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Neopterin, ein neuer Parameter in der Malariadiagnostik ?
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Einleitung

Neopterin, ein Pyrazino — (2, 3-d) — pyrimidinderivat, entsteht durch Biosynthese aus
Guanosintriphosphat. Sowohl in vitro als auch in vivo kann Neopterin bei Aktivierung
des zellularen Immunsystems gefunden werden, und zwar wird es von durch T-Lym-
phozyten stimulierten Makrophagen freigesetzt (Fuchs et al. 1982, Huber et al. 1983).

Gamma-Interferon konnte als das die Neopterinexkretion aktivierende Agens der Ma-
krophagen identifiziert werden (Huber et al. 1984). Bei verschiedenen Krankheiten,
die mit einer Aktivierung des zellularen Immunsystems einhergehen, wie zum Beispiel
virale Infektionen, Autoimmunerkrankungen, TransplantationsabstoBungsreaktio-
nen, verschiedene maligne Tumoren, konnte eine gute Korrelation zwischen Neopte-
rinausscheidung und Aktivitat der Erkrankung gefunden werden.

Das Ziel dieser Studie war, das Verhalten der Neopterinausscheidungim Harn bei Ma-
lariapatienten zu untersuchen, und méglicherweise dadurch Giber Immunvorgénge bei
einer Malariainfektion neue, wenngleich auch indirekte Hinweise zu erhalten. Zusétz-
lich sollte die Moglichkeit der Neopterinausscheidungin Bezugauf die Friherkennung
einer zu erwartenden Transfusionsmalaria untersucht werden.

Patienten und Methoden

136 Patienten mit parasitologisch gesicherter Malaria (Plasmodium falciparum Infek-
tionen) mit einem mittieren Alter von 8,6 Jahren (6 Monaten bis 54 Jahren, 70 mannli-
che und 66 weibliche Patienten) wurden in die Studie aufgenommen. Die Harnproben
wurdenunverzuglich nach der parasitologischen Diagnose gesammelt, vor Tageslicht
geschutzt und tiefgefroren bis zur Analyse aufbewahrt.

Gleichzeitig wurde die Kérpertemperatur gemessen und die Patienten auf konkomit-
tierende Erkrankungen klinisch untersucht.

Insgesamt wurden 191 Harnproben gesammelt, da bei mehreren Patienten Verlaufs-
kontrollen durclhigefiihrt wurden. Zusatzlich wurden Harnproben von 23 gesunden
Tansaniern, die aus denselben landlichen Verhéltnissen wie die Patienten kamen, zu
Kontrélizwecken gesammelt. Bei 18 dieser 23 Gesunden wurde auch ein Blutausstrich
untersucht.

Die Dichte der Parasitdmie wurde folgendermaBen dokumentiert:
*** schwere Infektion (mehr als 10% der roten BlutkGrperchen parasitiert)

** maBige Infektion (1—10% der roten Blutk&rperchen parasitiert).

* milde Infektion (weniger als 1% der roten Blutkérperchen parasitiert).
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Neopterin und Kreatinin wurden im Harn automatisch mittels Hochdrucksflissigkeits-
chromatographie gemessen (HAUSEN et al. 1982).

Die Neopterinspiegel im Harn wurden auf Kreatinin bezogen und mit denen von 417
gesunden Osterreichern verglichen (HAUSEN et al. 1982 b).

Mogliche Beziehungen zwischen der Neopterinausscheidung und verschiedenen klini-
schen Parametern bzw. Patientenmerkmalen wie Alter, Parasitendichte, Kdrpertempe-
ratur, Dauer der Symptome, Medikation, wurden mittels einer multiplen linearen
Regressionsanalyse gepruft (BEST et al. 1976).

