnte sowohl in unserem Modell als auch bei
experimentell aufgefundenen Mutationen gezeigt werden [140].
Theoretisch sind natlrlich auch andere Resistenzmechanismen denkbar.
Beispielsweise scheinen die neu aufgetretenen Resistenzen in West
Kambodscha nicht mit PfATPase oder dem Multi-Medikament Resistenz
Gen (PfMDR) assoziiert zu sein [35]. Hier sind weitere Studien zur
genauen Aufklarung des Resistenzmechanismus noétig. Zusatzlich
besteht die Gefahr, dass die kurze Halbwertszeit von Artemisinin sowie
die moglich non-Compliance bei einer nétigen Medikamenteneinnahme

von 7 Tagen zur kompletten Parasiten Clearance, eine weitere
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Entstehung von Resistenzen férdert. Trotz gegenteiliger Empfehlung der
WHO werden immer noch Monotherapien verwendet, worunter es in bis
zu mehr als einem Viertel der Falle zu einem Wiederausbrechen der
Erkrankung kommt und die zur Entstehung zuklnftiger Resistenzen
beitragen [198]. Im Anbetracht drohender Resistenzen bei immer
starkerem Gebrauch von Artemisinin, werden effektive neue
medikamentdse Strategien dringend bendtigt [32]. Das Ausbreiten einer
Artemisinin Resistenz ware katastrophal, da derzeit keine alternativen
medikamentdsen Strategien zu Verfligung stehen und kein zugelassener
Kombinationspartner frei von Resistenzen ist. Das zur Behandlung von
Methamoglobinamien zugelassene Medikament Methylenblau hat
nachgewiesene Anit-Malaria Eigenschaften, ist nach bisherigen
Erkenntnissen resistenzfrei und kdnnte somit einen geeigneten
Kombinationspartner flr Artemisinin darstellen. Es konnte gezeigt
werden, dass Methylenblau und Artemisinin in in vitro Tests
synergistisch  wirken. Durch die unterschiedlichen Zielproteine,
theoretisch Uberall dort, wo der Farbstoff hin zu diffundieren vermag,
wird diese Kombination hdchstwahrscheinlich in der Lage sein,
aufkommende Resistenzen (auch bei mutiertem Multi drug Rezeptor) zu
verhindern [79].

4.2 Einsatz von Methylenblau als vielversprechendes Anti-

Malaria Medikament

Als eines der altesten synthetischen Medikamente gegen Malaria, wurde
Methylenblau bereits vor 100 Jahren sogar bei Kindern zur Behandlung
von Malaria verwendet [199], [147], [200]. Mit dem Erscheinen von
anderen Medikamenten, beispielsweise Chloroquin, geriet Methylenblau
als alternatives Malaria-Medikament in Vergessenheit. Die schizontozide
Aktivitat von Methylenblau scheint auch gegen Chloroquin sensitive und

resistente P. falciparum in niedrigen Konzentrationen zu wirken, was
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sein hohes Potential gegen Schizonten von P. falciparum widerspiegelt.
Methylenblau verhindert die Polymerisation von Ham in Hamazoin,
ahnlich wie 4-Amino-Chinolon-Malaria-Medikamente und beeinflusst das
Wachstum des Parasiten durch Inhibition des (Met-) Hadmoglobinabbaus
[73], [57]. Es schitzt ferner vor der Bildung von Methamoglobin, einer
schwerwiegenden Komplikation der Malaria Andmie [201]. Methylenblau
wirkt an multiplen Zielproteinen, wobei zwei von ihnen, Methdmoglobin
und B-Hamatin, nicht vom Genom des Parasiten kontrollierbar sind.
Hierdurch werden Resistenzentwicklungen unwahrscheinlich [44].
Methylenblau agiert als ein prooxidatives Agens und inhibiert selektiv
nicht-kompetitiv die Glutathion Reduktase [66], [72], [73]. Klinische
Studien haben bereits die Kombination von Methylenblau mit Chloroquin
an Kinder zwischen 6 und 59 Monaten untersucht. Die Studie konnte
zwar indirekt die Effektivitat von Methylenblau zur Behandlung der
unkomplizierten Malaria nachweisen, die Kombinationstherapie zeigte
sich jedoch in den meisten Fallen als unzureichend effektiv. Der
wahrscheinlichste Grund hierfir sind hohen Resistenzraten gegen
Chloroquin in dem Studiengebiet [78]. In vitro Versuche konnten ferner
eine antagonisierende Wirkung von Methylenblau und Chloroquin
nachweisen, so dass Chloroquin nicht der ideale Kombinationspartner flr
Methylenblau Zu sein scheint [79]. Eine ideale
Medikamentenkombination sollte generell folgende Eigenschaften
aufweisen: unterschiedliche Zielstrukturen, keine
Medikamenteninteraktionen, gute Vertraglichkeit, wenig
Nebenwirkungen, kurze Behandlungsdauer, Wirkung gegen asexuelle
Stadien, Partner mit langer Halbwertszeit, breites Wirkspektrum (auch
gegen Gametozyten) und niedriger Preis [198]. In dieser Arbeit wird
nicht detailliert auf die exakte Wahl des optimalen Kombinationspartners
eingegangen, sondern es wird vielmehr die Rolle von Methylenblau als

effektives Malariamedikament bzw. Kombinationspartner gezeigt und
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dessen Wirkweise auch erstmalig bioinformatisch untersucht. Geeignete
Kombinationspartner sind aktuell Gegenstand intensiver Forschung und
ich verweise hierzu auf die Arbeiten von Schirmer et al., Akrochere et
al., Meissner et al., Coulibaly et al., Zoungrana et al., Becker et al.,,

Bozdech et al., Ginsburg et al. u.a..

4.3 Multi-Hit Aspekt und antibiotischer Synergie Effekt von
Methylenblau.

Wir kénnen in unseren bioinformatischen Analysen zusatzliche Daten fir
die effektive Wirksamkeit von Methylenblau auf das Redoxnetzwerk
liefern und modellieren, welche zentrale Redoxstoffwechselwege durch
Methylenblau beeintrachtigt werden. Verschiedenen Stoffwechselwege
werden durch Methylenblau attackiert, was wir sowohl theoretisch,
mittels extremer Pathway-Analyse, als auch praktisch mit Hilfe unserer
kollaborierenden Gruppe unter Leitung von Katja Becker nachweisen
konnten. Ihre Gruppe konnte mittels Real-time PCR den Einfluss von
Methylenblau auf die mRNA Expression verschiedener Schlisselenzyme
ermitteln. Hierbei konnte eine Verminderung der Expression der meisten
Schlisselenzyme gezeigt werden. Die multiplen Effekte von
Methylenblau auf das Redoxstoffwechselnetzwerk unterstitzen den
Multi-Hit-Aspekt von Methylenblau und starken erste Hinweise auf ein
gutes Kombinationspotential mit anderen Standard-Malaria
Medikamenten wie Artemisinin  (BlueArte) oder Amodiaquin
(BlueDIAQIN) [202] .

Im Throphozoitenstadium, wo der Parasit mit der intensiven Verdauung
des Wirtshamoglobins beginnt, ist der Parasit massivem oxidativen und
nitrosativen Stress ausgesetzt und auf ein effektives antioxidatives
Verteidigungssystem angewiesen [57], [157]. Wir konnten auch
bioinformatisch zeigen, dass in diesem Stadium die Hauptaktivitat des

Parasiten in der Protektion vor oxidativem und nitrosativen Stress und
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der dazu nétigen Energieproduktion liegt. Methylenblau beeintrachtigt
maBgeblich diese Prozesse [73]. Zu erkennen ist eine Down-Regulierung
der Stoffwechselwege zur Glutathionreduktase-Protektion mit nur
geringem Erholungspotenzial. Dasselbe gilt fur viele Stoffwechselwege
zur  Proteinprotektion, Detoxifikation von 2-Oxoaldehyden, der
Generation und Konversion von Keto-Zuckern, dem unteren Anteil der
Glycolyse und der Glutathionsynthese. Zu beachten ist bei der
Bewertung der Moden, dass mMRNA Expressionsdaten nicht
gleichzusetzen sind mit realen Enzym Expressionsdaten, sondern hier
nur eine brauchbare Anndherung liefern. Wir nutzten diese Annaherung
hier nur um das Potenzial von Methylenblau zu unterstreichen, woflr
uns eine semi-quantitative Aussage zur Wirkung von Methylenblau
ausreicht. Wir kénnen klar die trophozoitoziden Effekte von
Methylenblau zeigen. Es ist anzunehmen, dass eine
Stoffwechselmodellierung von den berichteten gametoziden Effekten
Uber ahnliche Stoffwechselwege ablaufen wirde, und ahnliche Moden

beeinflussen wirde.

