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ABSTRACT

A double-blind study was conducted to measure the impact of atovaquone and proguanil hydrochloride (A-P)
malaria prophylaxis on the immunogenicity of oral attenuated vaccines against typhoid fever and cholera,
Salmonella typhi (S. typhi) Ty2la and Vibrio cholerae (V.cholerae) CVD103-HgR, respectively. 330
schoolchildren who lived in an area hyperendemic for malaria were stratified by weight and randomly assigned
A-P or placebo once daily for 12 weeks. All 330 children received initial curative treatment with artesunate
before the start of chemosuppression; oral attenuated vaccines were administered on the third week of
chemosuppression. Immunogenicity was assessed on the seventh week of chemosuppression by measuring

vibriocidal antibody and anti-S. typhi IgG and IgA lipopolysaccharide (LPS) antibody titers.

Two hundred ninety four children were included in the per-protocol population: one of the 150 children in the A-
P group and 31 of 144 children in the placebo group had positive smears during chemosuppression, yielding a
protective efficacy of 97% (95% CI 79-100%) with A-P. The two treatment groups did not differ significantly
with respect to change in antibody titers after vaccination (p=0.95 for anti-S. #yphi IgG antibodies, p=0.07 for
anti-S. typhi IgA antibodies and p=0.63 for vibriocidal antibodies). In both groups, mean baseline vibriocidal
antibody titers were high (143 in the placebo group and 138 in the A-P group) and response rates to V. cholerae
CVDI103-HgR vaccine were low (22% in the placebo group and 27% in the A-P group). Low response rates to
CVD103-HgR are related to high baseline vibriocidal antibody titers.

A-P combination is highly effective for malaria prophylaxis and does not interfere with the in vivo
immunogenicity of CVD103-HgR and Ty21a vaccines. The A-P combination could therefore be simultaneously

administered with the two vaccines.
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1 Allgemeines

Man schétzt, dass etwa 2.3 Milliarden Menschen in malariaendemischen Gebieten wohnen, das sind
41% der Weltbevolkerung. Die Inzidenz der Malaria bewegt sich jahrlich um die 300-500 Millionen
Fille.

1,5 — 2,7 Millionen Menschen sterben pro Jahr an dieser Infektionskrankheit, wobei sich darunter ca.
1 Million Kinder unter 5 Jahren befinden, was die Malaria in den betroffenen Gebieten zu einem
Hauptproblem der 6ffentlichen Gesundheitsfiirsorge macht. Die Lander des tropischen Afrika tragen
mit iiber 90% zu dieser weltweiten Inzidenz bei.

In diesen Gebicten tragt die Malaria tropica, die durch die Spezies Plasmodium falciparum
hervorgerufen wird, mit ca. 89% den Hauptanteil aller Malariafille [1].

Die schwer bzw. tddlich verlaufenden Formen der Malaria tropica betreffen vorzugsweise folgende

Personengruppen:

e Kinder zwischen 4 Monaten und 5 Jahren: diese in einem Endemiegebiet lebende Gruppe
sind wiederholten Krankheitsmanifestationen ausgesetzt, was eine Immunstimulation mit
nachfolgender Antikorperproduktion hervorruft.

Diese partielle Immunitdt dauert in der Regel ca. 12 Monate.

e  Aus nichtendemischen Gebieten einreisende Personen ohne Immunitét

Als haufigste Komplikation der Malaria tropica in der Republik Gabun findet man neurologische
Krankheitsmanifestationen mit Fieberkonvulsionen und schwere Andmien mit einem
Hamoglobinwert von unter 5 g/dl. Der Haufigkeit des Auftretens dieser schweren Verlaufsformen

mit beschriebener Andmie kann durch regelmifBige Chemoprophylaxe vorgebeugt werden [2].

Im Laufe der letzten 20 Jahre hat man eine zunechmende Resistenzentwicklung von Plasmodium
falciparum gegen gingige Antimalariamedikamente beobachtet, insbesondere gegen Chloroquin,
das iiber lange Zeit das Medikament der Wahl in der Chemoprophylaxe und der Therapie der
Malaria war. Das Auftreten von Resistenzen gegen Chloroquin sowie gegen
Dihydrofolatreduktasehemmer (DHFR-Inhibitoren) und Aminopyrimidine und der fortschreitende
Anstieg resistenter Stdimme von Plasmodium falciparum, die gegen fast alle in der Monotherapie
beniitzten Substanzen Resistenzen zeigten, barg ecine neue Herausforderung in sich. Diese
Resistenzformen sind in allen endemischen Gebieten weit verbreitet. Der stindige und auch
iiberméfige Einsatz dieser Medikamente sowohl in der Chemoprophylaxe als auch in der
Behandlung spielt beim auftretenden Selektionsdruck auf die Parasiten eine entscheidende Rolle in
der Resistenzentstehung. Seit dem Auftreten der Chloroquinresistenzen in den betroffenen Gebieten,

sind die Malariasterblichkeit und die allgemeine Sterblichkeit im Ansteigen begriffen.



Eine Losung des Problems bestand zwischenzeitlich darin, die Dosen von Chloroquin zu erhdhen
und die Behandlungsdauer zu verldngern, jedoch konnte diese Strategie aufgrund des hohen
Resistenzniveaus und des Toxizitétsrisikos nicht beibehalten werden.

Das momentane Konzept zur Behandlung der Malaria tropica besteht darin, bekannte, synergistisch
wirkende Medikamente zu assoziieren, um damit die Wirksamkeit bei gleich bleibender
Nebenwirkungsrate zu erhdhen. Andererseits verlangsamt diese Strategie eine mogliche
Resistenzentwicklung, wobei beachtet werden muss, dass moglichst Medikamente mit
unterschiedlichem Wirkmechanismus und verschiedenen Angriffsorten verwendet werden, wie es
bei dem Studienmedikament Atovaquon/Proguanil der Fall ist.

Jedoch auch weitere lebensbedrohliche Infektionskrankheiten wie zum Beispiel Typhus abdominalis
und Cholera stellen in den Lindern mit niedrigem hygienischem Standard eine Bedrohung fiir
Einheimische und Reisende dar. Leider liegen keine gesicherten epidemiologischen Daten zur
Pravalenz dieser beiden Erkrankungen in Gabun vor. Es muss aber gesagt werden, dass diese einer
starken Schwankungsbreite unterliegt. Epidemien entstehen in der Regel. auf dem Boden groBerer
Umweltkatastrophen, wie zum Beispiel Uberschwemmungen, Flutkatastrophen etc. Die reine
Existenz dieser ebenfalls lebensbedrohlichen Krankheiten hat dazu gefiihrt, dass bei Reisen in diese
Lander von reisemedizinischen Zentren zumeist eine Impfempfehlung fiir Typhus und Cholera
ausgesprochen wird und demzufolge sehr viele Reisende sich dieser Immunisierung unterziechen.
Zumindest die Impfung gegen Typhus ist weit verbreitet und wird von ca. jedem dritten

Auslandsreisendem, der zuvor medizinische Beratung sucht, genommen [3].



1.1 Epidemiologie der Malaria

1.1.1.Gabun

1.1.1.1. Lage
Die Republik Gabun liegt im Westen Zentralafrikas, zwischen dem 2. nordlichen und dem 4.
siidlichen Breitengrad. Sie hat eine GroBe von 266.000 km®> und wird vom Aquator durchzogen
und wird begrenzt:
e Im Westen vom Atlantischen Ozean
e Im Norden von Aquatorialguinea und Kamerun

e Im Osten und Siiden von der Volksrepublik Kongo

1.1.1.2. Klima

Gabun befindet sich in der tropischen Klimazone, charakterisiert durch hohe Temperaturen
(Jahresmittel: 27°C) und eine hohe Luftfeuchtigkeit (80-90%).
Die jahrliche Niederschlagsmenge betrdgt in etwa 3000 mm und wird mafBigeblich durch den
Wechsel zwischen Regen- und Trockenzeit bestimmt:

e  Grofle Regenzeit von Januar bis Mai

e Kleine Regenzeit von Oktober bis Dezember

e  Grofle Trockenzeit von Juni bis September

e Kleine Trockenzeit von Dezember bis Januar

1.1.1.3. Vegetation

Die Vegetation wird vom tropischen Regenwald des Primértyps charakterisiert, der ca. 80% der

Flache einnimmt. Im Siiden des Landes herrschen Steppen und Savannen vor.

1.1.1.4. Bevélkerung

Im Jahre 1993 erreichte die Einwohnerzahl 1.014976, was eciner Bevolkerungsdichte von 3,8
Einwohner/km? entspricht.

Gabun wird in 9 Provinzen, 46 Departements und 146 Kantone und Distrikte unterteilt.

Die politische und administrative Hauptstadt Libreville zahlt 463.187 Einwohner.

Port Gentil, das wirtschaftliche Zentrum des Landes, hat 87.659 Einwohner.

Im Gabun leben 73% der Bevélkerung in urbanen Gebieten und 27% auf dem Land.



Bevolkerungswachstum: ca. 2,5% (1995)
Geburtenrate: 3,6%
Mortalitdt: 1,6%

Quellen: Generaldirektion fiir Wirtschaft, Statistischer Dienst.
Gesundheitsministerium Libreville, Gabun

CIA World Fact Book, 2001

1.2 Epidemiologische Malidaten

1.2.1  Die Ubertragung der Malaria
Die Malaria ist eine Anthropozoonose, die durch den Stich der infizierten weiblichen Anopheles-

Miicke und dem damit verbundenen Ubertritt der Plasmodien auf den Menschen iibertragbar ist.

Diese vektorielle Ubertragung der Malaria wird durch verschiedene Faktoren bedingt und

begiinstigt:

1. Geoklimatische Faktoren

e Die oben genannten klimatischen Bedingungen begiinstigen bzw. bedingen die Entwicklung der
Vektoren

2.  Soziodokonomische Faktoren

e Abwanderung von groBlen Teilen der Landbevolkerung in die urbanen Zentren fithrt hdufig zur
Ubervolkerung der Stidte, bevorzugt in Form von sog. Slums mit schlechten hygienischen
Bedingungen, wie unzureichender Kanalisation, Ausbildung von Tiimpeln am Rande

urbanisierter Zonen — starke Begiinstigung der Vektorreproduktion

e Die durch eine hohe Arbeitslosigkeit bedingte sehr kritische, soziale und wirtschaftliche
Situation eines Grofteils der Bevolkerung fiihrt des weiteren zu Malnutrition und medizinischer
Unterversorgung, da in Gabun der Zugang zu medizinischer Versorgung sehr stark an die
finanziellen Moglichkeiten jedes einzelnen gebunden ist und ein Krankenversicherungssystem

nicht existiert.



3. Soziokulturelle Faktoren

e Die Krankheit wird haufig interpretiert als eine Aggression mystischen Ursprungs, als Fluch der
Eltern oder bereits verstorbener Familienangehoriger. Dies verschleiert gerade in ldndlichen
Gebieten die Realitdt der Krankheit, und erschwert eine effektive Bekdampfung. Eine
medizinische Versorgung erfolgt im Erkrankungsfalle hdufig zu spét, was einen zusitzlichen

Anstieg der krankheitsspezifischen Mortalitdt verursacht.

1.2.2 Inzidenz, Prdvalenz und Mortalitit der Malaria

Der Anteil der Malaria-bedingten Todesfille an der Gesamtmortalitit bei Kindern betrégt nach
Angaben des Gesundheitsministeriums in Gabun 6,6%. Aufgrund eines ausgeprigten Mangels an
ausreichend qualifizierten Fachkrédften im medizinischen Bereich ist diese Angabe jedoch nur mit

Vorsicht bewertbar.

In einer vorangegangenen Studie am Centre Hospitalier von Libreville konnte gezeigt werden, dass
bei 29,2% der in die Studie eingeschlossenen 500 Kinder mit subfebrilen Temperaturen im Alter
zwischen 3 und 7 Jahren Plasmodien im Blut nachweisbar waren. Bei den Kindern zwischen 2 und 3

Jahren waren es sogar 42% ohne signifikante Unterschiede zwischen den Geschlechtern [4].

In einer weiteren Studie zur Prévalenz von Plasmodium falciparum Gabun, bei der 4259 Dicke
Tropfen von febrilen und subfebrilen Kindern analysiert wurden, wurde eine Pravalenz von 29,3%
des Auftretens von Plasmodien beobachtet. Hierbei konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied

zwischen den beiden Geschlechtern festgestellt werden [5].

Es wurde des Weiteren festgestellt, dass die Pridvalenz von Plasmodien im Blut im ldndlichen
Umland von Lambaréné hoher ist als im Stadtbereich. Die maximale Héaufigkeit wurde in der
kleinen Regenzeit (September-November) beobachtet. Die am stirksten betroffene Altersgruppe war

die der 5-14-jéhrigen [6].

In einer dhnlichen Studie, aus Franceville im Siiden Gabuns, wurden Pridvalenzen von 39,8 bzw.

43,3% gemessen [7].



1.3 Die Malaria

1.3.1 Die einzelnen Plasmodienspezies

Weltweit kommen als humanpathogen relevante Erreger der Malaria folgende in Betracht:

Plasmodium falciparum: Erreger der Malaria tropica, hiufigste und

einzige lebensbedrohliche Malaria

Plasmodium malariae Erreger der Malaria quartana

Plasmodium vivax und Plasmodium ovale: Erreger der Malaria tertiana

Tab.1 Plasmodienspezies

Im Rahmen der bereits erwdhnten Studie zur Epidemiologie der Malaria im der Provinz Moyen
Ogoue von 1992 wurden folgende Daten zur Verteilung der Prévalenzen der einzelnen

Plasmodienspezies ermittelt [6].