Wie bereits erwahnt, sind wirksame Medikamentenkombinationen
Paradigmen im Kampf gegen Malaria und stellen eine wichtige Strategie
zur Verhinderung der Resistenzausbreitung dar. Artemisinin und
Amodiaquin als Kombinationspartner flir Methylenblau zeigten in
klinischen und in vitro Studien gute Ergebnisse. Von Zoungrana et al.
konnte eine effektive Wirksamkeit dieser Kombinationen in einer Studie
an Kindern mit unkomplizierter Malaria zwischen 6 und 10 Jahren
nachgewiesen werden [202]. Eine jlngste Studie von Coulibaly et al.
zeigte, dass die Kombinationstherapien Methylenblau-Artesunat und
Methylenblau-Amodiaquin  gegenltber der Standarttherapie von
Artesunat-Amodiaquin eine doppelt so gute Wirksamkeit gegen
Gametozyten aufweisen [74]. In vitro konnte ferner eine Synergie

zwischen Artemisinin und Methylenblau nachgewiesen werden [79]. Ein
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negativer Aspekt des Medikaments ist der bittere Geschmack, was
Nebenwirkungen wie Erbrechen provoziert und durch Applikation des
Medikaments in einem Sirup oder in Tablettenform gemindert werden
kann [202]. Der in der von Coulibaly et al. gezeigte starke gametozide
Effekt von Methylenblau Kombination auf Plasmodium falciparum ist ein
weiteres starkes Argument fur die Verwendung von Methylenblau in
Malaria Kontroll- bzw. Ausrottungsprogrammen [202]. Methylenblau
scheint ein adaquater Kombinationspartner zum Verhindern von
Resistenzen zu sein und zeichnet sich besonders durch seinen
kostenglinstigen Preis im Vergleich zu anderen Malaria-Medikamenten

aus.

4.4 Methylenblau als neue Strategie ist auch in Malaria

Eradikationsprogrammen denkbar

Trotz wiederholter Malaria Infektionen schafft es der Malaria Parasit dem
Immunsystem auszuweichen. Erwachsene in Endemiegebieten kdnnen
zwar eine Semi-Immunitédt ausbilden, wodurch Krankheitssymptome
milder ausgepragt sind, die Ausbildung einer vollstandigen dauerhaften
Immunitat ist jedoch (bisher) nicht méglich [10]. Fur Kinder ist Malaria
lebensbedrohlich und stellt weiterhin eine Hauptursache der
Kindersterblichkeit in Burkina dar [191]. Aktuell ist trotz internationaler
Bemuhungen kein adaquater Impfstoff verfiUgbar. Der neue
vielversprechende Kandidat RTS,S/ASO1E konnte zwar in ersten Studien
eine Reduktion der schweren Malaria um fast die Halfte bewirken, bietet
jedoch keinen vollstandigen Schutz vor einer Infektion und ist eher als
Erganzung zu bestehenden Malaria MaBnahmen zu werten [24]. Die
beste Methode die Holoendemie zu durchbrechen, stellt weiterhin die
Unterbrechung des Lebenszyklus des Parasitens auf Vektor-, Schizonten-
oder Gametozyten-Ebene dar [203]. Dies kdnnte im Rahmen eines

lokalen Malaria-Ausrottungsprogrammes wie beispielsweise einer
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Operation E-Day erfolgen. Lokale EradikationsmaBnahmen in
spezifischen Landern oder Regionen wurde bereits von verschiedenen
Autoren als Alternative zu einer globalen Eradikationsstrategie
vorgeschlagen. Nach frihem Erfolg der Malaria Ausrottung in einigen
Landern Europas und Amerikas und Scheitern der MaBnahmen in den
meisten Landern Afrikas wurde lange das Ziel der Malaria-Kontrolle
verfolgt [10]. Mittlerweile ist jedoch auch von Seiten der WHO
Eradikation wieder ein Teil der aktuellen globalen Strategie [31] [204].
Zu Beginn dieser Arbeit war das Konzept der WHO noch die alleinige
Malaria-Kontrolle. Wir prasentieren hier erstmalig Daten zu den nétigen
Grundvoraussetzungen eines solchen Eradikationsprogrammes in einem
lokalen Setting in Burkina Faso. Wir fokussieren uns hierbei darauf, den
Bogen zu spannen zwischen Molekularen- und Modellierungsdaten mit
direkten praktischen Implementierungsaspekten. Hierbei wird die
Durchfihrbarkeit eines E-Day-artigen Ausrottungsversuches mit Hilfe
von Methylenblau evaluiert. Wir konzentrieren uns hierbei auf die
noétigen SchlUsselbedingungen, ohne die ein lokaler Malaria
Ausrottungsversuch von vornherein nicht mdéglich ware. Ein Fehlschlagen
eines solchen Projektes wirde aus einer mangelnden
Teilnahmebereitschaft der Bevdlkerung, Fehlen adaquater wirksamer
Medikamente, Fehlen additiver Strategie oder Stoffwechseleffekten von

Methylenblau resultieren.

Nichtsdestotrotz wurden zahlreiche weitere Fragestellungen, wie
beispielsweise das konkrete Behandlungsregime, inklusive der Dauer
und der tatsachlichen Effektivitat eines Eradikationsversuches, die GréBe
des Gebiets und der Umfang der MaBnahmen, sowie die strukturellen
Voraussetzungen, die zur praktischen Durchfihrung eines solchen

Ausrottungsversuches noétig waren, hier nicht gepruft.

Sicherlich kann jeder dieser Grundvoraussetzungen noch detaillierter in

weiteren Studien untersucht werden. Unser Ziel war jedoch die
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Schlisselaspekte (Teilnahmebereitschaft, maoglicher effektive
Medikamentenkombinationen mit Methylenblau als Kombinationspartner,
Zielstrukturen von Malaria-Medikamenten sowie Methylenblau und
dessen Wirkung auf den Redoxstoffwechsel unter Validierung mit Real-

time PCR an Parasiten) zu untersuchen.

Insgesamt zeigte sich trotz relativ geringen Kenntnissen Uber Malaria
und mangelndem Grundverstandnis der Krankheit eine groBe
Bereitschaft der Bevdlkerung an zuklnftigen E-Day-artigen Malaria
Programmen teilzunehmen. In den Doérfern war 84% der Befragten nicht
bewusst, dass Malaria allein durch Moskitos Ubertragen wird. Weit
verbreitet ist der Glaube Malaria werde durch frische Frichte, Mais, bdse
Geister oder schlicht die Sonne Ubertragen. Es besteht eine Korrelation
zwischen Kenntnissen UUber Malaria und Jahren an Schulbildung.
Besonders in den Dorfern war die mittlere Anzahl der Jahre an
Schulbildung der Befragten sehr niedrig und lag bei 1,77 Jahren in
Bagala und 0,48 Jahren in Tonkoroni. Trotz Schulpflicht besuchen in
Burkina nur wenige Kinder die Schule. In 2002 betrug die
Einschulungsrate nur ca. 40%, in 1998 besuchten sogar nur 26,4
Prozent der Kinder zwischen sechs und 14 Jahren die Schule [205]. Laut
Daten der CIA koénne in Burkina nur 21,8% der Bevélkerung Uber 15
Jahren Lesen und Schreiben [206]. Wenig Korrelation bestand zwischen
Alter und Malaria-Kenntnissen. Die stetige Prasenz von Malaria und die
personliche Betroffenheit, weit Uber 80% der Befragten litten im
vergangenen Jahr mindestens einmal subjektiv unter Malaria, steigern
das Verlangen nach effektiven Therapien und Anti-Malaria-MaBnahmen.
Malaria als haufigste Todesursache bei Kindern unter finf Jahren und die
Tatsache, dass burkinische Kinder unter durchschnittlich sechs
Fieberepisoden pro Jahr leiden, machen Malaria zu einem prasenten
Problem [190], [191]. Uber 97% aller Befragten war bereit an einem E-

Day-artigen Malaria-Programm teilzunehmen und Medikamente ohne
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Symptome einzunehmen. Diese Teilnahmebereitschaft war homogen in
den Stadten und Dorfer vorhanden, was eine gute Voraussetzung flr
den Erfolg von Malaria Programmen darstellt. Bei der konkreten Frage
nach einer 10 woéchigen Medikamenteneinnahme waren in Bagala 80%
und in Tonkoroni 96% der Befragten hierzu bereit. In den Stadten war
die Teilnahmebereitschaft etwas geringer bei 76% in Nouna und 75% in
Ouagadougou. Uber 88% der Befragten in Ouagadougou, Bagala und
Tonkoroni waren auch bereit bei einem solchen Projekt Nebenwirkungen
der Medikation zu tolerieren. In Nouna war die Toleranzbereitschaft mit
67% etwas geringer. Blauer Urin wirde hierbei am besten als
Nebenwirkung akzeptierte werden. Insgesamt =zeigte sich bei den
Befragten ein groBes Vertrauen in die moderne Medizin. Sowohl in den
Doérfern als auch in den Stadten waren mehr als 95% der Befragten von
einer Heilung der Malaria durch die westliche Medizin und deren Effizienz
Uberzeugt. Die Wirksamkeit der traditionellen Medizin wurde insgesamt
als geringer eingestuft. Dennoch wird in deutlich mehr als der Halfte der
Fieberfalle primar keine Hilfe bei Vertretern der westlichen/modernen
Medizin in Anspruch genommen, sondern primar lokale traditionelle
Heiler aufgesucht. Hauptgrinde hierflr sind mangelnde finanzielle Mittel
und lange Wege zur nachsten Gesundheitseinrichtung. Im Durchschnitt
belaufen sich die direkten Kosten zur Behandlung einer Fieberepisode
auf US$ 2. Bei sechs Fieberepisoden pro Jahr wird der durchschnittliche
Haushalt mit vier Kindern mit US$ 48 pro Jahr nur fir die prasumptive
Behandlung von Malaria belastet und ist so flr einen GroBteil der
Bevolkerung untragbar [207]. Ein GroBteil der Malaria Episoden wird
primar zu Hause behandelt, was auch weitere Studien belegen [208].
Unsere Umfrage (vgl. Fragebogen im Anhang; Teilauswertung in den
Resultaten) hat noch eine Reihe weiterer Einzelaspekte zu Tage
geférdert; die Fragenblocke umfassen die Dimensionen Kenntnisse der

Befragten Uber Malaria, Therapiebereitschaft, Betroffenheit der
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Befragten, Einstellungen zur modernen Medizin (auch im Vergleich zur
Traditionellen), Kontakt mit der modernen Medizin, Bereitschaft der
Befragten Malaria-Medikamente flir 10 Wochen ein zu nehmen (Wichtig
fir einen Eradikationstag) und schlieBlich die monatlichen finanziellen
Mdglichkeiten fir Gesundheitskosten (bei der letzteren Dimension ist es
prinzipiell schwierig, verlassliche Auskinfte in einer Befragung zu
bekommen.) Es ist geplant, diese detaillierteren Aspekte in einer

eigenen Arbeit in Zusammenarbeit mit der Tropenmedizin zu publizieren.

4.5. Implementierungspunkte

Zusammenschauend kann Methylenblau als ein geeignetes
vielversprechendes Medikament fur zuklUnftige Malaria MaBnahmen
angesehen werden. Bereits in vielen Arbeiten konnten die Wirkungen
von Methylenblau auf den parasitdren Redoxstoffwechsel nachgewiesen
werden [72], [73], [157], [159], [176], [183], [209]. Auch in ersten
klinischen Studien konnte die Wirksamkeit vom Methylenblau belegt
werden. Hier zeigte sich ein deutlicher gametozider Effekt. Die
Kombination Methylenblau-Artesunat wirkt doppelt so gut gegen
Gametozoiten wie Artesunat-Amodiaquin [74]. Eine weitere Phase III
Studie zur Wirksamkeit von Methylenblau gegen Malaria hat im Frihjahr
2011 gestartet. Neuste Studien konnten auch einen Effekt von
Methylenblau gegen Alzheimer belegen [71]. In vorliegender Arbeit
wurden bioinformatisch qualitative Effekte von Methylenblau auf das
Redoxstoffwechselnetzwerk von Plasmodien untersucht. Hierbei wurden
Daten fur subletale Dosen verwendet. Die bioinformatischen und
experimentelle Ergebnisse bestatigen die multi Hit-Theorie von
Methylenblau und konnten weiter  zum Verstandnis der
molekularbiologischen Wirkung des Medikamentes auf den parasitaren
Redoxkreislauf beitragen. Generell ist das konstruierte Netzwerk auch

fur letale Dosen und flr jedes andere Medikament anwendbar, sofern
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experimentelle Expressionsdaten zur Verfligung stehen. Der Vorteil des
Modells ist es, dass auch der direkte Effekt von
Medikamentenkombinationen unabhangig von deren Halbwertszeit
untersucht werden kann. Des weiteren ist das Modell ausbaufahig und
wurde bereits um den Dihydrofolatstoffwechsel erganzt, um im Rahmen
neuer Medikamentenentwicklung Zielenzyme zu identifizieren. Hierbei
wurden mittels Bioinformatik Zielproteine identifiziert, die sich spater
experimentell bestatigten. Das Modell dient also somit auch als

Grundlage zur Entwicklung neuer Medikamente.

Wie schon erste klinische und in vitro. Studien belegten ist Methylenblau
ein geeigneter Kombinationspartner und ware als wirksames
Medikament auch flr zukinftige EradikationmaBnahmen geeignet [74],
[79]. Die Idee der Eradikation ist aktuell auch von der WHO wieder
aufgegriffen und hat die Politik der alleinigen Malaria-Kontrolle wieder
abgelést [31]. Vorteilhaft flir die Implementierung von Methylenblau
basierten Medikamentenkombinationen sind die hohe Aufgeschlossenheit
der Gesellschaft flir neue Strategien und neue Medikamente der
modernen Medizin sowie die Toleranzbereitschaft Methylenblau typischer
Nebenwirkungen. Die lokale Bevélkerung nimmt Malaria als massives
Problem wahr und hat groBes Vertrauen in die moderne Medizin.
Sicherlich ware es bis zu einer tatsachlichen Durchfiihrung einer lokalen
Eradikationsaktion noch ein weiter Weg zu deren Realisierung auch
logistische, personelle, politische, finanzielle und organisatorische
Voraussetzungen erflllt werden miussten, doch konnte in der Umfrage
gezeigt werden, dass die Teilnahmebereitschaft der Bevélkerung, deren
Fehlen in der Vergangenheit zum Scheitern vieler Malaria Projekte
gefuhrt hat, gegeben ist [10]. Diese Teilnahmebereitschaft war homogen
zwischen Stadten und Doérfern verteilt, eine erfolgversprechende
Voraussetzung far eine groBer angelegte E-Day-artige

EradikationsmaBnahmen. Bei unserer Umfrage zeigte sich sogar eine
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Bereitschaft zur  mehrwdéchigen Medikamenteneinnahme  ohne
Symptome, trotz unzureichendem Kenntnisstand der Bevdlkerung zur
Malaria. Besonders niedrig waren die Kenntnisse in den Dd&rfern, wo
wenig  Schulbildung  bestand. Hier ist weiterhin  dringend
Aufklarungsarbeit gefragt, denn durch effektive und zeitnahe
Behandlung und Prophylaxe lieBen sich schon jetzt viele Todesfélle
vermeiden und Erkrankungen verhindern [208]. Der Vorteil von
Methylenblau als neue effektive Behandlungsstrategie ist fir die
Bevdlkerung vor allem auch der niedrige Preis. Das hohe
Kombinationspotential bei niedrigem Preis zeichnet Methylenblau als
BONARIA Medikament aus und macht Methylenblau zu einer attraktiven
neuen Alternative im Kampf gegen Malaria. Sicherlich lohnen sich
weitere Studien zur Implementierung dieses aktuell einzigen

resistenzfreien Medikaments.
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5. Zusammenfassung