Plasmodium falciparum:  88,7%

Plasmodium malariae: 8%
Plasmodium ovale: 0,6%
Mischinfektionen: 2,7%

Plasmodium vivax ist in Zentralafrika nicht présent.

Plasmodium falciparum stellt die einzige Spezies dar, die zu einer ausgeweiteten Parasitdmie fiihren

kann (bis zu 10° Parasiten/n]).

Plasmodium malariae und Plasmodium ovale fiihren selten zu einer Parasitimie von mehr als 10.000/puL

10



1.3.2  Pathophysiologie und Klinik

Q@ Anopheles-Miicke | Mensch
Sporozoiten
Leber N Pyrimethamin
Proguanil == Oocyste Gewebe- ummmmn Primaquin
Pyrimethamin Primaquin se—— schizonten Proguanil
HypnOZc‘)it\erlJ (Doxycyclin)
Ookinet Merozoiten
Erythrozyt
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Zygote Mefloquin /
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Pyrimethamin )
Proguanil (Doxycyclin)
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(R/3) (9/3) Pyrimethamin
\—/

Abb.1 Lebenszyklus der Plasmodien und Pharmakodynamik (In Anlehnung an Forth & Hentschler,
Pharmakolgie, 2001)

Die Malaria tropica ist besonders im Kindesalter eine potentiell vital bedrohliche Erkrankung.

Sie duBlert sich hiufig in Form von Kopfschmerzen, (intermittierendem) Fieber und gastrointestinalen
Symptomen wie Durchfall und rezidivierendem Erbrechen. In fortgeschritteneren Stadien treten haufig
neurologische Symptome hinzu (Apathie, Krampfanfille, Koma), aber auch andere Organsysteme,
insbesondere die Niere, werden stark geschidigt, was héufig bis hin zur Niereninsuffizienz bzw. einem

nephrotischen Syndrom fiihrt.

In der klinischen Untersuchung fallt ein schwerkranker Patient mit einem Ikterus durch den vermehrten

Erythrozytenzerfall und einer Splenomegalie auf.

Bei schweren Verldufen wird diese Symptomatik von erheblichen Verinderungen verschiedenster
Laborparameter begleitet, insbesondere ist in diesem Zusammenhang ein starker Abfall des Himo-globin-
Wertes und des Blutglucosewertes zu verzeichnen. Weiterhin kommt es zu einem starken Anstieg des

Blutlactats und konsekutiver metabolischer Azidose [8].
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14 Therapie und Medikationen

1.4.1 Substanzklassen

In der Behandlung der Malaria sind im Moment folgende Substanzklassen im Einsatz:

SUBSTANZGRUPPE WIRKSTOFF WIRKMECHANISMUS
4-Aminochinolone Chloroquin, Schizontizid
Amodiaquin

Chinchona-Alkaloide Chinin, Chinidin asexuelle erythrozytire Stadien

4-Chinolin carbinolamine Mefloquin Schizontizid, erythrozythéres
Stadium

8-Aminochinoline Primaquin Wirkt auf Gametozyten,
Sporozoiten, Hypnozoiten
schwach schizontizid,

Diaminopyrimidine Pyrimethamin Hemmung der DHFR,
schizontizid

Sulfonamide und Sulfone Sulfadoxazin, Dapson Hemmung der Dihydropte-

roatsynthetase, schizontizid

Tetrazykline Doxycyclin Hemmung der Proteinsynthese
durch ribosomale Bindung,
Blut- und Gewebeschizontizid
Biguanide Proguanil Metabolit Cycloguanil hemmt
DHFR, schizontizid
Sesquiterpenlactone Artemisinin Schizontizid
Phenantrenmethanole Halofantrin Schizontizid
Hydroxynaphtochinon Atovaquon Hemmung des mitochondrialen

Elektronentransports

Tab.2 Substanzklassen zur medikamentdsen Behandlung der Malaria

12




1.4.2 Resistenzprobleme

Die WHO definiert Resistenz gegen eine bestimmte Substanz mit dem Vermogen eines Erregers,
trotz hinreichender Verabreichung und Absorbtion eines Medikaments, zu iiberleben bzw. sich

fortzupflanzen.

Weltweit dominierend in ihrer Auspragung und ihren sozialen und wirtschaftlichen Konsequenzen
ist die Resistenz gegen Chloroquin, das lange Zeit als kostengiinstiges und relativ
nebenwirkungsarmes Therapeutikum der ersten Wahl etabliert war. Die Entstehung der Resistenzen

wurde gefordert durch ungezielte Einnahmen und eine sehr lange Halbwertszeit.

Die Resistenzen gegen Anti-Malaria-Medikamente lassen sich nach 2 verschiedenen Methoden

testen [9]:

e [nvivo der Einteilung in 4 Gruppen (S-RI-RII-RIII)

S=Sensitiv — Entparasitierung bis Tag 7 ohne Rekrudeszenz an Tag 28
RI-Resistenz: Entparasitierung bis Tag 7 mit Rekrudeszenz bis Tag 28

RII-Resistenz: Entparasitierung bis zu 25% der Ausgangsparasitdmie innerhalb von 48h jedoch

ohne komplette Remission bis Tag 7

RII-Resistenz: nur midBig vorhandene Reduktion der Parasitdmie innerhalb von 48h

e  Der in vitro Test untersucht den Einfluss von ansteigenden Dosen von Anti-Malaria-Medikamenten
auf das Ausbilden von Schizonten und auf den asexuellen Teilungszyklus des Parasiten. Es existieren

hierfiir verschiedene Methoden [9].

13



Ausbreitung der Malaria und chloroquinresistente Gebiete
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Abb.2
Geschichte:

Resistenzen von Plasmodium falciparum gegeniiber 4-Aminochinolinen wie Chloroquin und
Amodiaquin wurde erstmals 1957 in Thailand beobachtet [10]. Auf dem afrikanischen Kontinent

fand man sie das erste mal 1978 in Kenia [11].

Etwa zur gleichen Zeit wurden auch die ersten Resistenzen gegeniiber Pyrimethamin beobachtet.

Ursachen:

Bei Resistenzen gegeniiber den DHFR-Inhibitoren sind verschiedene Mutationen in betroffenen

Genabschnitten dafiir verantwortlich. Bei Pyrimethamin und Cycloguanil handelt es sich um die
Mutationen 108-Asn, 51-Ile, 59-Arg, 164-Leu und 50-Arg im DHFR-Gen [12]

Es ist bekannt, dass chloroquinresistente Parasitenstimme die Substanz aus ihren Vakuolen, dem
Wirkort von Chloroquin, sehr schnell wieder ausschleusen konnen. Vermittelt wird dieser Vorgang
iiber eine Punktmutation im PFCRT-Gen (Plasmodium falciparum chloroquine resistance

transporter-Gene), welches sich auf Chromosom 7 des Parasitengenoms befindet [13].

Eine weitere molekulare Ursache der Resistenzen von Plasmodium falciparum ist im PFMDR 1 Gen

zu sehen, welche in Homologie zu den MDR-Genen menschlicher Tumorzellen betrachtet werden

14



konnen. Das PFMDRI1 Gen ist im Gegensatz zum PFMDR 2 Gen mit Chloroquinresistenzen

assoziiert [14].

Die Assoziation von Mutationen im PFMDR 1 bzw. im PFCRT-Gen und der Resistenz gegeniiber

Chloroquin wurden neulich auch in Lambarene unterucht [15].

In vivo Studien:

In verschieden Studien in Gabun und anderswo ist die nachlassende Wirkung von Chloroquin

nachgewiesen worden.

In einer Studie am Albert Schweitzer Krankenhaus in Lambarene wurde die in vivo Empfindlichkeit
von Plasmodium falciparum gegeniiber Chloroquin, Chloroquin/Clindamycin, Chinin oder
Chinin/Clindamycin untersucht. Es nahmen 140 Kinder im Alter zwischen 4 und 15 Jahren teil. In
der Chloroquingruppe konnten lediglich 9% bis zum Tag 28 geheilt werden, im Gegensatz zu 70%
in der Chloroquin/Clindamycin-Gruppe [16].

Auch in anderen malariaendemischen Gebieten der Erde ist die stark reduzierte Wirksamkeit einer
Chloroquin-Monotherapie durch zahlreiche Studien belegt. So zum Beispiel wurden bei der US-
Navy in Indonesien in einer klinischen Studie zum Vergleich der Wirksamkeiten von
Chloroquin/Doxycyclin vs. Chloroquin bzw. vs. Amodiaquin lediglich 4 von 20 erkrankten
Personen in der Chloroquin-Gruppe geheilt [17].

In einer Studie in Laos wurden 48 Patienten mit P.falciparum Malaria mit Chloroquin behandelt von
denen 54% innerhalb von 28 Tagen geheilt werden konnten. Bei allen Patienten die einen
Behandlungsfehler aufwiesen, konnte die oben genannte. Mutation im PFCRT-Gen nachgewiesen

werden (K76T) [18].

Die Resistenzlage gegeniiber Sulfadoxin/Pyrimethamin ist Zentralafrika noch nicht mit der von
Chloroquin vergleichbar, jedoch ist ein Absinken der Empfindlichkeit von P.falciparum gegeniiber

diesem in der dritten Welt sehr géingigem Medikament (Fansidar® ) erkennbar.

In Franceville, im Sidosten Gabuns, wurde 1999 eine Studie zur Wirksamkeit von
Sulfadoxin/Pyrimethamin durchgefiihrt in die 66 Kinder eingeschlossen wurden. Bei 18% wurde

eine RII, und bei weiteren 12% eine RIII-Resistenz festgestellt[19].

In einer Studie in Peru, in der die Wirksamkeit von Atovaquon/Proguanil, Chloroquin und
Sulfadoxin/Pyrimethamin  verglichen wurde, konnten 21 von 21 Patienten in der
Atovaquon/Proguanil-Gruppe, 5 von 5 Patienten in der Sulfadoxin/Pyrimethamin-Gruppe und
schlieBlich 1 von 13 Patienten in der Chloroquin Gruppe geheilt. Die generelle Aussagekraft bleibt

jedoch auf Grund der geringen Grof3e der einzelnen Gruppen diskussionswiirdig[20].
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Auch in einer weiteren, in Uganda durchgefiihrten Studie diskutierte man den eventuellen Ersatz
von Chloroquin durch Sulfadoxin/Pyrimethamin bzw. Amodiaquin oder einer Kombination der
beiden. In der Sulfadoxin/Pyrimethamin Gruppe zeigten 26% , in der Amodiaquingruppe 16% und
in der Sulfadoxin/Pyrimethamin-Amodiaquingruppe 10% einen Behandlungsfehler nach

parasitologischen Aspekten (Parasitimie zwischen dem 6. und 14. Tag) [21].

Am Studienort wird in zweijahrlichem Abstand eine in vitro Resistenzbestimmung auf Mefloquin,
und Chinin durchgefiihrt. Dabei ergaben sich fiir die in vitro Empfindlichkeit von Plasmodium

falciparum gegeniiber Mefloquin und Chinin folgende Daten (EDsq in umol/l) [22] :

1992 1994 1996 1998
Chinin 0,51 0,54 0,37 0,26
Mefloquin 0,31 0,51 0,36 0,36

Tab.3 EDs, in nmol/1 fiir Chinin und Mefloquin

Chloroquin zeigte eine ED 50 von 1,86 pmol/l, was ein Hinweis fiir eine starke Parasitenresistenz ist.

Medikamentenresistenz in Lambaréné, Gabon
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Abb.3 Entwicklung der Medikamentenresistenz in Lambaréné, Gabun von 1992-1998
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Leider ist Chloroquin in der Behandlung der Malaria in Gabun noch immer weit verbreitet. Es wird
zumindest in Lambarene nicht mehr in 6ffentlichen Gesundheitseinrichtungen verordnet, jedoch

wird es weiterhin in Apotheken vertrieben und erfreut sich dort noch immenser Nachfrage.
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Abb.4 Verkaufte Malariamittel in Gabun pro Monat 1991-1995 (Mit freundlicher Genehmigung von Frau Dr.
Maryse Ndjavé)
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1.5 Das Studienmedikament
1.5.1 Atovaquon

oy

566C80

OH

O
Bei Atovaquon handelt es sich um ein erstmals zu Beginn der achtziger Jahre synthetisiertes Medikament

aus der Gruppe der Hydroxynaphtochinone.

Sein Wirkmechanismus ist bislang nicht vollstindig geklart. Die Substanz fiihrt zu einer Hemmung des
Cytochrom-bcl-Komplexes in den Mitochondrien, da es als Analogon des Coenzyms Q (Ubichinon)
fungiert und damit zu einer Blockierung der Atmungskette und folglich zu einer Blockierung der ATP-
und- Nukleinsdureproduktion der Protozoen fithrt. Vermutlich greift es in die De-Novo-
Pyrimidinsynthese der Erreger ein (Protozoen konnen keine préformierten Pyrimidine resorbieren). Es
besteht eine selektive Toxizitdt fiir Mikroorganismen, da die blockierten enzymatischen Reaktionen in

menschlichen Zellen nicht ablaufen [23]

Atovaquon wird als Monotherapie in Deutschland auch zur Behandlung anderer parasitirer Erkrankungen
wie der Toxoplasmose und der Pneumocystis-carinii-Pneumonie (PCP) eingesetzt. Jedoch fungiert es dort

auch aus Kostengriinden nur als Medikament der zweiten oder dritten Wahl.

1.5.2  Proguanil

CH3

Cl_ —NH-C-NH-C-NH-CH

NH  NH \CH3
Proguanil gehort zu den Biguaniden (Tab.2) und fungiert als Prodrug. Es ist seit den vierziger Jahren

bekannt. In Siidostasien traten nach rascher und breiter Anwendung vielerorts Resistenzen auf. In den

neunziger Jahren erlebte das Medikament eine Renaissance, da es von der WHO in Kombination mit
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Chloroquin als Prophylaktikum fiir malariaendemische Gebiete aufgefiihrt wurde. Proguanil selbst besitzt
nur eine relativ schwache inhibitorische Wirkung auf die DHFR, die eigentliche Wirkung wird von
seinem Metaboliten Cycloguanil entfaltet. Eine Affinitdt zum entsprechenden Enzym in S&ugetierzellen

ist ebenfalls vorhanden, ist jedoch um vieles niedriger [23].
Weltweit dominieren 2 verschiedene Resistenzmechanismen gegen Proguanil:

1. Punktmutationen im DHFR-Gen des Parasiten [24-26]

2. Defizienz verschiedener Isoformen des Cytochrom P450 bei bis zu 20% aller Afrikaner und
Asiaten, die die Konvertierung von Proguanil zu Cycloguanil katalysiert [27,28].

1.5.3 Das Kombinationspéparat Atovaquon-Proguanil

Das A-P-Kombinationspriparat zeichnet sich durch ihre in stirkstem Mafe synergistisch wirkenden
Einzelkomponenten aus. Der Hemmstoff des mitochondrialen Elektronentransports Atovaquon auf der
einen und der DHFR-Hemmer Proguanil auf der anderen Seite ergénzen sich auf aulergewohnlich gute
Art und Weise, was die in verschiedenen Studien erzielten Wirksamkeiten anbelangt [29]. Mit ihren
tendenziell niedrigen Halbwertszeiten von 42h (Atovaquon) und 14h (Proguanil) und dem daraus
resultierenden tdglichen Einnahmerhythmus ist eine Resistenzentwicklung durch subtherapeutische
Plasmaspiegel unwahrscheinlich. Das Medikament ist unter dem Handelsnamen Malarone® zur Therapie

der unkomplizierten Malaria tropica und zur Chemoprophylaxe zugelassen.

Bis zur Zulassung wurde in den verschiedensten Studien die Wirksamkeit und Sicherheit des Praparates

bestatigt:

In einer zehnwochigen Studie an 198 kenianischen Erwachsenen, erkrankte keiner der 133 mit A-P-
Kombinationstherpie behandelten, jedoch 28 der 65 Placeboempfanger was einer Wirksamkeit von 100%
entspricht [30].

In Sambia erhielten 136 Erwachsene A-P-Medikation und 138 Placebo, wobei in der Placebogruppe 41
Teilnehmer an Malaria erkrankten und 2 in der A-P-Gruppe. Dies entspricht einer Wirksamkeit von 95%
im Vergleich zur Placebogruppe [31]

Auch in Lambaréné, Gabun, wurde bereits eine Studie zur Wirksamkeit der A-P-Chemoprophlaxe
durchgefiihrt. Dabei erkrankten 25 von 140 Kindern in der Placebogruppe, jedoch kein einziges in der A-
P-Gruppe, was ebenfalls einer Wirksamkeit der A-P Chemoprophylaxe von 100% entspricht [32]
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Anzahl der Teilnehmer % Wirksamkeit (95%
KI)
Studienort | Behandlungs- Einge- Studie Parasitimie | Inzidenz |Methode 1| Methode 2
gruppen* schlossen abgeschlossen entwickelt Parasitdmie
Kenia Placebo 68 54 28 5,80
A+P 70 54 0 0 100 100
A+Px2 67 54 0 0 100 100
Sambia Placebo 138 111 41 3,88
A+P 136 102 2 0.18 95,3 94,6
Gabun Placebo 140 134 25 1,64
A+P 125 113 0 0 100 100
Gesamt Placebo 346 299 94 3,07
A+P 331 269 2 0,06 97,9 97,6

Tab.4: Studien zur Untersuchung der Wirksamkeit von A-P in verschiedenen Lindern

* A+P =250 mg Atovaquon und 100 mg Proguanilhydrochlorid bzw. 62,5 mg Atovaquon und 25 mg
Proguanil bei der in Gabun verwendeten pédiatrischen Formulation; A+P x 2 = 500 mg Atovaquon and
200 mg Proguanilhydrochlorid einmal téglich.

1 Inzidenz der Parasitdmien in pro Person pro Jahr

§ Wirksamkeit nach Methode 1 = 100 x [1-(Inzidenzdichte in A-P-Gruppe/Inzidenzdichte in
Placebogruppe)]

Wirksamkeit nach Methode 2 = 100 x [1-(Anteil mit Parasitimie in A-P-Gruppe/ Anteil mit
Parasitdmie in Placebogruppe)].
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Teilnehmer mit UW
in Prozent ohne Therapiekausalitét (in Prozent mit Therapiekausalitit)
Erwachsene Kinder und Jugendliche
Placebo-kontrolliert Gesamt
Uw Placebo A+P A+P Placebo A+P
(n=206) (N=206) (N=381) (n=140) (n=125)
Kopfschmerzen 27(7) 22 (3) 17 (5) 21 (14) 19 (14)
Fieber 13(1) 5(0) 3(0) 11 (<1) 6(0)
Myalgie 11(0) 12 (0) 7(0) 0(0) 0(0)
Bauchschmerzen 10 (5) 9(4) 6(3) 29 (29) 33 (31)
Husten 8 (<1) 6 (<1) 4(1) 9(0) 9(0)
Diarrhoe 8(3) 6 (<1) 4(1) 3(D) 2(0)
IOL 7(0) 8(0) 5(0) 0(0) 0(0)
Dyspepsie 5(4) 3(2) 2(2) 0(0) 0(0)
Riicken- 4 (<1) 8 (<1) 4 (<1) 0(0) 0(0)
schmerzen
Gastritis 3(2) 3(3) 2(2) 0(0) 0(0)
Erbrechen 2 (<1) 1(<1) <1 (<1) 6(6) 7(7)
Gesamt 65 (32) 54 (A7) 49 @17) 62 (41) 60 (42)

Tab 5.: Teilnehmer mit UW ohne und mit Therapiekausalitét

IOL = Infektion der oberen Luftwege

Neuerdings wird jedoch angezweifelt, dass die reine Coaktivitit von Proguanil einerseits als DHFR-
Inhibitor und Atovaquon andererseits als Hemmstoff des mitochondrialen Elektronentransports als
alleinige Erkldrung fiir den synergischen Effekt ausreicht. Vielmehr wurde herausgefunden, dass
Proguanil die fiir das Zusammenbrechen des Elektropotentials an der inneren Mitochondrienmembran
ndtige Konzentration an Atovaquon verringert. Dies konnte zumindest erkldren, warum Atovaquon-
Proguanil selbst in Regionen mit hohen Resistenzraten gegen DHFR-Inhibitoren wie Proguanil eine

bewiesenermalien hohe Wirksamkeit besitzt [33].
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1.6 Typhus
1.6.1 Allgemeines und Epidemiologie

Der Erreger, Salmonella typhi, ist weltweit verbreitet. Die jahrliche Inzidenz von Typhus abdominalis
wird auf etwa 17 Millionen Erkrankungen und 600.000 Todesfille geschitzt. In Landern mit
unzureichenden hygienischen Bedingungen sind besonders hohe Erkrankungszahlen und wiederholt
Ausbriiche und Epidemien zu verzeichnen, z. B. in Afrika, Siidamerika und Siidostasien (s. Abb 5.). In
Deutschland konnte die Zahl der Erkrankungen durch die Versorgung der Bevdlkerung mit hygienisch
einwandfreiem Trinkwasser, Vorschriften fiir Dauerausscheider und andere Mafinahmen stark vermindert

werden.

Im Jahr 1999 lag die Zahl der gemeldeten Erkrankungen an Typhus abdominalis mit 109 etwas hoher als
in den Vorjahren (1997: 75; 1998: 76). Die Zahl der gemeldeten Paratyphus-Erkrankungen lag in den
Jahren von 1997 bis 1999 zwischen 59 und 84. Etwa 80-90 % aller Typhus- und Paratyphuserkrankungen
werden gegenwirtig importiert, insbesondere aus Entwicklungslédndern, in denen Typhus und Paratyphus
stark verbreitet sind und die hdufig beliebte Reiseziele darstellen (z. B. Pakistan, Indien, Thailand,
Indonesien, Agypten, Tiirkei und Marokko). Als Infektionsgebiete treten vor allem auch Regionen in
Erscheinung, in denen sich die sanitiren und allgemein hygienischen Verhiltnisse aufgrund von

Katastrophen oder Kriegseinwirkung dramatisch verschlechtert haben [34].

Epidemiclogie des Typhus abdominalis
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Abb.5 Verbreitungsgebiete des Typhus abdominalis
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1.6.2  Klinik, Serologie und Therapie
Der Typhus abdominalis wird vor allem von Salmonella typhi, seltener von Salmonella paratyphi A oder

B hervorgerufen, welche zur Gruppe der gramnegativen Stibchen gehdren.

Die Ubertragung erfolgt fikal-oral, besonders durch verunreinigtes Trinkwasser. Es handelt sich um eine
Allgemeininfektion mit einer mittleren Inkubationszeit von 2 Wochen. Die klinische Symptomatik
beginnt mit Allgemeinsymptomen wie Fieber und Kopfschmerzen, hdufig zeigt die Zunge einen dicken
weilllichen Belag. Im weiteren Verlauf konnen Bewusstseinsstorungen in den Vordergrund treten.

Héamatogene Streuung der Erreger ist moglich und stark prognosereduzierend [35].

Der serologische Antikdrpernachweis mittels der Widal’schen Reaktion wird zeitigstens nach der ersten
Krankheitswoche positiv, wobei ein IgG-Antikorpertiter von > 1:100 stets verddchtig auf eine Infektion

ist [35]. Den definitiven Beweis einer Infektion liefert der Erregernachweis in der Blutkultur.

Therapeutisch werden, nicht zuletzt in Anbetracht der Resistenzlage, hauptsédchlich Fluorochinolone,

Cotrimoxazol oder ein Aminopenicillin als Mittel der ersten Wahl eingesetzt [34].

1.7 Cholera

1.7.1  Allgemeines und Epidemiologie

Diese erstmals von Robert Koch 1883 ndher beschriebene Erkrankung wird von Vibrio cholerae, Biovar
cholerae und Biovar el Tor hervorgerufen. Sie ist weltweit verbreitet, breitet sich aber bevorzugt auf dem
Boden von Naturkatastrophen und den daraus resultierenden schlechten hygienischen Umstinden aus.
Epidemien sind wiederholt auf dem indischen Subkontinent und in einigen Regionen Siidamerikas

aufgetreten [34].

1.7.2  Pathophysiologie und Klinik

Die klinische Symptomatik, der in der Regel durch orale Aufnahme von verunreinigtem Trinkwasser
hervorgerufenen Erkrankung, wird durch die Wirkung des Choleratoxins, eines Exotoxins, bestehend aus
einer A und B Untereinheit, verursacht. Die Anlagerung des Toxins an die Darmzelle fiihrt zu einer
Aktivierung der Adenylatzyklase mit entsprechender Stérung des Elektrolytaustausches und damit zu
einer sekretorischen Diarrhde. Eine Schiddigung der Schleimhautzellen tritt nicht ein. Die Symptomatik

ist, abhéngig von der Toxinproduktion, mehr oder weniger stark ausgepragt

Die Erkrankung beginnt ohne Prodromalsymptome mit zunehmend weichen, dann mehr und mehr
wassrigen Stuhlentleerungen. Seltener leiden die Patienten auch unter Erbrechen. Bei schweren

Erkrankungsformen kommt es zu profusen, wéssrigen, schmerzlosen Durchfillen (Reiswasser-Stiihle) mit
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Fliissigkeitsverlusten bis zu 20 /Tag. Die Patienten leiden unter starken Wadenkrdmpfen, es kommt zu
zunehmender  Exsikkose,  Elektrolytentgleisung und  Azidose. Ohne  Fliissigkeits- und
Elektrolytsubstitution triiben die Patienten zunehmend ein, und es kommt aufgrund von Nierenversagen
und Kreislaufkollaps zum Exitus letalis. Die Letalitdt der unbehandelten Erkrankung kann bis zu 60%
betragen. Bei rechtzeitiger Elektrolyt- und Fliissigkeitssubstitutionstherapie ist die Prognose gut (Letalitéit
1%) [35].

1.8 Die Impfstoffe CVD103-HgR und Ty21a

Bei CVD103-HgR und Ty21a handelt es um attenuierte Lebendimpfstoffe, die zum Gebrauch zugelassen

sind, und deren Anwendung bei Bewohnern und Reisenden in endemische Gebiete indiziert ist.

Bei CVD103-HgR handelt es sich um apathogene Vibrio cholerae CVD103-HgR, denen das Gen, das die
A-Untereinheit des Choleratoxins codiert, entfernt wurde. Durch die Lebendvakzine wird sowohl eine
lokale intestinale Immunantwort provoziert, als auch spezifische Serumantikorper gebildet. Es besteht ein
Impfschutz friihestens sieben Tage nach Einnahme des Impfstoffs. Der Impfschutz hélt ca. 6 Monate. Die

Induktion der Immunantwort erfolgt analog zu Ty21 a.

Ty21 a ist ein vom Swiss Serum and Vaccine Institute hergestellter attenuierter Lebendimpfstoff, der per
os zugefiihrt wird. Es handelt sich um die apathogene Salmonella typhi Ty2la Spezies, welcher das

Enzym UDP-galactose-4-epimerase entfernt wurde (Berna Biotech AG, Bern, Schweiz).

Der attenuierte Lebendimpfstoff wird von Zellen des mononukledren Systems erkannt und prozessiert.
Anschliefend werden Teile des bakteriellen Antigens und der bakteriellen DNA von diesen Zellen unter
Zuhilfenahme ihrer membranstindigen MHCI1-Proteine dem T-Zellsystem présentiert und es werden
Memory-T-Zellen formiert, die nun die Aufgabe der spezifischen Immunabwehr gegen Typhus

abdominalis ibernehmen (s. Abb.6).