Trotz betrachtlicher Anstrengung, Malaria zu kontrollieren bzw. zu
eradizieren, stellt Malaria weiterhin eines der gravierendsten
Gesundheitsprobleme unseres Jahrtausends dar. Etwa die Halfte der
Weltbevélkerung lebt in Malaria-Risikogebieten. Die Krankheit fordert
jahrlich zwischen 0,7 und 2,7 Millionen Menschenleben, beeintrachtigt
u.a. schulische und soziale Entwicklung und hemmt erheblich das
Wirtschaftswachstum der betroffenen Lander. Am starksten in
Mitleidenschaft gezogen sind die Lander Afrikas sudlich der Sahara, wo
von Malaria alle 30s ein Kinderleben gefordert wird. In Burkina Faso,
einem der armsten Lander der Welt, stellt Malaria das groBte
Gesundheitsproblem dar und ca. ein Drittel aller Todesfalle werden hier
der Malaria angelastet. Der Kampf gegen Malaria war und ist weiterhin
eine anspruchsvolle globale Herausforderung und man versucht die
Jlessons learned" in aktuelle Konzepte zu integrieren. Hintergrund dieser
Arbeit bildet die Idee eines E-Days von Collin Orth und Heiner Schirmer:
durch eine zehnwdéchige Medikamenteneinnahme ab einem bestimmten
Stichtag soll eine Parasitenfreiheit der Vektormlicke erreicht werden
und somit Malaria eradiziert werden. Obwohl die Durchfihrung eines
derartigen Projekts global gesehen zum aktuellen Zeitpunkt utopisch
erscheint, stellt diese Idee jedoch einen sehr interessanter Ansatz dar,
deren Grundvoraussetzungen eine Uberpriiffung lohnen. In der
Vergangenheit war einer der erheblichen Griinde flr das Scheitern von
Malariaprogrammen bzw. EradikationsmaBnahmen eine mangelnde
Kooperationsbereitschaft der afrikanischen Bevdlkerung. In dieser Arbeit
wurden die lokalen Voraussetzungen, speziell im Gesundheitsbezirk
Nouna, mittels einer sozialmedizinischen Umfrage untersucht. Hierbei
zeigte sich eine groBe Teilnahmebereitschaft an einem E-Day-artigen
Projekt und ein starkes Vertrauen in die moderne Medizin. Die

Kenntnisse der Befragten Uber Malaria zeigten sich jedoch unzureichend.
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So wussten bis zu 84% nicht, dass Malaria von Micken Ubertragen wird.
Weit vorherrschend sind traditionelle Glaubensauffassungen sowie ein
Halbwissen zur Krankheit. Zur effektiven Bekampfung der Krankheit sind
also primar eine umfassende Bildungs- bzw. Aufklarungsarbeit
notwendig. Des Weiteren ist zur Realisierung eines derartigen Projekts
eine effektive Medikamentenkombination nétig. Die sich standig
ausbreitenden Resistenzen gegen die aktuell zugelassenen Malaria-
Medikamente stellen zunehmende Hirden im Kampf gegen Malaria dar.
Auch gegen das bisher einzige resistenzfreie Medikament Artemisinin
sind erste Resistenzen in Westkambodscha aufgetreten. Meine
bioinformatische Untersuchung der wahrscheinlichsten Zielstruktur von
Artemisinin, dem sarkoendoplasmatischen Calciumtransporter SERCA,
einer P-Typ-ATPase, bestatigt die experimentellen Ergebnisse von SERCA
als einzige Zielstruktur. Im iterativen Sequenzvergleich der Artemisinin
bindenden E1-E2-Domane in verschiedenen Datenbanken zeigte sich die
Prasenz dieser Domane nur in ATPasen. In meiner
Homologiemodellierung konnte gezeigt werden, dass eine Punktmutation
reicht, um die Struktur dieses Zielproteins zu andern und dass die
relevanten Aminosduren genau am Ubergang zwischen Membran und
zytoplasmatischer Struktur lokalisiert sind. Punktmutationen kdnnen
relativ spontan auftreten und stellen damit einen Faktor flir schnelle
Resistenzentwicklung dar. Im Anbetracht der sich rasant ausbreitenden
Resistenzen und der  bestehenden Gefahr  von  weiteren
Resistenzentwicklungen werden neue medikamentése Strategien
dringend bendtigt. Das zur Behandlung von Methamoglobindmien
zugelassene Medikament Methylenblau hat nachgewiesene Anti-Malaria
Eigenschaften und stellt eine neue Hoffnung im Kampf gegen Malaria
dar. Methylenblau wirkt an multiplen Zielproteinen, wobei zwei von
ihnen, Methamoglobin und B-Hamatin, nicht vom Genom des Parasiten

kontrollierbar sind und dadurch Resistenzentwicklungen gegen
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Methylenblau unwahrscheinlich werden. Als ein prooxidatives Agens
inhibiert Methylenblau selektiv und nicht-kompetitiv die Glutathion
Reduktase. Klinische Studien konnten bereits die Wirksamkeit von
Methylenblau bestatigen. In einer aktuellen Studie in Burkina Faso mit
160 an Malaria erkrankten Kindern zwischen sechs und zehn Jahren
wurden die Kombinationstherapien von Artemisinin und Methylenblau
auf die Gametozyten im Blut getestet. Hier zeigte sich, dass beide
Kombinationstherapien mit Methylenblau doppelt so gut gegen
Gametozyten wie die Standardtherapie (Artesunat und Amodiaquin)
wirken. In dieser Arbeit wurde die Wirksamkeit von Methylenblau auf
das Redoxnetzwerk mittels bioinformatischen Analysen untersucht.
Verschiedene Stoffwechselwege werden durch Methylenblau attackiert,
was wir sowohl theoretisch, mittels extremer Pathway-Analyse, als auch
praktisch, mittels Real-time PCR, feststellen konnten. Hierzu wurden
Daten der mRNA Expression verschiedener Schlisselenzyme unter dem
Einfluss von Methylenblau, mit Hilfe unserer kollaborierenden Gruppe
unter Leitung von Katja Becker, untersucht. Experimentell konnte eine
Verminderung der Expression der meisten Schlisselenzyme gezeigt
werden. Bioinformatisch lieB sich unter Verwendung der experimentellen
Daten eine Hauptaktivitat des Parasiten in der Protektion vor oxidativem
und nitrosativen Stress und der dazu nétigen Energieproduktion im
Throphozoiten Stadium nachweisen. Methylenblau beeintrachtigt
mafBgeblich diese Prozesse, beeinflusst multiple Stoffwechselwege und
verstarkt den oxidativen und nitrosativen Stress des Parasitens. Die
multiplen Effekte von Methylenblau auf das Redoxstoffwechselnetzwerk
unterstutzen den Multi-Hit-Aspekt von Methylenblau und starken erste
Hinweise auf ein gutes Kombinationspotential mit anderen Standard-
Malaria Medikamenten wie Artemisinin (BlueArte) oder Amodiaquin
(BlueDIAQIN). Unsere bioinformatischen und experimentellen

Ergebnisse konnten weiter zum Verstandnis der molekularbiologischen
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Wirkung des Medikamentes auf den parasitaren Redoxkreislauf
beitragen. Generell ist das konstruierte Netzwerk auch flr
Expressionsdaten jedes anderen Medikaments anwendbar und kann
somit die direkten Effekte von Medikamentenkombinationen unabhangig
von deren Halbwertszeit untersuchen. Unsere Ergebnisse sowie erste
klinische Studienergebnisse bestatigen Methylenblau als
vielversprechenden neuen Kombinationspartner, der auch fir zuklnftige
EradikationsmaBnahmen geeignet erscheint. In unserer Umfrage zeigte
sich eine hohe Aufgeschlossenheit gegenliber Methylenblau basierenden
EradikationsmaBnahmen, sowie eine hohe Toleranzbereitschaft von
Methylenblau typischen Nebenwirkungen. Sicherlich gilt es bis zur
Realisierung eines E-Day-artigen Projektes noch viele weitere Faktoren
zu untersuchen, doch sehen wir in dem lokalen Setting in Burkina Faso
bereits eine hohe Teilnahmebereitschaft der Bevdlkerung, welche eine
wichtige Grundvoraussetzung darstellt. Das hohe Kombinationspotential
und der niedrige Preis qualifizieren Methylenblau zum BONARIA
Medikament und machen es zur neuen Hoffnung im Kampf gegen

Malaria.
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6.1 Domanen des SERCA-Transporters

Name der Doméne Beschreibung Beginn Ende E-value
Pfam:Kation_ATPase_N Kationen-transportierende

3 81 1.50e-27
P. falciparum ATPase mit N-Terminus
Pfam:Kation_ATPase_N Kationen-transportierende

7 81 5.17e-13
P. vivax ATPase mit N-Terminus
Pfam:Kation_ATPase_N Kationen-transportierende

7 81 2.32e-15
P. berghei ATPase mit N-Terminus
Pfam:Kation_ATPase_N Kationen-transportierende

7 81 1.24e-15
P. chabaudi chabaudi ATPase mit N-Terminus
Pfam:Cation_ATPase_ N Kationen-transportierende

7 81 3.11e-16
P. yoeli yoeli ATPase mit N-Terminus

Pfam:E1-E2_ATPase

E1-E2 ATPase 99 348 6.90e-101
Plasmodium falciparum
Pfam:E1-E2_ATPase
E1-E2 ATPase 99 348 2.10e-78
Plasmodium vivax
Pfam:E1-E2_ATPase
E1-E2 ATPase 99 348 8.80e-76
Plasmodium berghei
Pfam:E1-E2_ATPase
E1-E2 ATPase 99 348 3.20e-76
P. chabaudi chabaudi
Pfam:E1-E2_ATPase
E1-E2 ATPase 99 348 2.80e-76
P. yoeli yoeli
Pfam:Hydrolase Halosaure Dehalogenase-
352 935 6.60e-15
Plasmodium falciparum ahnliche Hydrolase
Pfam:Hydrolase Halosaure Dehalogenase-
352 904 7.00e-14
Plasmodium vivax ahnliche Hydrolase
Pfam:Hydrolase Halosaure Dehalogenase-
352 825 1.40e-12
Plasmodium bergei ahnliche Hydrolase
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Name der Domdne

Pfam:Hydrolase
P. chabaudi chabaudi

Pfam:Hydrolase

P. yoeli yoeli

Transmembran-Domaéne

Plasmodium vivax

Transmembran Doméne

Plasmodium bergei

Transmembran Domaéane
P. chabaudi chabaudi

Transmembran Domane

P. yoeli yoeli

Pfam:Kation_ATPase_C

Plasmodium falciparum

Pfam:Kation_ATPase_C

Plasmodium vivax

Pfam:Cation_ATPase_C
Plasmodium berhei

Pfam:Kation_ATPase_C
P. chabaudi chabaudi

Pfam:Kation_ATPase_C
P. yoeli yoeli

Beschreibung

Halosaure

ahnliche Hydrolase
Halosaure

ahnliche Hydrolase

Transmembran Domane

Transmembran Domane

Transmembran Domane

Transmembran Domane
Kation transportierende
ATPase mit C-Terminus

Kation transportierende
ATPase mit C-Terminus

Kation transportierende
ATPase mit C-Terminus

Kationen- transportierende
ATPase mit C-Terminus

Kation transportierende

ATPase mit C-Terminus

Beginn

Dehalogenase-
352

Dehalogenase-
352

942

863

862

859

1031

965

886

885

882

Ende

824

821

964

885

884

881

1215

1180

1101

1100

1118

Einzelene Domdnen des SERCA-Transporters analysiert mit Pfam

6.2

des SERCA Transporters

6. Anhang

E-value

3.10e-15

7.70e-13

6.00e-75

1.30e-60

5.10e-62

1.50e-62

1.40e-36

Blast-Analyse der Artemisinin bindenden Domane E1-E2

Exemplarisch sind die Resultat einer Blast-Analyse von der Artemisinin
bindenden Domane von SERCA E1-E2 mit der Datenbank UniProtKB

dargestellt:
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Name Protein Name Organismus Lange |Identi- | E-
Eingangs tat Value
-zeichen
Q08853 ATC_PLA | Calcium-transportierende | Plasmodium 1228 100 1e?
FK ATPase (EC 3.6.3.8) falciparum
(isolate K1)
Q76NN8 | Q76NN8 | Calcium-transportierende | Plasmodium 1228 100 1e'¥
_PLAF7 |ATPase, putativ falciparum
(isolate 3D7).
Q5R2K7 Q5R2K7 |Sarkoplasmatische und | Plasmodium 1227 100 1e?
_PLAFA |endoplasmatische falciparum
Retikulum Ca-ATPase
Q5R2K6 Q5R2K6 | Sarkoplasmatische und| Plasmodium 1228 100 1e'¥
_PLAFA |endoplasmatische falciparum
Retikulum Ca-ATPase
Q5R2K5 Q5R2K5 | Sarkoplasmatische und| Plasmodium 1228 100 1e'¥
_PLAFA |endoplasmatische falciparum
Retikulum Ca-ATPase
Q5R2K3 Q5R2K3 | Sarkoplasmatische und| Plasmodium 1228 100 1e?
_PLAFA |endoplasmatische falciparum
Retikulum Ca-ATPase
Q5R2K2 Q5R2K2 |Sarkoplasmatische und | Plasmodium 1228 100 1e'¥
_PLAFA |endoplasmatische falciparum
Retikulum Ca-ATPase
Q5R2K0 Q5R2K0 |Sarkoplasmatische und| Plasmodium 1228 100 1e?
_PLAFA |endoplasmatische falciparum
Retikulum Ca-ATPase
A5JTL7 A5]TL7_ | Sarkoplasmatische und | Plasmodium 986 100 1el¥
PLAFA endoplasmatische falciparum.
Retikulum Ca-ATPase
(Fragment)
A5]SU1 A5JSU1_ | Calcium-transportierende Plasmodium 984 100 1et¥
PLAFA ATPase (Fragment) falciparum.
A5]SUO A5JSUO_ | Calcium-transportierende Plasmodium 995 100 1et¥
PLAFA ATPase (Fragment) falciparum.
A5]ST9 A5JST9_ | Calcium-transportierende Plasmodium 1000 100 1et¥
PLAFA ATPase (Fragment) falciparum.
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Eingangs | Name Protein Name Organismus Linge |Identi-|E-
-zeichen tat Value
Q5R217 Q5R217_ | Sarkoplasmatische und| Plasmodium 1248 99 1e'¥
PLARE endoplasmatische reichenowi.
Retikulum Ca-ATPase
Q4XX14 Q4XX14_ | Putatives uncharakter- | Plasmodium 399 90 1e'®
PLACH isiertes Protein (Fragment) |chabaudi.
Q30Cz5 Q30CZ5 |Calcium-abhangige ATPase |Plasmodium 1118 90 1e'®
_PLACH chabaudi
chabaudi.
B3KZL1 B3KZL1 |Sarkoplasmatische und| Plasmodium 1171 90 1et?®
_PLAKH |endoplasmatische knowlesi  (strain
Retikulum Ca-ATPase, | H).
putativ
A5K9V1 A5K9V1 | Calcium-transportierende |Plasmodium 1196 90 1et?
_PLAVI |ATPase, putative vivax.
Q42579 Q42579 |Calcium-transportierende | Plasmodium 1119 90 1e'
_PLABE |ATPase, putativ berghei.
Q7RCK5 | Q7RCKS5 | Calcium-translokalisierende | Plasmodium 1136 90 1e'
_PLAYO |P-Typ ATPase, SERCA-Typ yoelii yoelii
Q27764 Q27764 |ATPase Plasmodium 1115 89 1e's
_9APIC yoelii.
Q4XEG1 | Q4XEG1 |Calcium-transportierende |Plasmodium 734 89 1 et
_PLACH |ATPase, putativ (Fragment) |chabaudi
Q5IH90 Q5IH90 |Calcium ATPase SERCA-|Toxoplasma 1093 66 6 e
_TOXGO | ahnlich gondii.
B9Q5D7 |B9Q5D7 |Calcium-transportierende | Toxoplasma 1093 66 6 e*°
_TOXGO | ATPase, putativ gondii VEG
BOPHA9 B9PHA9 | Calcium-transportierende Toxoplasma 1093 66 6 e
_TOXGO | ATPase, putativ gondii GT1.
B6KIDO B6KIDO | Calcium-transportierende Toxoplasma 1093 66 6 e
_TOXGO | ATPase, putativ gondii ME49
Q4N4W6 | Q4N4W6 | Calcium-transportierende Theileria parva 1277 61 4 e®
_THEPA |ATPase, putativ
A7AUBO A7AUBO |Calcium ATPase SERCA-|Babesia bovis 1028 61 8 e®?
_BABBO | dhnlich, putativ
Q4UEM8 | Q4UEMS | Calcium-transportierende Theileria 1305 61 58
_THEAN | ATPase, putativ annulata
C5K736 C5K736 |Calcium-transportierende | Perkinsus 958 60 7e7
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_9ALVE |ATPase vom endo- | marinus ATCC
plasmatischen  Retikulum-|50983.
Typ, putative
Q5CY06 Q5CY06 |Kationtransportierende  P-| Cryptosporidium |1129 60 1e”’
_CRYPV |Typ ATpase mit 11 oder|parvum Iowa II
mehr Trans-membran
Domanen

Ergebnisse der Blast-Analyse von sequenzdhnlichen Proteine der Artemisinin bindenden SERCA

Doméane E1-E2. Die E1-E2-Domadne konnte nur in diesen ATPasen identifiziert werden. Generell

sind ATPasen weit verbreitet und kommen auch

in zahlreichen anderen Spezies vor.