Rekombinante Expression bakterieller Antigene
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Abb.6: Rekombinante Expression bakterieller Antigene (Berna Biotech AG, Bern, Schweiz).
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Abb7. Funktionalitit des CVD-103HgR Impfstoffs (Berna Biotech AG, Bern, Schweiz)

1.8.1 Wirksamkeit und Vertraglichkeit von Ty21a und CVD-103HgR

Bisher wurden verschiedene Studien durchgefiihrt, die die Vertrdglichkeit und Wirksamkeit der beiden
Impfstoffe untersuchten. In einer Studie an 330 gesunden, freiwilligen Erwachsenen in Wien 1995 in
welcher randomisiert entweder Ty21a / CVD-103HgR oder Placebo gegeben wurde (Ratio 4:1), konnte
kein signifikanter Unterschied im Auftreten von Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Durchfall oder Erbrechen

gefunden werden [36].

In verschieden weiteren Studien wurden das Auftreten von Nebenwirkungen nach Gabe von CVD-
103HgR u./o. Ty2la untersucht, und es wurden je nach Protokoll in der Regel Diarrho (10-30%),
Ubelkeit (5-14%), Erbrechen (0-2%), abdominelle Beschwerden (4-15%) gefunden [37,38].

1.8.2 Interaktionen von Ty21a und CVD-103HgR und Antimalariamedikamenten

Fir die Induktion einer potenten Immunantwort bedarf es einer gewissen Replikationsfahigkeit der
inokulierten Erreger, sodass es nahe liegt, dass Antibiotika oder Stoffe mit antibakterieller Potenz diese
Replikation storen konnten [39]. Mefloquin und Chloroquin besitzen beide eine antibakterielle Potenz

und konnen die Immunogenitét der Ty21a Vakzine verringern [40-42]

Weiterhin wurde bereits die Wirksamkeit (induzierte Antikorperantwort) und die Vertraglichkeit von
Ty2la / CVD-103HgR in Komedikation mit Antimalariamedikamenten wie Chloroquin, Proguanil
untersucht. Dort wurde festgestellt, dass insbesondere Chloroquin, aber auch Proguanil die Induktion

einer Antikorperantwort auf CVD-103HgR allein, nicht aber auf eine Kombination von Ty2la und
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CVDI103HgR, signifikant verringern [43].

2 Methoden und Durchfuhrung
2.1 Ziel der Studie

Studienziele:

e Untersuchung des Einflusses von Atovaquon/Proguanil auf die Immunantwort auf Ty 2la und

CVD103-HgR Impfstoffen bei Kindern mit einem Korpergewicht zwischen 11 und 40 kg

e Untersuchung der Vertraglichkeit von Atovaquon/Proguanil bei gleichzeitiger Gabe von Ty21a und
CVDI103-HgR Impfstoffen in der Prophylaxe der Plasmodium falciparum Malaria bei Kindern mit

einem Korpergewicht zwischen 11 und 40 kg

e Untersuchung der Wirksamkeit von Atovaquon-Proguanil in der Prophylaxe der Plasmodium

falciparum Malaria bei Kindern mit einem Korpergewicht zwischen 11 und 40 kg

e Untersuchung der Vertriglichkeit von Atovaquon-Proguanil in der Prophylaxe der Plasmodium-

falciparum Malaria bei Kindern mit einem Korpergewicht zwischen 11 und 40 kg

2.2 Angestrebte Ergebnisse der Studie

Priméres Ergebnis

® Anteil der Probanden mit Parasitdmie unter Chemoprophylaxe

Sekundares Ergebnis

e anti-S. #phi IgG and IgA Lipoploysaccharid-Serumantikorpertiter und V.  cholerae

Serumantikdrpertiter

e Inzidenz von Nebenwirkungen
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2.3 Aufbau der Studie

Es handelte sich hierbei um eine Phase 3 Studie, welche randomisiert, doppelblind, placebokontrolliert

vergleichend durchgefiihrt wurde. Sie besteht aus drei Etappen:

1. Entparasitierung fiir 3 Tage zum Ausschluss von Parasitimien an Tag 0

2. 4 Tage nach Abschluss der Entparasitierung tigliche Chemoprophylaxegabe im Zeitraum von
12 Wochen und in Woche 3 Impfgabe von Ty21a und CVD103-HgR gefolgt von einer Ty21a-
Gabe 2 und 4 Tage spiter.

3. Nachsorgephase von 4 Wochen. Um eine addquate Aussagekraft zu gewahrleisten, wurden
mindestens 25 Probanden mit Parasitimie zwischen der dritten und der 12 Woche benétigt.
Fiir den Fall, dass dies nicht erreicht wurde, wurde die Studie bis zum Erreichen von 25

positiven Probanden fortgesetzt, jedoch maximal bis zu Woche 20.

24 Zusammensetzung der Probanden

Diese Studie begann mit 330 gesunden, méannlich und weiblichen gabunischen Schulkindern zwischen 4
und 16 Jahren, die zwischen 11 und 40 kg wogen, 110 davon jeweils in einer der drei Gewichtsklassen

—Tab 7.

Davon mussten 275 Probanden die Entparasitierungsphase abschlieBen, und in die Chemo-

prophylaxephase aufgenommen werden.

2.5 Inklusionskriterien

Fiir den Einschluss in die Studie mussten bei den Studienteilnehmern folgende Kriterien erfiillt sein:
1. minnlich oder weiblich
weibliche Versuchsteilnehmerinnen mussten die folgenden Vorraussetzungen erfiillen:

a Stadium der Pramenarche
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)]
2)
3)
4)

6)

7)

2.6

oder

b  Bei bereits menstruierenden Médchen mit negativem Schwangerschaftstest zum Zeitpunkt

der Eingangsuntersuchungen in Verbindung mit Einverstindnis zu:

e Vollstindigem Verzicht auf Sexualverkehr von 2 Wochen vor Beginn der
Chemoprophylaxegabe

e Orale Kontrazeptiva (Kombinationspraparate oder nur Progesteron)

e Jeder Art intrauteriner Schwangerschaftsverhiitung (vorliegen von Publikationen, die

die ,,Failure Rate* des Produktes auf unter 1% pro Jahr angeben, ist erforderlich)

e Kontrazeptiv wirksame Barrieremethoden (Okklusionspessar, Scheidendiaphragma) in

Verbindung mit einer der oben genannten Methoden
guter Allgemeinzustand
Vorhandensein eines Malariainfektionsrisikos
Alter zwischen 4 und 16 Jahren
Korpergewicht zwischen 11 kg und 40 kg

Einverstindnis der Eltern bzw. des Vormundes eine schriftliche Einverstindniserklarung

beziiglich des Studienprotokolls zu erteilen

Zustimmung der Kinder selbst

Exklusionskriterien

Bei Zutreffen folgender Kriterien wird die Versuchsperson nicht zur Studienteilnahme zugelassen:

1)
2)

3)

4)

5)

Schwangerschaft oder Stillperiode

Moglichkeit zur Schwangerschaft ist gegeben und es ist kein erkennbarer Wille zu sehen diese

zu vermeiden
Bekannte Hypersensitivitit gegen Atovaquon und/oder Proguanil

Klinisch signifikante Normabweichungen bei den erhobenen hamatologischen und/oder
biochemischen Parametern welche den Studienteilnehmer einem erhdhten Risiko im Falle der

Teilnahme an der Studie aussetzt

Vorhandene Absicht das geographische Einzugsgebiet der Studie vor deren Beendigung zu

verlassen
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6) Einnahme jeder Art von Medikamenten, die eine Wirksamkeit gegen Malaria besitzen
7) Cholera— oder Typhusimpfung innerhalb der letzten 3 Jahre vor Studienbeginn
8) Anzeichen von AIDS oder anderen Immundefekten

9) Kinder, von denen eingeschétzt wird, dass sie aus bestimmten Griinden die Studie nicht

abschlielen werden.

2.7 Behandlung wihrend der Studie

2.7.1  Studienmedikamente und Dosierungen

2.7.1.1 Studienmedikamente und Dosierungen fiir die Entparasitierungsphase

Zum Zwecke der Entparasitierung wurden Tabletten a 50mg Artesunat verabreicht. Die Dosierung in

Abhingigkeit vom Koérpergewicht ist in der Tabelle 6 dargestellt.

Die in der Entparasitierungsphase verwendete Dosis von Artesunat betrug durchschnittlich 4mg/kg alle
24 h fiir drei Tage. Mehr als eine Million Patienten wurden bislang mit Artemisinderivaten behandelt,
wobei keine schweren Nebenwirkungen beobachtet werden konnten. Artesunat ist bewiesenermafien

sicher [44], sowohl als Einzelprédparat wie auch in Kombination mit anderen Medikamenten.

Alle Probanden erhielten eine Entparasitierungsmedikation mit nicht-geblindeten Artesunat Tabletten fiir

3 Tage.
ARTESUNATDOSEN IN ABHANGIGKEIT VOM KORPERGEWICHT
Gewicht des Probanden 11-20 kg >21-30 kg >30-40 kg
Artesunat (50mg Tabletten) 1 Tablette taglich 2 Tabletten tiglich 3 Tabletten tiglich
fiir 3 Tage fiir 3 Tage fiir 3 Tage

Tab.6 Artesunatdosen in Abhéngigkeit vom Kdorpergewicht

29



2.7.1.2 Studienmedikamente und Dosierungen fiir die Chemoprophylaxe

Fiir die Chemoprophylaxe werden A-P Tabletten mit einer festen Dosierung von 62,5 mg Atovaquon und
25 mg Proguanilhydrochlorid verwendet, welche von Glaxo Wellcome in Kanada produziert wurden. Das

Proguanilhydrochlorid wurde dem Hersteller von Jacobus Pharmaceuticals, Inc. zur Verfligung gestellt.

Nach dem erfolgreichen Absolvieren der Entparasitierungsphase sind die Versuchspersonen in die

Chemoprophylaxephase eingetreten und in eine der 2 Behandlungsgruppen randomisiert.
Behandlungsgruppe 1: Atovaquon-Proguanil
Behandlungsgruppe 2: Placebo

Nach der Randomisierung erhielt jedes Kind A-P oder Placebo einmal téglich. Die A-P und
Placebotabletten unterscheiden sich weder in Geruch, Form, GroBe oder Gewicht, so dass eine dulerliche
Unterscheidung unmdglich war. Daher wussten weder das Studienpersonal noch die Versuchspersonen
welche Medikation verabreicht wurde. Die in der Chemoprophylaxephase eingesetzte Dosis von A-P ist
identisch mit den verwendeten Dosen einer in der Vergangenheit in Gabun durchgefiihrten

Chemoprophylaxestudie [32]. Diese Dosis wurde gut toleriert und hatte eine Wirksamkeit von 100%.

Die zu verabreichende Dosis A-P bzw. Placebo steht in folgender Abhingigkeit vom Korpergewicht:

Dosis von A-P oder Placebo in Abhéingigkeit vom Korpergewicht

Gewicht des Probanden 11-20 kg 21-30 kg 31-40 kg

A-P oder Placebo 1 Tablette taglich 2 Tabletten tiglich 3 Tabletten tiglich

Tab.7 Dosis von A-P oder Placebo in Abhingigkeit vom Korpergewicht

2.7.1.3 Impfstoffe und Dosierungen fiir die Typhus und- Choleraimpfung

Das Schweizer Serum und Impfstoffinstitut stellte fiir die Studie einen attenuierten
Lebendtyphusimpfstoff (Ty21a) und eine Choleravakzine (CVD103-HgR) zur Verfiigung. Der Ty2la
Impfstoff enthdlt einen attenuierten Stamm von Salmonella typhi. Die CVD103-HgR Vakzine enthilt

einen attenuierten Stamm von Vibrio cholerae.
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Drei Wochen nach Beginn der Chemoprophylaxe wurde allen Versuchsteilnehmern ein attenuierter
Typhuslebendimpfstoff (Ty21a) sowie eine attenuierte Choleravakzine (CVD103-HgR) appliziert. Jedem
Kind werden insgesamt 3 Impfdosen verabreicht. Die erste Impfstoffgabe enthdlt den Typhus- sowie den
Choleraimpfstoff, der Typhusimpstoff bedurfte jedoch einer weiteren Gabe am 2. und am 4 Tag nach der
1. Applikation. Die beiden Vakzine sind nach Angaben des Herstellers und beziiglich verschiedener
Studien [36-38] gut vertrdglich fir Kinder von 3 Jahren an. Eine Dosierung in Abhéngigkeit vom
Korpergewicht war nicht erforderlich. Die Versuchsteilnehmer erhielten den Impfstoff gemdf3 den
Angaben des Herstellers unter der Auflage der einstiindigen Nahrungskarenz eine Stunde vor und nach
der Applikation. Es wurde weiterhin darauf geachtet, dass 7 Tage vor und nach der Impfung keine

Antibiotikagabe erfolgte.

2.8 Diagnostische Methoden
2.8.1 Malariadiagnostik

Als diagnostisches Mittel zur Feststellung einer Plasmodieninfektion wurde stets ein Dicker Tropfen
durchgefiihrt. Wir fithrten alle Dicken Tropfen nach der ,,Lambaréné Methode* durch wobei es sich um
ein standardisiertes Verfahren handelt dessen diagnostische Qualitit durch Studien belegt ist [45] und
bereits vielfach Verwendung fand. Ein Dicker Tropfen wurde als negativ bewertet wenn in mindestens

100 Olimmersionsfeldern im Mikroskop kein Parasit sichtbar war.

2.8.2 Bestimmung der Antikérper auf Ty 21a und CVD103-HgR

Die Antikorperserologie wurde in separaten Labors des Produzenten auf Basis gdngiger ELISA-Tests

durchgefiihrt.