Interessanterweise kommen dhnliche Domdnen beispielsweise auch in SERCA Transportern von

Toxoplasmen und Thaileria Spezies vor.

6.3 Korrelation zwischen Kenntnissen iiber Malaria und

Regressionsanalyse der Stadte Ouagadougou und Nouna:

Schulbildung

ANOVA®

Model Sum of Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression 24,750 1 24,750 22,036 ,000°

Residual 222,386 198 1,123

Total 247,137 199
a. Predictors: (Constant), Schulbildung_Jahre
b. Dependent Variable: Z-score(Score_Gesamt)

Coefficients®
Standardized
Model Unstandardized Coefficients Coefficients t Sig.
B Std. Error Beta

1 (Constant) -,333 112 -2,971 ,003

Schulbildung_Jahre ,073 ,016 ,316 4,694 ,000

a. Dependent Variable: Z-score(Score_Gesamt)
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Minimum Maximum Mean Std. Deviation N
Predicted Value -,3334128 1,1958189 ,0587259 ,35266543 200
Residual -3,14562035| 2,02042365 ,00000000 1,05712791 200
Std. Predicted Value -1,112 3,224 ,000 1,000 200
Std. Residual -2,968 1,906 ,000 ,997 200
a. Dependent Variable: Z-score(Score_Gesamt)
Scatterplot
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Regressionsanalyse der Doérfer Tonkoroni und Bagala:
ANOVAP
Model Sum of Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression 5,944 1 5,944 11,026 ,001°
Residual 63,071 117 ,539
Total 69,014 118

a. Predictors: (Constant), Schulbildung_Jahre

b. Dependent Variable: Z-score(Score_Gesamt)
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Standardized
Model Unstandardized Coefficients Coefficients Sig.
B Std. Error Beta

1 (Constant) -,216 ,076 -2,841 ,005

Schulbildung_Jahre ,078 ,023 ,293 3,321 ,001
a. Dependent Variable: Z-score(Score_Gesamt)

Residuals Statistics?
Minimum Maximum Mean Std. Deviation N

Predicted Value -,2159778 1,1874361 -,0986990 ,22443248 119
Residual -1,48000562 1,80958056 ,00000000 ,73109385 119
Std. Predicted Value -,523 5,731 ,000 1,000 119
Std. Residual -2,016 2,465 ,000 ,996 119

a. Dependent Variable: Z-score(Score_Gesamt)

Histogram

Dependent Variable: Z-score(Score_Gesamt)
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Scatterplot

Dependent Variable: Z-score(Score_Gesamt)
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6.4 Korrelation zwischen Kenntnissen liber Malaria und Alter

Regressionsanalyse der Stadte Ouagadougou und Nouna:

ANOVA®

Model Sum of Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression 1,356 1 1,356 1,096 ,2962

Residual 243,677 197 1,237

Total 245,033 198
a. Predictors: (Constant), Alter
b. Dependent Variable: Z-score(Score_Gesamt)

Coefficients®
Standardized
Model Unstandardized Coefficients Coefficients t Sig.
B Std. Error Beta

1 (Constant) -,150 ,208 -,721 472

Alter ,007 ,006 ,074 1,047 ,296

a. Dependent Variable: Z-score(Score_Gesamt)
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Minimum Maximum Mean Std. Deviation N
Predicted Value -,0488270 ,3555590 ,0514567 ,08275743 199
Residual -2,85438156| 2,21966600 ,00000000 1,10936643 199
Std. Predicted Value -1,212 3,675 ,000 1,000 199
Std. Residual -2,566 1,996 ,000 ,997 199

a. Dependent Variable: Z-score(Score_Gesamt)

Histogram

Dependent Variable: Z-score(Score_Gesamt)
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ANOVA®

Model Sum of Squares df Mean Square F Sig.
1 Regression ,461 1 ,461 , 787 3772

Residual 68,553 117 ,586

Total 69,014 118
a. Predictors: (Constant), Alter
b. Dependent Variable: Z-score(Score_Gesamt)

Coefficients®
Standardized
Model Unstandardized Coefficients Coefficients t Sig.
B Std. Error Beta

1 (Constant) -,245 179 -1,368 174

Alter ,004 ,005 ,082 ,887 377
a. Dependent Variable: Z-score(Score_Gesamt)

Residuals Statistics®
Minimum Maximum Mean Std. Deviation N

Predicted Value -,1742515 ,0700847 -,0986990 ,06251113 119
Residual -1,53001451 2,00518084 ,00000000 ,76220766 119
Std. Predicted Value -1,209 2,700 ,000 1,000 119
Std. Residual -1,999 2,620 ,000 ,996 119

a. Dependent Variable: Z-score(Score_Gesamt)
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Histogram

Dependent Variable: Z-score(Score_Gesamt)
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6.5 Forschungsbericht der Befragung in Franzosisch (versendet

an das «Centre de Recherche en Santé» in Nouna)

Interrogation sur le probleme du paludisme et la disponibilité de

participer a une opération comme le «E-Day>»

L'opération «E-Day» est une idée de Colin Ohrt, directeur de recherche
au département de recherche Reed Army de Washington et de Heiner
Schirmer, directeur du projet B2 au SFB 544 de l'université d’
Heidelberg, traitant de | élimination du paludisme dés la prise des
médicaments efficaces a 100%. Ces médicaments devraient étre pris
par tous les habitants vivant dans la région Sub-Sahara en Afrique pour

une période de 10 semaines.
Equipe de recherche:

Chercheur principal: Janina Zirkel

Chercheur associé: Dr. Bocar Kouyaté

Partenaires/Institutions collaboratrices :

Centre de Recherche en Santé de Nouna

Pr. Heiner Schirmer: Département de Biochimie de I’'Université
d'Heidelberg

Pr. Thomas Dandekar: Département de Bioinformatique de I'Université

de Wirzburg
Dr. Boubacar Coulibaly: Centre de Recherche en Santé de Nouna
Source de financement:

SFB 544, Projet B2

Durée:

Début: 25. AoGt 2005

Fin: 20. Septembre 2005
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Question de recherche, objectifs et méthodologie:

Question de recherche:

Est-ce qu’une opération comme le «E-Day» pourrait étre réalisable si
I'on considére la disponibilité de participation des gens qui se trouvent

sur place?

Objectifs de l'interrogation:

Objectif général:

Evaluer la disponibilité de participation des gens ainsi que d’étudier
différentes conditions qui permettraient la réalisation de |'opération «E-

Da».

Objectifs spécifiques:

1. Vérifier si un projet comme | opération «E-Day» soit envisageable
ou non. Particulierement il faudrait observer si les gens interrogés
prennent les médicaments «E-Day» et quels effets secondaires
dont ils seraient prét a supporter. En prenant des médicaments il y
a souvent des effets secondaires. Ces effets devraient étre
acceptés par les participants pour atteindre un bon résultat de
I'opération «E-Day». Dans cette interrogation les effets
secondaires préts a étre supportés par les gens provenant de

I'opération.

2. Evaluer les connaissances des gens interrogés sur le paludisme et
leur point de vue sur ce probleme. Par ce moyen | interrogation
devrait constater si les gens considerent le paludisme comme un
probléeme grave et si des mesures prévues contre le paludisme
leur paraissent importants. Car pour atteindre une coopération
active des gens il est nécessaire qu’ils aient réalisé que le

paludisme est un probléme trés grave pour eux-mémes.

3. Examiner leur contact et leur opinion sur la médicine moderne
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parce que cela est non seulement primordial pour leur
participation mais aussi pour les résultats qu “ils collaborent avec

les agents de la santé.

4. Faire prendre conscience de la dimension du paludisme et montrer

combien de fois par an les gens sont affectés du paludisme.

5. Montrer que les Burkinabés ne peuvent pas se permettre de
financer une opération «E- Day» par eux-mémes, mais qu elle

doit étre financée par une organisation externe.

Méthodologie

Il s’agit d’'une interrogation descriptive et d'une enquéte par sondage
des deux populations rurales et deux contréles prises au hasard a Nouna

et a Ouagadougou.

La recherche quantitative:

Il s'agit essentiellement d’'une enquéte par questionnaire qui concerne
plus de 10% de la population, ayant plus de 15 ans dans deux villages
rurales, Bagala et Tonkoroni. Dans ces villages la moitié des ménages
furent interrogée. Deux controles de 100 personnes a Ouagadougou et a
Nouna ont été pris au hasard, a fin d’obtenir une petite impression des
trois niveaux du systéme de la santé: le niveau central, le niveau

intermédiaire et le niveau périphérique.

Les données ont été enregistrées sur EXCEL pour permettre leur
interprétation en tables de données analysées a l'aide du programme
statistique R au département de Bioinformatique de |'Université de

Wirzburg.

La recherche qualitative:

Les participants ont été choisis au hasard, une moitié male et l'autre

moitié femelle.

En plus elle n'a été réalisée qu’avec des hommes et des femmes
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disposant d’'un esprit intact, ceci étant important lorsque des personnes

ages sont interrogés.

Elle a été effectué a Ouagadougou avec la permission du Centre
Hospitalier Charles de Gaulles en veillant a choisir des participants avec
des différents niveaux scolaires, des differents groups ethniques et des
different niveaux sociales. L'interrogation a pris en compte le groupe

ethnique majoritaire dans les villages Bagala et Tonkoroni, les Bwaba.

Les données obtenues ont été saisies sous forme de texte puis codifiées.

L'analyse a été ensuite faite a partir des codes obtenus.
e Considérations éthiques:

La recherche de l'information a tenu a respecter les valeurs morales et

culturelles des populations.

Pour I'enquéte, le but de I'étude a été toujours expliqué et les questions

n‘ont été posées qu’apres avoir obtenu le consentement des répondants.

L'interrogation a été réalisée avec l'aide du centre de recherche en Santé
de Nouna et en présence d'un traducteur. Ceux-ci ont proposé les
démarches organisationnelles en mettant en exergue les exigences sur

des structures et des valeurs traditionnelles locales.
« Résultats atteints:

1. Disponibilité des personnes interrogées de participer a

I'opération «E-Day»

1.1. Disponibilité de prendre une prise en charge gratuite du paludisme

Les interviewés ont été repartis en fonction du disponibilité de
prendre une prise en charge gratuide comme indiqué dans la

figure 1:
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Bagala Tonkoroni
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Figure 1 Répartition de la disponibilité de prendre une prise en charge
gratuide (Bagala n=94, Tonkoroni n=25, Nouna n=100, Ouagadougou
n=100) Dans tous les contrbles au hasard on peut constater une claire disponibilité de

prendre une prise en charge gratuite.

1.2. La disponibilité de prendre des medicaments pendant dix semaines

Les résultats obtenus concernant la disponibilité de prendre des
médicaments, méme sans souffrir d’'une maladie sont présentés a la

figure 1:
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Bagala Tonkoroni
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Figure 2: Répartition des interviewés en fonction de leur disponibilité de

prendre un médicament pendant dix semaines.

La majorité des interviewés pris au hasard a Bagala (n=94), Tonkoroni (n=25), a
Nouna (n=100) et a Ouagadougou (n=100) sont préts a prendre des médicaments
pendant 10 semaines, mais il faut constater que jusqu’a un quart des interviewés ont

refusé, pour différentes raisons, de participer.

1.2._Effects secondaires supportés par les interrogés

Les interrogés ont été repartis selon les effets secondaires qu'ils
accepteraient de supporter en prenant des médicaments anti-paludisme.

Les résultats sont représentés dans le tableau I:
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Effets Bagala Tonkoroni Nouna Ouagadougou
secondaires n=94 P (%) n=25 P (%) n=100 P (%) n=100 P (%)

Urine bleu 84 89 20 80 50 50 58 58
Nausée 45 48 13 52 22 22 52 52
Mal de téte 18 19 2 8 19 19 57 57
Allergie 21 22 5 20 14 14 15 15
Autres 10 11 0 0 13 13 23 23

Aucun 5 5 3 12 33 33 9 9

Tableau I: Répartition des effets secondaires, qui seraient supportés par de
interviewés. Les plus grand nombre d’interviewés qui étaient préts a supporter les
effets secondaires des médicaments anti-paludisme se trouvent: urine bleue et nausée
a Bagala et a Tonkoroni; urine bleue et mal de téte a Ouagadougou et urine bleue et
nausée a Nouna, quoique a Nouna 33% des interviewés ne seraient pas prét a
supporter des effets secondaires.

2. Connaissances des gens interrogés sur le probleme du

paludisme

2.1 Signes du paludisme décrits par les gens.

Les interrogés ont été repartis selon les signes sur lesquels ils se basent

pour poser le diagnostique de paludisme comme indiqués dans la figure
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Figure 3: Répartition des interviewés selon la réponse donnée sur les signes

du paludisme: (Bagala n=94, Tonkoroni n=25, Nouna n=100, Ouagadougou

n=100) Le mal de téte, la fievre sporadique et les courbatures étaient les signes les
plus cités pour le diagnostique présomptif du paludisme & Bagala. A Tonkoroni le mal
de téte, les courbatures et a la troisieme place la fievre sporadique et des frissons. A
Ouagadougou et a Nouna les signes les plus cités étaient le mal de téte, la fievre

sporadique et les troubles digestifs.

2.2 Transmissibilité du paludisme

Le paludisme, maladie parasitaire, peut seulement étre transmis par
I'anophele feminin. Infections directes d'un homme a I'autre ne sont pas
possilbles sans une piqlire de l'anophele. A Tonkoroni 20 personnes
(80%) et a Bagala 74 personnes (78,7%) ont su que le paludisme ne
pouvait pas étre transmis directement d'une peronne a l'autre. A
Ouagadougou 83% et a Nouna 70% des interviewés disposent d’une

telle connaissance.

2.3 Cause du paludisme

La question clef est : qu’est ce que les gens considerent comme étant la
cause du paludisme."Connaissance fondées" ont été adjugées si les
interviewé citaient les moustiques, comme transmetteurs de parasites,
comme seul cause du paludisme."Ildée vague" a été adjugées si les
interviewés citaient en plus des moustiques, des autres causes comme
des facteurs alimentaitres, climatiques, environnementaux ou
physiologiques. "Pas d'Idée" a été adjugées si les interviewés ne
mentionnaient pas les moustiques.

L'appréciation des connaissances des interviewés sur l'agent causal du
paludisme révele que le paludisme est reconnue comme étant une

maladie multifactorielle et que la majorité des interviewés ne dispose

pas de connaissances fondées comme indiqué dans la figure 4:
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Bagala Tonkoroni
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Figure 4: Répartition des interviewés en fonction de leurs connaissances sur
le paludisme. (Bagala n=94, Tonkoroni n=25, Nouna n=100, Ouagadougou
n=100) Ainsi la majorité des interviewés ne dispose pas de connaissances causales du
paludisme & Bagala et Tonkoroni. A Nouna, la majorité des gens dispose d’une idée
vague et a Ouagadougou la majorité des gens contr6lés pris au hasard dispose des

connaissances fondées.

2.4 Estimation de la gravité du paludisme

Les interviewés ont été repartis en fonction de leur estimation sur la

gravité du paludisme. Les résultats sont représentés dans le tableau II:
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Estimation du Bagala p (%) | Tonkoroni | p (%) Nouna p (%) Ouagadougou p (%)
paludisme n=94 n=25 n=100 n=100
Maladie grave 56 60 11 44 74 74 91 91
Maladie pas 38 40 14 56 24 24 5 5
sans danger
Maldie 0 0 0 0 1 1 4 4
inoffensive

Tableau II : Répartition des interviewés selon leur estimation sur la gravité
du paludisme.La majorité des interviewés voient le paludisme comme une maladie
grave a Ouagadougou, a Nouna et a Bagala. A Tonkoroni la majorité voit le paludisme

comme une maladie sans grand danger.