2.9 Untersuchungen und Evaluierungen der Studienziele
2.9.1 Zeitplan

Ein genauer Zeitplan mit detaillierter Darstellung der einzelnen Studienabschnitte kann der Tabelle 8
entnommen werden. Die Selektion und Evaluierung der einzelnen Studienteilnehmer

(Eingangsuntersuchungen) erfolgte bis max. 3 Wochen vor Studienbeginn.

Die Entparasitierungsphase begann eine Woche vor dem Beginn der Chemoprophylaxe. Die dritte Dosis

Artesunat wurde 5 Tage vor Beginn der Chemoprophylaxe gegeben.
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Tab.8 Zeitplan mit chronologischer Ubersicht iiber durchgefiihrte MaBnahmen

Eingangs- |Entparasitie- [Chemoprophylaxephase INachsorgeunter-
luntersu- rungsphase suchungsphase
chungen

Woche -2 -1 1 R B @ 5 16 [7 B |9 (10|11 12 (13 14 |15 |16

Einverstiandniserklarung v

Inklusions- und v

Exklusionskriterien

Demographische Daten v

Anamnese / krperlichen v

Untersuchung

Schwangerschaftstest2 v v \

Himatologie/ Klinische v

Chemie

HIV-Antikdrpertest v

Malariadiagnostik v vivpbgph VYV

(Dicker Tropfen)

UW Exploration

Erhebung der Beimedikation

Artesunatbehandlung4 v

Orale Typhus- und v

Choleraimpfung”

A-P — Chemoprophylaxe

Medikamentencompliance v

BE Typhus- und Cholera v v

Serologie

BE fiir molekularbiologische [Stets bei Entwicklung einer Parasitdmie wihrend Chemoprophylaxe u.- Nachsorgephase

Parasitologie

—_

. Chemoprophylaxe kann bis zu Woche 20 fortgesetzt werden

2. Zu Beginn, in Woche 4, am Ende der Chemoprophylaxegabe und stets bei Verdacht einer Schwangerschaft

3. Dicker Tropfen vor und 7 Tage nach Entparasitierung, danach wochentlich und stets bei Verdacht auf Malaria und bei
vorzeitigem Abbruch

4. dreitdgige Medikamentengabe (Artesunat) unter Aufsicht wiahrend der Entparasitierungsphase

5. orale Typhusimpfung mittels 3 Dosen in Woche 4, Orale Choleraimpfung simultan mit der ersten Dosis der Typhusimpfung
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2.9.1.1 Qualitdtssicherung

Samtliche Probanden mussten die Inklusions- und Exklusionskriterien aus Kap. 2.5 und 2.6. erfiillen. Die

unterschriebenen Einverstdndniserkldrungen miissen mit Beginn der Eingangsuntersuchung vorliegen.

2.9.1.2 Eingangsuntersuchung

Klinische Untersuchung: Die Eingangsuntersuchung potentieller Probanden umfasste folgende

MaBnahmen:
e Erhebung allgemeiner Personendaten (Geburtsdatum, Geschlecht, GroBe und Gewicht)

e Allgemeine Anamneseerhebung (Abklérung einer eventuell stattgehabten Plasmodieninfektion in den

letzten 4 Wochen vor Studienbeginn)
e Erhebung der Medikamentenanamnese

e  Korperliche Untersuchung (einschlielich Vitalfunktionen)

Laboruntersuchungen:

e Hiamoglobinkonzentration

e Leukozytenzahl

e  Thrombozytenzahl

e Kreatinin

e  Alaninaminotransferase (ALT)

e  Gesamtbilirubin

e Dicker Tropfen zur Malariadiagnostik

e  Urinuntersuchung auf f-HCG (Schwangerschaftstest)

e Serumgewinnung zur Quantifizierung eines evtl. Cholera und/oder Typhusantikdrpertiter
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2.9.1.3 Entparasitierungsphase

Unmittelbar vor Verabreichung der ersten Dosis Artesunat wurde jedem Kind ein Dicker Tropfen und 3
ml Vollblut entnommen. Die Begleitmedikation, eventuelle Nebenwirkungen und Compliance werden an

jedem der 3 Tage der Artesunatgabe erhoben.

2.9.1.4 Chemoprophylaxephase

Die Versuchskohorte trat am Tag 1 in die Chemoprophylaxephase ein und begleitete diese mindestens 12
Wochen. Die einzelnen Versuchspersonen erhielten entweder Malarone oder Placebo gemédB ihrer
Randomisierungsnummer. Parallel stattfindende Medikation, Nebenwirkungen und Compliance werden

taglich gepriift.

Ein Dicker Tropfen wurde vor Beginn der Chemoprophylaxe erhoben, einmal wochentlich, stets bei

Verdacht auf Malaria, und zum Zeitpunkt eines eventuellen Studienabbruchs.
Bei einem postiven Dicken Tropfen wurden stets 3 Blutproben entnommen:
1. 5Sml zur pharmakokinetische Analyse
2. 3ml zur molekularbiologischen Diagnostik
3. 3ml werden kryokonserviert und zur in vitro Kultur fiir Resistenzpriifungen herangezogen

Die Zeitspanne zwischen der letzten Medikamentengabe und der Blutabnahme ist stets

dokumentiert worden.

Drei Wochen nach Beginn der Chemoprophylaxe erhielten alle Studienteilnehmer die Cholera-
und Typhusimpfungen. Vor der Impfgabe unterzogen sich alle weiblichen Teilnehmerinnen im
gebirfahigen Alter einem Schwangerschaftstest (Urinuntersuchung auf f-HCG). Bei negativem

Befund kann die Impfgabe wie folgt beginnen:

Tag 0: Gabe von Ty21a (Dosis1) und CVD103-HgR (Dosisl)
Tag 2: Gabe von Ty21a (Dosis2)

Tag 4: Gabe von Ty21a (Dosis3)

Nach einem Zeitraum von 14 Tagen wurde eine Blutprobe zur Analyse der Cholera- und

Typhusantikorpertiter genommen.

Nach Abschluss der Chemoprophylaxe wurde nochmals ein Schwangerschaftstest (Urinuntersuchung auf

B-HCG) durchgefiihrt.

34



2.9.1.5 Nachuntersuchungsphase

Auch in der Nachuntersuchungsphase wurden tiglich die aktuelle Begleitmedikation, Nebenwirkungen
und Compliance ermittelt. Einmal wochentlich und in jedem Falle eines Verdachts auf Malaria wurde der
Versuchsperson ein Dicker Tropfen entnommen. Weiterhin wurden 5 ml Vollblut zur Kryokonservierung

und anschlieBender in vitro Kultivierung zur Resistenzpriifung entnommen.

2.9.2 Demographie

Die demographischen Evaluierungen der Testpersonen umfassen Alter, Geschlecht, Grofe und Gewicht.
Weiterhin wurde die Anamnese erhoben, eine korperliche Untersuchung durchgefiihrt und alle relevanten

Daten gesammelt, die eine endgiiltige Entscheidung iiber den Einschluss in die Studie erlaubten.

Alle weiblichen Probandinnen im gebérfdhigen Alter mussten sich zum Zeitpunkt der

Eingangsuntersuchungen einem Schwangerschaftstest unterziehen.

2.9.3  Wirksamkeit

Das primére Endziel der Studie ist die Wirksamkeit der Chemoprophylaxe, die durch die Vermeidung von
Parasitdmien bei den Testpersonen determiniert wird. Ein Dicker Tropfen wurde unmittelbar vor und 7
Tage nach dem Beginn der Entparasitierungsphase, einmal wochentlich und wiahrend der

Chemoprophylaxegabe stets im Falle eines Malariaverdachts angefertigt.

Er wurde nach Giemsa (Standardverfahren) gefirbt. Er ist der einzige definitive Test um eine

Plasmodium falciparum Malaria zu bestétigen.

Die Parasitenzahl wurde nach oben genannter Methode [45] bestimmt und als Parasitenzahl/ul
angegeben. Ein Priparat gilt als negativ, wenn nach 100 Olimmersionsfeldern im Mikroskop kein Parasit

gefunden wurde.

Um neu stattgefundene Infektionen von einer Rekrudeszenzen unterscheiden zu konnen, wurden die
Parasiten von der ersten Blutentnahme zu Studienbeginn mit denen vom Zeitpunkt des Auftretens einer

Malaria genetisch verglichen. Dazu wurden zu beiden Terminen 3 ml Vollblut EDTA abgenommen.
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2.9.4 Typhus und- Choleraantikorpertitteruntersuchung

Blutproben zur Bestimmung der Titer von IgG and IgA anti-S.¢yphi-Lipopolysaccharid (LPS) und von

anti-V.cholerae LPS werden im Rahmen der Eingangsuntersuchungen und in Woche 5 entnommen.

Die Weiterverarbeitung der Proben und die Bestimmung der immunologischen Messwerte erfolgt durch

das ,,Swiss Serum and Vaccine Institute*.

2.9.5 Vertrdglichkeit

Die folgenden Parameter werden evaluiert:
e Medizinische Anamnese und korperliche Untersuchung
e Schwangerschaftstest (zur Eingangsuntersuchung, am Ende der Studie, und stets bei Verdacht)
e Hamatologie (kleines Blutbild) und Biochemie

e Nebenwirkungen (tigliche Evaluierung wihrend der Entparasitierungsphase, téglich wéhrend

der Chemoprophylaxe wochentlich wihrend der Nachsorgephase

2.10  Friihzeitige Beendigung der Studie

Alle Probanden durften die Studie zu jedem Zeitpunkt friihzeitig beenden. Weiterhin konnte jeder
Proband zu jeder Zeit von der Studie ausgeschlossen werden, wenn sich dies erforderlich zeigte. Bei
einem vorzeitigen Abbruch der Studie wurde nach Mdglichkeit versucht, folgende Untersuchungen

durchzufiihren:

e Klinische Untersuchung

e Schwangerschaftstest (Nachweis von B-HCG im Urin)
e  Untersuchung auf potentielle Nebenwirkungen

e Begleitmedikation

e Sicherstellung unbenutzter Studienmedikamente

e  Untersuchung der Compliance

e Evaluierung der Wirksamkeit des Medikaments
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3 Ergebnisse

31 Ergebnisse der Untersuchungen auf Wirksamkeit und Vertraglichkeit

Von allen 1040 Schiilern der Lalala — Schule in Lambaréné erklarten sich insgesamt 376 Schiiler und
deren Eltern zur Teilnahme an der Studie bereit, wovon sich 355 den Eingangsuntersuchungen
unterzogen. Im Rahmen der Eingangsuntersuchungen mussten 25 Schiiler aus folgenden Griinden
ausscheiden: drei wegen erhohter Alaninaminotransferaseaktivitit, eines aufgrund eines zu niedrigen
Hamoglobin-Wertes, ein weiteres zog seine Einverstdndniserkldrung zuriick, 3 waren verzogen und 17

Kinder schieden aufgrund klinischer Auffilligkeiten aus (Abb.8).

Folglich wurden 330 Kinder in die Studie aufgenommen und randomisiert einer der beiden
Behandlungsgruppen zugewiesen. Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen

beziiglich Demographie, Laborwerten, Vitalzeichen und parasitimischen Werten. (Tabelle 9 )

Vor dem Beginn der Entparasitierung hatten 112 Kinder (34%) einen positiven dicken Tropfen, davon
106 Plasmodium falciparum, 4 Plasmodium malariae und 2 Plasmodium ovale. Nach Beendigung der
Entparasitierungsphase, d.h. am Tag 7 fanden sich lediglich bei einem der 330 Kinder noch ein positiver
Dicker Tropfen (Plasmodium malariae), Von Tag 0 bis Tag 21 entwickelten 6 Kinder, die nach
Abschluss der Placebogruppe zugerechnet werden konnten, eine Parasitdmie, von denen 5 bereits vor der
Entparasitierung parasitimisch waren. Eine dreitdgige Behandlung mit Artesunat 4mg/kg KG fiihrte bis
zum Tag 21 nach Behandlungsbeginn. bei 53 von 58 parasitimischen Kindern in der Placebogruppe zu

einem negativen Dicken Tropfen

Bei insgesamt 36 von 330 Kindern wurden im Rahmen der Entparasitierung potentielle Nebenwirkungen

beobachtet, jedoch keine einzige ernsthafter oder schwerwiegender Natur.

Im Verlauf der Chemoprophylaxe wurde bei 42% der Teilnehmer in der Placebogruppe und bei 44% in
der A-P-Gruppe Nebenwirkungen registriert. Der Grofteil davon war passager und sehr milde in ihrem
Verlauf, wobei die am haufigsten aufgetretenen Nebenwirkungen in Tabelle 10 verzeichnet sind. Es ergab
sich keine statistisch signifikante Haufung einer Nebenwirkung in einer der beiden Gruppen. Kein
einziges diesbeziigliches Ereignis fiihrte zur Unterbrechung der Studienteilnahme. Folglich kann man

sagen, dass die A-P Chemoprophylaxe sich als gut vertriaglich darstellte.
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Abb.8: Reihendiagramm zur Zurechnung der Teilnehmer zu den entsprechenden Gruppen
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Tab. 9 Randomisierungsparameter

A-P-Gruppe Placebogruppe
Parameter

N=165 * N=165*
Miénnlich/weiblich 76/89 76/89
Alter in Jahren 8,8(2,4) 8,5(2,3)
Gewicht (kg) 26 (7,4) 26 (7,6)
Parasitdmie (gesamt): Anzahl der Teilnehmer 54(33) 58 35)
(%)
Davon P.falciparum 51 (31 55(33)
Vitalzeichen
Systolischer Blutdruck (mm Hg) 93 (10) 94 (12)
Diastolischer Blutdruck (mm Hg) 51 (8) 50 (10)
Herzfrequenz (/min) 90 (14) 87 (14)
Temperatur (°C) 36.5(0,5) 36.5(0,5)
Laborergebnisse
Himoglobin (g/dL) 10,6 (1,2) 10,6 (1,3)
Leukozyten (10°/L) 6.9 (2,2) 7.2(2,2)
Thrombozyten (10°/L) 256 (80) 265 (87)
Kreatinin (umol/L) 67 (8) 66 (7)
Gesamtbilirubin (pmol/L) 13,1 (4,5) 14,8 (8,0)
Alaninaminotransferase (ALT) (IU/L) 33 (16) 31(13)

“Daten als Mittelwerte (Standardabweichung)
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Tab.10: Vergleich der UW zwischen den beiden Gruppen

ENTPARA- CHEMOPROPHYLAXE *
SITIERUNG
(N=330)
A-P PLACEBO
(N=165) (N=165)
FALLE FALLE ID FALLE ID
Anzahl der Teilnehmer mit |36 (11) 73 (44) 1,90 70 (42) 2,13
registrierten
Nebenwirkungen
Kopfschmerzen 12 (4) 22 (13) 0,57 22 (13) 0,67
Abdominelle Beschwerden | 11 (3) 22 (13) 0,57 13 (8) 0,40
Husten 4(1) 16 (10) 0,42 17 (10) 0,52
Fieber 5@2) 9(5) 0,23 19 (12) 0,58
Erbrechen 52) 9(5 0,23 503) 0,15
Diarrhoe 1(<1) 2(1) 0,05 8(5) 0,24

Fille: Anzahl (%) der Patienten (Behandlungsassoziierte Nebenwirkungen in > 5% der Teilnehmer in der A-P und-

Placebogruppe wihrend der Chemoprophylaxephase)

*Behandlungsassoziierte Nebenwirkungen mit Beginn wihrend der Chemoprophylaxephase.

ID: Inzidenz
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Vergleich der UW in Placebo und- A-P-Gruppe
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@ Anzahl der Falle

Abb.9 Verteilung der UW in Placebo und- A-P-Gruppe

Von den 330 ausgewihlten Teilnehmern wurden randomisiert 165 der Placebogruppe und ebenfalls 165
der A-P-Gruppe zugeteilt. Im Verlauf der Studie stellten 18 Teilnehmer der Placebogruppe und 19 der A-
P-Gruppe ihre Teilnahme aus nicht mit der Studienmedikation assoziierten Griinden ein. Wahrend einem
Beobachtungszeitraum von 12 Wochen, das entspricht 30,7 Personenjahren, wurden in der
Chemoprophylaxephase bei 31 Kindern positive Dicke Tropfen gefunden, was einer Inzidenzdichte von
1,01 Erkrankungsfille pro Jahr entspricht. In einem Beobachtungszeitraum von 36,9 Personenjahren in
der A-P-Gruppe wurde bei einem Kind ein positiver Dicker Tropfen gefunden, was wiederum einer
Inzidenz von 0,03 Erkrankungsfillen pro Jahr entspricht. Dies ergibt eine Wirksamkeit von 97%
(Tabellell).
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Tabelle 11: Wirksamkeit der Behandlung (Behandlungspopulation laut Protokoll)

CHEMOPROPHYLAXE NACHUNTER-
SUCHUNGSPHASE
A-P PLACEBO P-WERT [A-P PLACEBO
N=150 N=144 N=143 N=112
Teilnehmer mit pos. 1(<1) 31 (22) <0,01 3(2) 1(<1)
Dicken Tropfen (%)
Inzidenzdichte 0,03 1,01
Wirksamkeit (95 %CL; | 97 % (79-100%)
(79-100%))

Wirksamkeit wurde berechnet aus der Formel 100x[1-(Anteil parasitdmischer Kinder in der A-P-Gruppe/Anteil
parasitdmischer Kinder in der Placebogruppe)] — nur P.falciparum.

Gruppenvergleich nach Mantel-Haenszel-Test (Einteilung nach Gewicht)

Ein Teilnehmer aus der A-P-Gruppe wies bei der parasitologischen Untersuchung einen positiven Dicken
Tropfen in der 9. Woche der Chemoprophylaxephase auf. Dieses Kind befand sich am unteren Ende der
Gruppe 3 (Einteilung nach Gewicht) und wog 33 kg und erhielt demnach 3 Tabletten der A-P-
Kombination tiglich. Zum Zeitpunkt der parasitologischen Blutentnahme wies es einen Plasmaspiegel
von Atovaquon 3,8 pg/mL, von Proguanil 22,3 ng/l und von Cycloguanil einen Wert unterhalb der
Nachweisgrenze auf. Diese Werte waren vergleichbar mit denen der Wochen 3 und 5 dieses Kindes und
liegen im Bereich der bei anderen Kindern dieser Gewichtsklasse gemessenen Werte (ca. ein Drittel aller

Kinder in dieser Gewichtsklasse hatte niedrige oder nicht bestimmbare Cycloguanil-Plasmaspiegel).

Im Rahmen der Nachuntersuchung im Anschluss an die Chemoprophylaxephase, in der die Kinder keine
Studienmedikation mehr erhielten, traten vier positive Dicke Tropfen auf, drei davon in der A-P-Gruppe
und einer in der Placebogruppe. Die drei positiven Fille in der A-P-Gruppe ereigneten sich in den letzten
beiden Wochen der Nachuntersuchungsphase in denen keine ausreichenden Plasmaspiegel mehr
vorhanden sein konnen, und eine Infektion nach dem Ende der Medikamentengabe stattgefunden haben
muss. Von den insgesamt 41 positiven Dicken Tropfen wdhrend der Chemoprophylaxephase und der

Nachuntersuchung entfielen die meisten (36) auf P. falciparum, 4 auf P. malariae und einer auf P. ovale.
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.Abb.10 Verteilung der positiven Dicken Tropfen in beiden Gruppen

3.2 Interaktionen mit oralen, attenuierten Lebendimpfungen Ty21a und
CVD103-HgR

Weiterhin wurde die in vitro Aktivitit von Proguanil auf CVD103-HgR und Ty21a gemessen. Hierbei
fanden wir eine maximale Hemmstoffkonzentration (MHK) von Proguanil >50pg/ml auf CVD103-HgR
und von >200pg/ml auf Ty2la, was eine gewisse antibakterielle Aktivitdit von Proguanil in vitro
aufzeigt. Als Hauptanliegen galt jedoch, den in vivo Effekt von einer A-P-Medikation auf die IgG und
IgA Antikorperantwort von CVD103HgR und Ty21a zu bestimmen. Hierfiir standen Plasmaproben zur
Verfiigung die sowohl in der Placebo- als auch in der A-P-Gruppe vor bzw. nach der Impfgabe
abgenommen wurden. Ein Kind wurde aufgrund heftigen Erbrechens nach Einnahme der Impfungen
ausgeschlossen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 13-14 dargestellt. Der geometrische Mittelwert vor der
Impfung mit CVD103-HgR betrug in der Placebogruppe 144 bzw.139 in der A-P-Gruppe, nach der
Impfung 198 in der Placebogruppe bzw. 229 in der A-P-Gruppe, wodurch davon auszugehen ist, dass
kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen existiert (Tab.13). Die Rate der
Antikorperantworten auf die CVD103-HgR Impfung war dagegen recht gering mit 22% in der
Placebogruppe bzw. 27% in der A-P-Gruppe. Es bestand kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen beziiglich des Ansteigens des V.cholerae-LPS-Antikorpertiters nach
CVDI103-HgR-Impfung (p=0.64). Weiterhin untersuchten wir den Zusammenhang zwischen dem
Choleraantikorpertiter vor Impfgabe und der Tendenz zur Serokonversion nach Impfgabe. Bei dieser
Untersuchung sank die Serokonversionsrate mit zunehmenden Anfangstitern (p<0.01) (Tab.12,

Abb.11).
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Tabelle 12: Zusammenhang zwischen dem Choleraantikorpertiter vor Impfgabe (Ausgangstiter) und der

Serokonversion nach Impfgabe

AUSGANGSTITER CVD103-HGR ANZAHL SEROKONVERT. TEILNEHMER /
ANZAHL GEIMPFTER TEILNEHMER (%)

<20 6/6 (100)
20-40 1/1 (100)
40-80 13/21 (62)
80-160 28/118 (24)
>160 20/129 (16)

Der Zusammenhang war statistisch signifikant (p<0.01 runs test, post-hoc Analyse).

Serokonversionsrate nach CVD103-HgR-Impfung im Vergleich mit
Ausgangstitern zu Beginn der Studie
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Der Lebendimmunisierung mit CVD103-HgR und Ty21a folgte ein Anstieg der anti-S. typhi 1gG
und IgA Antikorpertiter in beiden Gruppen, jedoch ohne statistisch signifikanten Unterschied
zwischen den beiden Gruppen (Tab.13). Die anti-S.typhi IgG LPS Serokonversionsrate lag bei 67%
in der Placebogruppe und 74% in der A-P-Gruppe (Tab.14), die anti-S.typhi IgA LPS
Serokonversionsrate hingegen lag bei 33% in der Placebo und 45% in der A-P-Gruppe (Tab.14). Es
gab wiederum keinen statistisch  signifikanten Unterschied zwischen den beiden
Behandlungsgruppen beziiglich des Titers von anti-S.#yphi 1gG und IgA nach der Impfung (p=0.96
fiir IgG bzw. 0.07 fiir IgA) (Tab.13).

Tab.13 Mittlere Serum Antikorpertiter fiir S. typhi and V. cholerae

Antikdrper n A-P n Placebo P-value
b

S. typhi (IgG) (EU/ml)*

Priavakzinal 165 | 4,98 (1,43) 164 | 5,17 (1,28)

Postvakzinal 152 | 19,90 (1,21) 123 | 19,98 (1,27)

Differenz 152 | 3,96 (1,17) 123 | 3,93 (1,16) 0.96
S.typhi (IgA) (EU/ml)*

Prévakzinal 165 | 1,11 (1,20) 164 | 1,29 (1,16)

Postvakzinal 152 12,63 (1,13) 123 | 2,41 (1,12)

Differenz 152 | 2,33(0,87) 123 | 1,91 (0,96) 0.07

V. cholera LPS?

Privakzinal 165 | 138,7(1,0) 165 | 143,5(1,2)
Postvakzinal 152 | 229.4 (1,0) 123 | 198,2 (1,0)
Differenz 152 | 1,65 (1,1) 123 | 1,60 (1,0) 0.64

* geometrische Mittelwerte (Standardabweichung ) .
® Gruppenvergleich mittels t-Test zum Vergleich zwischen Ausgangstiter und Titer

nach erfolgter Impfung unter Verwendung von log-transformierten Daten.
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Tab.14 S. typhi and V. cholera Serokonversionsraten

AntikSrper A-P Placebo
n=152 n=123
Positiv* Negativ Positiv* Negativ
n (%) n (%) n (%) n (%)
S ophi - 1gG 112 (74) 40 (26) 83 (67) 40 (33)
S.typhi IgA 69 (45) 83 (55) 40 (33) 83 (67)
V. Cholera LPS 41 (27) 111 (73) 27 (22) 96 (78)

* Als erfolgte Serokonversion wurde eine > 2-fache Erhéhung des S. fyphi-Antikorpertiters und eine > 4-
fache Erhohung des V. cholera-Antikorpertiters angenommen.
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4 Diskussion

Das Ziel der Studie bestand darin, die pddiatrische Formulation von Atovaquon - Proguanil in ihrer
Wirksamkeit und Sicherheit zu bestitigen und des Weiteren ihren Einfluss auf die Immunogenitét
der attenuierten, oralen Lebendvakzine CVD103-HgR und Ty21a aufzuzeigen.

Die hohe Wirksamkeit der A-P-Medikation in der Prophylaxe der Malaria ist bereits in
verschiedenen Studien mit insgesamt 677 Teilnehmern (davon 265 Kinder und 479 Erwachsene) in
Gebieten mit hoher Chloroquinresistenz belegt worden [29]. Vor allem die Ergebnisse der Studie
von Lell et al [32], die an identischer Stelle durchgefiihrt wurde, konnten beziiglich der Wirksamkeit
der Chemoprophylaxe mit Atovaquon-Proguanil bestétigt werden. Damals erreichte man eine
Wirksamkeit von 100% (95%KI: 83-100%). Anhand der nun vorliegenden Studie konnte der
Sachverhalt, dass die A-P-Medikation eine sehr hohe Wirksamkeit besitzt, erneut erhirtet werden.

In dieser Studie wurde eine Schutzwirkung von 97% erzielt, was vergleichbar mit den in den
vorangegangenen Studien erzielten Ergebnissen ist, in der Wirksamkeiten von 95% bis 100%
beobachtet wurden. Der Zusammenhang zwischen den Plasmaspiegeln der Studienmedikation und
der Wirksamkeit in der Chemoprophylaxe wurde neulich noch einmal {iberarbeitet. Dabei wurde
festgestellt, dass bei 2 von insgesamt 269 Teilnehmern, die trotz der A-P-Chemoprophylaxe eine
Parasitdmie entwickelten, ein sich im therapeutischen Bereich befindender Atovaquon-
Plasmaspiegel vorlag, jedoch die Proguanil und Cycloguanilplasmaspiegel subtherapeutisch
waren[29].