2.5 Estimation des gens affectés par le paludisme

Les interviewés ont été repartis dans la figure 5 en fonction de leur
estimation des gens, qu'ils considéraient comme étant les plus en

danger. Ils ont cités:
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Figure 5: Répartition des interviewés en fonction de leur estimation des gens,

les plus affectés par le paludisme. (Bagala n=94, Tonkoroni n=25, Nouna
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n=100, Ouagadougou n=100) Chez tous contréles pris au hasard on peut constater
que les enfants sont vues comme des personnes les plus en danger. Les femmes
enceintes se trouvent a la deuxiéme place, sauf a Tonkoroni ou les personnes agées

prennent cette place.

2.6 Importance d’une thérapie contre le paludisme

Une thérapie accessible a tous est trés importante pour 70 personnes
(74,5%) et importante pour 24 personnes (25,5%) des interviewés a
Bagala (n=94). A Tonkoroni (n=25) 20 personnes (80%) trouvent une
thérapie trés importante et 5 personnes (20%) la trouvent importante. A
Nouna (n=100) 77% et a Ouagadougou (n=100) 90% trouvent une
thérapie contre le paludisme trés importante et 22 % a Nouna et 8% a
Ouagadougou la trouvent importante. Il faut noter que seulement 2
personnes (2%) a Ouagadougou trouvent une thérapie accessible pour
tous un peu importante et une seule personne (1%) a Nouna reste

indifférente.

3. Le contact et I'opinion des gens inetrrogés sur la médecine

moderne
3a Contact des gens interrogés avec la médecine moderne:

3a.1. Fréguence et disponibilité de visiter une formation sanitaire les

dernieres 5 années:
La fréquence et la disponibilité de visiter une formation sanitaire ont été

examinés et les résultats sont indiqués dans le tableau III:

Fréquence et disponibilité | Bagala p% | Tonkoroni | p% Nouna p% Ouagadougou |P%
de consulter une formation | n=94 n=25 n=100 n=100
sanitaire les derniéres 5

années

Jamais 35 37,2 |15 60 24 24 20 20
Moins de 5 fois 45 47,9 |9 36 57 57 48 48
Plus de 5 fois 13 13,8 |1 4 16 16 29 29
Toujours en cas de maladie |1 1 0 0 3 3 3 3
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3a.2 Consultation d’une formation sanitaire en cas de paludisme l'année
passée

En case de paludisme présomptif I'année passée 24 personnes (26,4%)
ont consulté une formation sanitaire & Bagala (n=91). A Tonkoroni
(n=25) 3 personnes (12%) l'ont consulté. A Nouna (n=94) 43 personnes
(45,7%) et a Ouagadougou (n=82) 44 personnes (53,7%) ont rendu
visite a une formation sanitaire. On peut constater qu’a I’'exception des
interviewés a Ouagadougou, moins de la moitié des gens ont rendu

visite a une formation sanitaire en cas de paludisme présomptif.

3a.3 Fréquence et durée des médicaments déja pris par les interviewés

Les interviewés ont été repartis en fonction de la fréquence et de la
durée des médicaments déja pris et le qui est représentée dans la figure
6:
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Figure 6: Répartition de la prise des médicaments des interviewés en fonction

de la fréquence et de la durée. (Bagala: n=76, Tonkoroni: n= 23, Nouna:
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n=76, Ouagadougou: n=75) La majorité des gens a déja pris un médicament
régulierement mais pas pour une période longue (plus de trois semaines) sauf a

Tonkoroni, ou la majorité des interviewés n‘ont pas encore pris des médicaments.

3b Confiance et opinion des interviewés sur la médecine
moderne, en comparaison également avec la médecine

traditionnelle.

3b.1 Estimation de l’efficacité de la médecine moderne

Comme indiqué dans la figure 7, les interviewés ont été repartis selon

leur opinion sur la médecine moderne:
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Figure 7: Répartition des interviewés en fonction de leur estimation de

I'efficacité de la médecine moderne (Bagala n=94, Tonkoroni n=25, Nouna
n=100, Ouagadougou n=100). La majorité des interviewés dans tous les contréles

des gens pris au hasard trouvent que la médicine moderne est trés efficace

3b.2 Estimation de l’efficacité de la médecine traditionnelle

Les interviewés ont été repartis selon leur opinion sur la médicine

traditionnelle, ce qui est indiquée dans la figure 8:
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Figure 8: Répartition des interviewés en fonction de leur opinion sur la

médecine traditionnelle (Bagala n=94, Tonkoroni n=25, Nouna n=100,
Ouagadougou n=100). A Bagala la majorité trouve la médicine traditionnelle ni
efficace mais aussi ni inefficace indiquant qu’il y a quelques maladise ol la médicine
traditionnelle aide trés bien, mais il y a des autres maladies ou la médicine moderne
aide mieux. A Nouna et & Ouagadougou la majorité des interviewés pense que la
médicine traditionnelle est un peu efficace.

3b.3 Estimation de [l’efficacité du traitement antipaludisme de la_
médecine moderne

La répartition des interviewés en fonction de leur estimation de

I'efficacité du traitement antipalustre est représentée dans la figure 9:
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Figure9: Répartition des interviewés en fonction de leur estimation de
I'efficacité du traitement anitpaludisme (Bagala n=94, Tonkoroni n=25,
Nouna n=100, Ouagadougou n=100) La majorité des interviewés dans tous les
contréles pris au hasard sont persuadés de l'efficacité du traitement anitpaludisme de

la médicine moderne.

4. Dimension du paludisme

4.1 Nombre des interviewés déja affecté par le paludisme

Comme le paludisme est une maladie endémique au Burkina Faso, a
Bagala 93 (98,9%), a Tonkoroni 25 (100%), a Nouna 100 (100%) et a
Ouagadougou 98 (98%) des interviewés ont déja souffert du
paludisme. De ceux, qui ont déja souffert du paludisme a Bagala 14
(14,9%), a Tonkoroni 3 (12%), a Nouna 30 (30%) et a Ouagadougou 82
(82%) des interviewés ont pu se souvenir d’avoir souffert du paludisme

pendant leur enfance.

De plus 31 (66%) des femmes a Bagala, 8 (66,7%) des femmes a
Tonkoroni, 27 ( 54%) et 6 (12%) des femmes a Ouagadougou ont pu se

souvenir d’avoir souffert du paludisme pendant leur grossesse.

4.2 Fréquence des épisodes de fievre supporté par les interviewés

l'année passé.
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Les interviewés ont été repartis selon la quantité des épisodes de fievre,

pendant I'année passée, comme indiqué dans la figure 10:
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Figure 10 : Répartition des interviewés en fonction des épisodes de fievre,
pendant |'année passée. (Bagala n=94, Tonkoroni n=25, Nouna n=100,
Ouagadougou n=100) La majorité des interviewés a Bagala, Nouna et a
Ouagadougou a souffert une fois par an d'une épisode de fievre. A Tonkoroni la

majorité des interviewés en a souffert deux fois par an.
5. Dépenses mensuelles pour la santé envisageables

Les personnelles dépenses envisageables pour la santé sont indiqués
dans le tableau 1V:

Possibles dépenses | Bagala p% Tonkoroni p% Nouna p% | Ouagadougou |p%
mensuelles pour la|n=94 n=25 n=100 n=100

santé

rien 12 12,8 |5 20 8 8 11 11
Moins de 500 FCFA |46 48,9 |10 40 40 40 17 17
Entre 500 et 5000|0 0 0 0 5 5 10 10
FCFA

Plus de 5000 FCFA 0 0 0 0 5 5 10 10

Tableau IV: Répartition des dépenses mensuelles envisageables pour la
santé. (Bagala n=94, Tonkoroni n=25, Nouna n=100, Ouagadougou n=100)
La majorité des interviewés a Nouna et a Ouagadougou peut dépenser entre 500- et
5000 FCFA par moins pour la santé. A Bagala la majorité peut dépenser moins de 500
FCFA mensuel et a Tonkoroni le méme nombre des interviewés peut dépenser moins
de 500 FCFA ou bien entre 500- et 5000 FCFA.
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