Aufgrund der hohen Wirksamkeit der A-P-Medikation entwickelte lediglich ein Patient eine
Parasitdmie. Er wies wiederum niedrige Proguanil- und Cycloguanilplasmaspiegel auf, welches
einen Zusammenhang zwischen Behandlungsfehlern und niedrigen Plasmaspiegeln nahe legt.
Jedoch wurden in der gleichen Studie bei 12 respektive 24 weiteren Patienten niedrige
Plasmaspiegel fiir Proguanil bzw. Cycloguanil gefunden, von denen alle die Studie ohne
Entwicklung einer Parasitdmie abschlossen. Das bedeutet, dass bei einem von 12 Teilnehmern mit
niedrigen Proguanil-Plasmaspiegeln zum Zeitpunkt der Parasitimie bzw. bei einem von 24 mit
niedrigen Cycloguanil-Plasmaspiegeln eine Parasitimie auftrat. Die Tatsache, dass in der
afrikanischen Bevolkerung bis zu 20% eine partielle oder vollstindige Defizienz der verschiedener
Isoformen des Cytochrom P450 zeigen, das fiir die Konversion von Proguanil zu Cycloguanil
verantwortlich ist, konnte eventuell erkldren, warum ca. ein Drittel aller Kinder niedrige bzw. nicht

bestimmbare Plasmaspiegel fiir Cycloguanil besal3en [27,28].
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Weiterhin treten vor allem in Gegenden mit niedrigem hygienischem Standard gehduft parasitire
Infektionen des Darms auf, zum Beispiel durch Gardia lamblia oder Entamoeba histolytica, die
unter anderem zu einem Malabsorptionssyndrom mit konsekutiver Erniedrigung der

Bioverfiigbarkeit einzelner Medikamente fiihren konnen.

Unser priméres Studienziel war es, die Hypothese zu bestitigen, dass eine neue pédiatrische
Formulation von A-P mit Proguanilhydrochlorid eines anderen Herstellers zu vergleichbaren
Ergebnissen hinsichtlich Wirksamkeit und Sicherheit fiihren wiirde, wie in der ersten padiatrischen
Studie von 1996 von Lell et al [32] und den Untersuchungen an erwachsenen Probanden [30,31].
Die nun vorliegende Studie zeigt einmal mehr die gute Vertraglichkeit des Medikaments und damit
die Sicherheit in der Anwendung. Alle registrierten Nebenwirkungen tiberwogen in der
Placebogruppe bis auf abdominelle Beschwerden, deren relative Haufigkeit in der A-P-Gruppe
leicht groBer war, jedoch war nirgendwo ein statistisch signifikanter Unterschied feststellbar. Dieses
Ergebnis deckt sich in etwa mit den Resultaten der vorangegangenen Studien, in denen ein
identisches Spektrum an Nebenwirkungen beobachtet wurde und ebenfalls keine relative Haufung
einer Nebenwirkung in der A-P-Gruppe bestand [29,32].

Bei der Betrachtung der hier aufgefiihrten Nebenwirkungen fillt auf, dass, zum Beispiel im
Vergleich zu anderen Studien in Europa oder Nordamerika, in beiden Gruppen eine erhdhte
Haufigkeit sdmtlicher Symptomatiken festgestellt wurde. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass sich
die Teilnehmer der Studie zu einem iiberwiegenden Teil aus einem sozial niedrig gestellten Umfeld
zusammensetzten, was ebenfalls schlechte hygienische Standards wie méBige Trinkwasserqualitdt
impliziert und somit verschiedene Infektionen stark begiinstigt. Diese Ergebnisse diirfen jedoch
nicht dartiber hinwegtéduschen, dass es sich bei Atovaquon-Proguanil um ein sehr sicheres
Medikament handelt, was besonders auch bei pédiatrischen Patienten iiber lange Zeit angewendet
werden kann, ohne dabei ernsthafte Nebenwirkungen befiirchten zu miissen. Natiirlich ist
diesbeziiglich, sowohl in Entwicklungsldndern wie auch in der westlichen Welt, auch immer eine

gewisse psychologische Komponente involviert.

So besteht aus in Anbetracht der geringen Nebenwirkungen des Medikaments kein Hindernis mehr,
eine dauerhafte Behandlung von Kindern in malariaendemischen Gebieten, zum Beispiel im
Rahmen des ,,Malarone Donation Programme*, durchzufiihren [46]. Hier kann man erstmals {iber
lange Zeit ein Medikament zur Prophylaxe und Behandlung der Malaria anwenden und sich
gleichzeitig sehr sicher sein, dass mindestens 95% der behandelten Personen geheilt werden bzw.
nicht an Malaria erkranken werden und dies alles in Anbetracht der Tatsache, dass man selbst bei
langfristiger Anwendung kaum mit ernsthaften Nebenwirkungen von Seiten des Medikaments zu

rechnen hat.
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Dagegen muss man bei dem weit verbreiteten Alternativmedikament zur Chemoprophylaxe
Mefloquin mit einem breiten Nebenwirkungsspektrum von allergischen Hautreaktionen bis hin zu
psychotischen Reaktionen rechnen, das aus Griinden der Sicherheit beziiglich einer langfristigen
Anwendung sicher schlechter geeignet ist als Atovaquon - Proguanil, zumal ein promptes Absetzen
der Mefloquin-Chemoprophylaxe aufgrund der langen Halbwertszeit des Medikaments nicht zur

sofortigen Reduktion der Nebenwirkungen fiihrt [47].

Dahingegen wurde vor kurzem in Nigeria ein Fall einer in vitro bestitigten Resistenz gegen
Atovaquon bei einer Plasmodium falciparum Infektion bekannt, bei dem eine Mutation des Enzyms
Cytochrom b des Parasitengenoms gesehen wurde, bei der an Stelle 268 Tyrosin gegen Asparginat
ausgetauscht war (Tyr268Asn). Der Patient zeigte nach erfolgter dreitdgiger Behandlung mit
Atovaquon-Proguanil eine Rekrudeszenz der Parasitimie am Tag 28 [48]. Es bleibt zu hoffen, dass
die Verbreitung dieser Mutation, die wie gesehen, zu einem zumindest verminderten Ansprechen auf
Atovaquon fiihrt, nicht allzu schnell fortschreitet. Dies liegt in meiner Erwartung, da das Priparat
schon allein aufgrund seiner gilinstigen Pharmakokinetik eine rasche Resistenzentwicklung nicht
erwarten ldsst. Bei dem in unserer Studie aufgetretenen Parasitimie unter A-P-Medikation handelte
es sich nicht um eine in vitro bestitigte Resistenz des Parasiten auf eine der beiden Komponenten.
Sie ist wie bereits diskutiert, aller Wahrscheinlichkeit nach auf eine nicht ausreichende

Plasmakonzentration des aktiven Metaboliten des Proguanils Cycloguanil zuriickzufiihren.

Die dreitéigige Artesunatgabe heilte 91% von 58 parasitdmischen Kindern der Placebogruppe, so
dass nur 5 Kinder innerhalb von 21 Tagen nach Beginn der Entparasitierung eine Rekrudeszenz
zeigten. Es muss hierbei darauf hingewiesen werden, dass kein anderes Medikament, auler dem
Studienmedikament selbst und eventuell Chinin, eine dhnlich hohe Wirksamkeit bei einem ebenfalls
geringem Nebenwirkungsspektrum gezeigt hétte. Eine Vorbehandlung mit Mefloquin wére aufgrund
seiner langen Halbwertszeit und seiner nicht unbetréchtlichen Nebenwirkungen, vor allem beziiglich
psychischer Affektionen, unpassend. Auch Chinin scheidet aufgrund seines ungiinstigen
pharmakodynamischen Profils aus. Halofantrinderivate erschienen als nicht geeignet da keine
hohere Wirksamkeit als Artesunat nachgewiesen ist. Zusitzlich héitte man aufgrund der kardialen
Nebenwirkungen EKG-Kontrollen durchfithren miissen.

Jedoch muss an dieser Stelle davor gewarnt werden, die Ergebnisse der Entparasitierung ohne
Weiteres auf die Behandlung unkomplizierter Malaria auszudehnen, da es sich bei dem Kollektiv
parasitdmischer Kinder nicht um klinisch auffillige Malariafélle handelte und der Median der
Parasitdmien lediglich 620/ul betrug. Er ist damit um sehr vieles niedriger als man es von Patienten

mit Malaria erwarten wiirde.
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Auffallend war die hohe Inzidenz der initialen Parasitimien vor Eintritt in die
Entparasitierungsphase. Es gab bei 112 von 330 Kindern, das sind knapp 34%, einen positiven
Parasitennachweis. Der Median der Parasitimien betrug 620/ul. Dies deckt sich in etwa mit den
Ergebnissen anderer Studien, die in Lambaréné und Umgebung durchgefiihrt wurden [6,[32]. Dort
wurden ebenfalls anndhernd 30%, bei der Vorgéngerstudie 1998 von Lell et al sogar 36% der
Studienkohorte, initial positiv auf P.falciparum getestet. Es zeigt einmal mehr, dass es sich bei

hierbei um eine fiir Malaria hyperendemische Region handelt.

In vorangegegangenen Studien sah man im Altersvergleich eine signifikant erhohte
Parasitenbelastung bei den 5-14-jdhrigen, was anndhernd der Altersgruppe dieser Studie entspricht
[6].

Weiterhin sieht man, dass die Studie im Februar begann, wo auch aus fritheren Studien belegt, die
hochste Parasitenbelastung der Population vorliegt [6], was sicher in den klimatischen

Gegebenheiten der Regenzeit, beziiglich Temperatur und Niederschlagsmenge, begriindet liegt.

Bislang existiert erst eine publizierte Studie {iber Interaktionen zwischen Antimalariamedikamenten
und attenuierten Typhus bzw.- Choleralebendimpfstoffen. Darin wurde gezeigt, dass gemeinsam
verabreichtes Chloroquin und Proguanil (200mg/d) negative Auswirkungen auf die Auslosbarkeit
einer Immunantwort auf CVD103-HgR und Ty21a ausiibt und die Autoren schlussfolgerten daraus,
dass die genannten Impfstoffe nicht gemeinsam mit Chloroquin und/oder Proguanil verabreicht
werden sollten [43]. Momentan wird empfohlen, die CVD103-HgR / Ty2la Impfung und die
Einnahme von Chloroquin / Proguanil in zehn- bzw. dreitdgigem Abstand vorzunehmen [43]. In
unserer Doppelblindstudie untersuchten wir ebenfalls den Einfluss der A-P-Kombination auf die
Immunantwort auf die CVD103-HgR und Ty2la Lebendvakzine. Die Antikdrperantworten auf
Ty21a in beiden Gruppen waren dhnlich und damit nicht signifikant verschieden (P=0,96 fiir IgG
und P=0,07 fiir IgA). Entsprechende Ergebnisse fanden wir fiir Immunantwort auf CVD103-HgR,
wo ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen der A-P-Gruppe und der Placebogruppe
festgestellt werden konnte (P=0,64). Folglich ist eine Beeinflussung der humoralen Immunantwort
auf Ty21la und CVD103-HgR durch die A-P-Medikation nicht anzunehmen.

Obwohl bislang galt, dass man die Ty2la Lebendimpfung in der Regel vor der
Malariachemoprophylaxe geben sollte, kann es vor allem bei Tropenreisenden und Bewohnern
endemischer Gebiete geschehen, dass sowohl die Ty2la Lebendimpfung als auch die A-P-
Medikation gleichzeitig eingenommen werden miissen. Fiir solche Falle bilden wir mit unseren
Ergebnissen nun die wissenschaftliche Grundlage, dass die oralen Lebendimmunisierungen gegen
Typhus abdominalis und Cholera mit oben genannten Impfstoffen addquat bleibt.

Es ist nicht ganz verstindlich, warum die A-P-Kombination keine Auswirkungen auf die
Immunogenitit der Impfstoffe hatte, obwohl Proguanil alleine eine geringe antibakterielle Potenz
besitzt und dadurch die Immunantwort auf Ty21a verringert [43]. Moglicherweise ist es aber der

Zusatz von Atovaquon, der die antibakterielle Aktivitit von Proguanil verringert. Andererseits

52



beinhaltet das Kombinationsmedikament eine relativ geringe Konzentration an Proguanil, die
eventuell nicht ausreichte, eine entsprechende Wirkung zu entfalten. Die Tatsache, dass die
Ergebnisse, die in vitro mit Proguanil erzielt wurden sich nicht allgemein auf in vivo Bedingungen
libertragen lassen [43] legt die Vermutung nahe, dass noch weitere Mechanismen unabhéngig von
der antibakteriellen Aktivitdit des Proguanils existieren [49], die die Immunogenitit eines
gleichzeitig verabreichten Ty2la oder- CVD103-HgR Lebendimpfstoffes beeinflussen. Es ist ein
multifaktorielles Geschehen zwischen den Medikamenten mit antibakterieller Potenz und den
Impfstoffen anzunehmen, woriiber im Detail leider noch sehr wenig bekannt ist. Es bleibt zu hoffen,
dass wir in den nédchsten Jahren weitere Aufkldrung dariiber erfahren werden und sich insbesondere
noch eventuelle immunologische Mechanismen aufdecken lassen.

Die immunologische Reaktion auf CVD103-HgR wurde zwar nicht von der A-P-Gabe beeinflusst,
die Serokonversionsrate war jedoch relativ niedrig im Vergleich zu vorhergehenden Studien, die mit
den gleichen attenuierten Lebendimpfstoffen in weniger entwickelten Landern durchgefiihrt wurden
[50-53]. Wir erreichten hier eine Serokonversionsrate von 22% in der Placebogruppe und 27% in
der A-P-Gruppe, was im Vergleich zur Studie von Kollaritsch at al, in der Serokonversionsraten von
91% ohne gleichzeitig stattfindende Antimalariamedikation und 83% respektive 67% bei simultaner
Proguanil- oder Chloroquinmedikation erreicht wurden, relativ gering ist. Da die Serokonversion
nach Immunisierung mit CVD103-HgR umso niedriger war, desto hohere Titer man initial
gemessen hatte, liegt die Vermutung nahe, dass das insgesamt geringere Ansprechen auf die
Impfung Folge der bereits im Vorfeld der Studie in beiden randomisierten Gruppen vorhandenen
hohen Antikorpertiter gegen Vibrio cholerae ist. Diese Theorie wird dadurch bestirkt, dass in
anderen Studien, die sowohl in Industrielindern als auch in Entwicklungsldndern durchgefiihrt
worden waren, diejenigen Teilnehmer die serokonvertierten, einen signifikant niedrigeren
Ausgangstiter besaflen als die, die nicht die gewiinschte Serokonversion zeigten [50-54]. Das teils
mangelhafte Ansprechen auf die Impfung fiihrte dazu, dass immer hdhere Dosen verwendet werden
mussten, um den gewiinschten Impferfolg zu erzielen [55]. Die hohen Ausgangstitern scheinen also
einen hemmenden Mechanismus auf die erneute Impfung auszuiiben, was einen Anstieg des
Antikorpertiters nach CVD103-HgR-Impfgabe erfolgreich zu verhindern weil3 [51].

Ein weiterer Erkldrungsansatz fiir den hoheren Bedarf an Impfstoff um einen Titeranstieg
auszulosen, konnte in der im Studiengebieten vorherrschenden hohen Priavalenz von Ascaris
lumbricoides Infektionen zu finden sein, da der Spulwurm aller Wahrscheinlichkeit nach das
Immunsystem dahingehend moduliert, dass er auch die Serokonversionsrate auf CVD103-HgR-
Impfung nachhaltig beeinflussen kann [56,57]. Dies wurde in einer Studie untersucht, in der die
Immunisierung mit CVD103-HgR mit und ohne antiparasitire Zusatzmedikation mit Albendazol
untersucht wurde. Dort wurden in der nicht mit Albendazol behandelten Gruppe signifikant hSherer
Serokonversionsraten gefunden als in der Vergleichsgruppe ohne entsprechende antiparasitire
Behandlung. Dabei fiel weiterhin auf, dass die Serokonversionsraten nach Impfung mit CVD-103
HgR bei Probanden mit Blutgruppe A, B und AB signifikant hoher waren als bei Probanden mit

Blutgruppe 0 [56]. In einer anderen Studie wurde herausgefunden, dass dies aller
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Wabhrscheinlichkeit nach mit dem signifikant verminderten Anstieg des IL-2 Titers nach
Immunisierung mit CVD-103HgR in Patienten mit Ascaris [umbricoides Infektionen
zusammenhangt [57].

Mir ist nicht bekannt, ob eine hohere Impfdosis eine addquatere Immunantwort erbracht hitte.
Letztlich kann man sehen, dass wir in Gabun einen bedeutend héheren initialen Antikdrpertiter auf
Vibrio cholerae antrafen, als es uns aus anderen Studien mit CVD103-HgR im Verbreitungsgebiet
von Vibrio cholerae bekannt ist [50-53]. Gabun ist ein historisch bekanntes Endemiegebiet fiir
Cholera. Es gab jedoch nach unserem Wissen im Studiengebiet keine Choleraepidemie in den
letzten 10 Jahren und auch eine Studie iiber die Atiologie akuter Gastroenteritis im Kindesalter fand
keinen Fall von Cholera [58]. Somit ist es relativ schwierig, eine Erklarung fiir die hohen
Antikorpertiter zu finden. Eine letzte mogliche, und auch die als am wahrscheinlichsten
erscheinende Interpretation wire, dass es bei der Bestimmung verschiedener Antikérper zu
Kreuzreaktionen kommen kann, so zum Beispiel ist bekannt, dass bei der Bestimmung von anti-V.-
cholerae-LPS Antikorpern Kreuzreaktionen mit Yersinia enterocolitica auftreten konnen [59]. Dies
wiirde in unserem Falle zu falsch positiven Ergebnissen fiihren und bedeuten, dass der hohe mittlere
Ausgangstiter eventuell auf gastrointestinale Infektionen durch Yersinia enterocolitica
zuriickzufiihren wére. Dies wiirde auch heilen, dass diese eventuell vorliegende bakterielle
Infektion, durch einen unbekannten Mechanismus die Serokonversionsrate auf die Impfung mit
CVD-103-HgR erniedrigt, da eine negative Korrelation zwischen dem gemessenen Ausgangstiters

und der Serokonversionsrate statistisch gesichert ist.

SchlieBlich konnten wir zeigen, dass Atovaquon-Proguanil einen hochwertigen Schutz gegen
Malaria in einem Gebiet mit einem hohen Resistenzniveau gegen Chloroquin, Amodiaquin und
Sulfadoxin/Pyrimethamin bietet und auch als Alternativmedikament zu dem in der
Chemoprophylaxe der Malaria tropica heute noch sehr verbreiteten Mefloquin aufgrund seines
duBerst geringen Nebenwirkungsspektrums und seiner guten Steuerbarkeit infolge der im Vergleich
zu Mefloquin geringen Halbwertszeit, sehr gut abschneidet. Somit kann man hiermit bestétigen, dass
sich das Kombinationspriaparat Atovaquon-Proguanil hervorragend in der Pravention der Malaria
tropica bei Reisen in endemische Gebiete vor allem in Regionen mit hohen Resistenzniveaus

Chloroquin und Pyrimethamin/Sulfadoxin eignet.

Letztlich bleibt die Frage der Einsetzbarkeit des Medikaments in endemischen Malariagebieten,
welche tendenziell zu den Gkonomisch schwicheren Regionen der Welt gehoren. In Anbetracht der
Tatsache, dass eine Packung Malarone® mit 12 Tabletten in Deutschland fiir 56 Euro vom Hersteller
verkauft wird [47] (in Gabun ist es unwesentlich billiger), wiirde das bedeuten, dass bei der
einmonatigen Einnahme der Chemoprophylaxe Kosten von ca. 138 Euro entstehen wiirden. Von
daher erscheint eine dauerhafte Einnahme von Malarone” durch groBere Patientenkollektive in den
betroffenen Gebieten als leider bislang wenig praktikabel. Eine Ausnahme stellt das ,,Malarone

Donation Programme* dar, in dessen Rahmen A-P kostenfrei an malariakranke Kinder in der dritten
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Welt abgegeben wird [46]. Um jedoch eine dauerhafte Losung des Problems der Zugénglichkeit des
Medikaments zu finden und diesen medizinischen Fortschritt auch den von der Malaria am stérksten
betroffenen Personenkreisen zukommen zu lassen, sind Herstellerindustrie, internationales
Patentrecht und die Politik gefragt. Wenn es gelingen sollte, Malarone® auch finanziell in
Konkurrenz zu den einzelnen Chloroquinpraparaten zu stellen, wére dies ein Meilenstein in der
Behandlung der Malaria tropica in endemischen Gebieten, denn nicht zuletzt bei Kindern stellt die
Behandlung der akuten unkomplizierten Malaria mit Chloroquin eine wahrhafte Gefidhrdung des
Erkrankten dar, da durch die insuffiziente Entparasitierung cerebralen und damit mitunter todlichen
Verlaufsformen der Weg geebnet wird.

In vielen malariaendemischen Gebieten ist es auch noch immer das in dieser Region nicht mehr
wirksame Chloroquin, was unter anderem auch in der Schwangerschaft als Therapeutikum der
ersten Wahl bei Plasmodium falciparum Infektionen eingesetzt wird. Sowohl Atovaquon als auch
Proguanil iiberwinden ebenfalls die Plazentaschranke, {iben jedoch wahrscheinlich keinen toxischen
Effekt auf den Fetus aus [60]. Die Datenlage ist diesbeziiglich noch sehr schlecht, und es bleibt nur
zu hoffen, dass weitere Studien folgen, die sich vor allem auf die Behandlung an Malaria erkrankter

Schwangerer fokussieren.

Weiterhin konnten wir feststellen, dass die A-P-Kombination die Immunantwort auf CVD103-HgR
und Ty21a nicht negativ beeinflusst. Damit hat sich die Annahme aus einer vorangegangenen Studie
[43], dass sich Proguanil als Bestandteil des Studienmedikaments, hemmend auf die
Antikdrperantwort auf die beiden oralen Lebendimpfstoffe auswirkt, nicht bestétigt.

Ich bin aus diesen Griinden, im Gegensatz zu Kollaritsch at al [43], der Uberzeugung, dass die orale
Lebendimpfung gegen Typhus abdominalis und Cholera problemlos simultan zu einer
Chemoprophylaxe gegen Malaria mit Atovaquon - Proguanil verabreicht werden kann. Besonders
aber auch in der Region, in der die Studie durchgefiihrt wurde, ist diese Studie von eminenter
Wichtigkeit, da es sich hierbei, wie bereits erwdhnt um eine Region handelt, die endemisch fiir
Malaria, Typhus abdominalis und Cholera ist.

Fiir die gleichzeitige Gabe von Chloroquin, welches als Medikament zur Behandlung der Malaria in
Gabun leider noch immer weite Verbreitung findet, muss ich mich auf die Daten von Kollaritsch et
al [43] berufen, die schlussfolgerten dass die gleichzeitige Einnahme von Chloroquin nicht
empfehlenswert ist. Dies konnte sich aus dem breiten pharmakodynamischen Spektrum des
Chloroquins ergeben, zu dem auch eine leichte immunsuppressive Komponente gehdrt. Einige
Studien zeigen eine hemmende Wirkung des Chloroquins auf die Ausschiittung von IL-1 [61], was
ebenfalls die anerkannte Wirkung des Chloroquins als Basistherapeutikum rheumatischer
Erkrankungen iiber eine Verminderung der Plasmakonzentrationen von Rheumafaktor und Akute-

Phase-Proteinen erklaren wiirde.

Unabhéngig davon ist diese Studie auch von eminenter Wichtigkeit fiir Tropenreisende bzw. die sie

beratenden Arzte, da es sich bei Regionen mit endemischem oder sporadischem Vorkommen von
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Typhus abdominalis und Cholera haufig ebenfalls um malariaendemische Gebiete handelt (Afrika
(Subsahara), Indien, Siidamerika) Die niedrigen Serokonversionsraten sind meiner Meinung nach,
und auch beziiglich der vorangegangenen Studien [53-57] vorrangig auf die hohen Ausgangstiter
zurlickzufiihren.

Nicht zuletzt ist erwdhnenswert, dass eine nicht unerhebliche Anzahl von Kindern auch auf ganz
direkte Art und Weise von dieser Studie profitierten, in dem alle Teilnehmer von uns einen
hochwirksamen Impfschutz gegen zwei noch immer gefiirchtete Infektionskrankheiten erhielten, die
im staatlichen Impfprogramm Gabuns leider bislang noch nicht vorgesehen sind. Es bleibt zu
hoffen, dass diese Studie einen weiteren Beitrag dazu leistet, den Impfschutz gabunischer Kinder um
diese beiden Impfungen zu erweitern, da wir wiederholt zeigen konnten, dass es sich bei CVD103-
HgR und Ty21a um eine fast bedenkenlos anwendbare Lebendvakzine handelt. Eine Impfung gegen
Cholera und Typhus abdominalis wére bei flichendeckender Anwendung in der Region, in der die
Studie durchgefiihrt wurde, ein immenser gesundheitlicher und auch sozio6konomischer Fortschritt.
So konnten Kosten fiir langwierige Krankenhausaufenthalte eingespart werden und auBerdem
konnte ein positiver Einfluss auf die noch immer hohe Sterblichkeit infolge dieser Infektionen
genommen werden. Ich hoffe, dass wir mit dieser Studie dem Ziel einer flichendeckenden
Einfiihrung von Impfungen gegen Typhus abdominalis und Cholera, insofern néher gekommen sind,
da Argumente beziiglich eventueller negativer Interaktionen mit einigen Malariamedikamenten
ausgerdumt werden konnten. Die Sicherheit der Lebendvakzine ist bereits mehrfach bestitigt

worden [36-38].
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5 Zusammenfassung

Wir flihrten eine randomisierte Doppelblindstudie durch, um den Einfluss der
Malariachemoprophylaxe mit Atovaquon-Proguanil auf die Antikérperantwort auf die oralen
Lebendimpfungen gegen Cholera (CVD103-HgR) und Typhus (Ty21a) zu bestimmen. Dazu wurden
insgesamt 330 gabunische Kinder den beiden Behandlungsgruppen A-P oder Placebo zugeteilt. In
diesen verblieben sie wihrend 12 Wochen Chemoprophylaxegabe und 4 Wochen Nachsorgephase.
Die Impfungen mit den oben genannten Impfstoffen erfolgte 3 Wochen nach Beginn der
Chemoprophylaxephase und die Abnahme der Parameter fiir die Serokonversion erfolgte 4 Wochen
nach Impfgabe. Im Verlauf der Chemoprophylaxephase entwickelte ein Teilnehmer aus der A-P-
Gruppe eine Parasitdmie, was einer Wirksamkeit von 97% (95%KI, 97%-100%) entspricht. In der
Placebogruppe trat bei 31 Teilnehmern eine Parasitimie auf. Die 2 Behandlungsgruppen
unterschieden sich nicht beziiglich des qualitativen Anstiegs der Titer nach der Impfung (P=0.96 fiir
anti-S.-typhi  1gG, P=0.07 fir anti-S.typhi IgA und 0.64 fiir anti V.cholerae 1gG). Die
Malariaprophylaxe mit Atovaquon-Proguanil stellte sich folglich als hochwirksam heraus. Ein
Einfluss auf die Immunogenitit der oralen Lebendimpfungen gegen Typhus (Ty21a) und Cholera
(CVD103HgR) konnte nicht bestitigt werden, womit gesichert wurde, dass die A-P-

Chemoprophylaxe simultan mit diesen oralen Lebendimpfungen verabreicht werden kann.
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