Ergebnisse

Die Neopterinausscheidung im Harn war in 185 der 191 Harnproben (96,9%) erhdht.
Die Abbildungen 1 und 2 zeigen die Ergebnisse entsprechend dem Alter und Ge-
schlecht. Die Abbildungen 3 und 4 demonstrieren den Effekt der Kdrpertemperatur
und Parasitendichte auf die Neopterinausscheidung. Die Beziehung zwischen der
Dauer der Symptome und der mittleren Neopterinausscheidung im Harn sowie der
EinfluB einer vorausgehenden Antimalariatherapie auf die Neopterinausscheidungim
Harn sind bildlich nicht dargestellt. Es scheint eine positive Korrelation zwischen Ne-
opterinausscheidungund Kérpertemperatur bzw. Parasitdmiedichte sowie eine nega-
tive Korrelation mit dem Patientenalter zu bestehen. Keinerlei Korrelation kann zwi-
schen den Neopterinspiegeln und der Dauer der Symptome bzw. einer vorausgehen-
den Medikamentengabe beobachtet werden. Eine genaue statistische Analyse dieser
Beziehungen mittels der muitiplen linearen Regressionsanalyse zeigtjedoch deutlich,
das lediglich der EinfluB des Alters auf die Neopterinausscheidung bei simultaner Be-
trachtung aller Variablen statistisch signifikant ist, wie in Tabelle 1 gezeigt wird.
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Abb. 1: Mittlere Neopterinwerte (e*) und Standardabweichung (e**s, e*~%) mannlicher
Malariapatienten, n =70
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Abb. 2: Mittlere Neopterinwerte im Harn (e*) und Standardabweichung (e**s, e*~°) bei

weiblichen Malariapatienten, n = 66.
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Neopterin (umol/mol Kreatinin)

7000 i
n=32
6000 A [
5000 | n=47
_ T
n=89 n=23
4000 A T '(
3000 ]
2000 J
IL
1000 L &
iL
-36,9 -=-37,9 =-38,9 39+ Grad Celsius

Abb. 3: Mittlere Neopterinwerte (€*) und Standardabweichung (e**s, e*~*) bei Malaria-
patienten mit verschiedener Kérpertemperatur, n = 191
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Abb. 4: Mittlere Neopterinwerte (e*) und Standardabweichung (e**s, e*~°) bei Malaria-
patienten mit verschiedener Parasitamiedichte, n = 191

Kovariate Signifikanz”
Alter 0,00001
Blutausstrich 0,23

Dauer der Symptome 0,25
Koérpertemperatur 0,075
Medikation 0,34

* Null-Hypothese: Keine Korrelation

Tabelle 1: Multiple Regressionsanalyse zur Korrelierung der (logarithmischen) Neop-
terinwerte mit verschiedenen Kovariaten bei Malaria.

Die scheinbar positive Korrelation zwischen Neopterinwerten und Korpertemperatur
oder der Parasitdmiedichte stellt also eine bloBe Refelxion der Tatsache dar, daB die
Kérpertemperatur und die Parasitendichte umso hoher sind, je juinger die Patienten
sind. Dies wird in den Tabellen 2 und 3 gezeigt.
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Kérpertemperatur mittleres Alter n

°C
—36,9° 13,1 J (10 M — 54 J) 89
37 —37,9° 6,9J( 7M—21J) 47
38 —38,9° 3,9J( 6M—201J) 32
39 + 2,4J(15M— 35) 23

Tabelle 2: Mittleres Alter von Malariapatienten mit verschiedener Kérpertemperatur n
=191

Parasitamiedichte mittleres Alter n
3,3J(7M—15) 13
- 4,44 (13M — 22 J) 18
* 9,3J( 6M—54J) 105

Tabelle 3: Mittleres Alter von Malariapatienten mit verschiedener Parasitamiedichte n
=136

Schwangere Frauen zeigen ein unterschiedliches Verhalten bei der Neopterinaus-
scheidung im Harn im Falle einer Malariainfektion. Wie in Abbildung 3 zu sehen ist, ist
die Neopterinausscheidungbeischwangeren Frauenim Falle von Malaria deutlich h4-
her als bei nicht schwangeren Frauen.

Abbildung 5 zeigt die Neopterinausscheidung im Harn von 23 offensichtlich gesunden
Tansaniern. Es soll ausdricklich darauf hingewiesen werden, daf3 die parasitami-
schen Personen keine Malariasymptome zeigten. Parasitdmische Personen zeigten
eine deutlicherhdhte Neopterinauscheidungim Harnim Vergleich zu nichtparasitami-
schen Probanden.
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Abb. 5: Neopterinwerte in gesunden, symptomfreien Tanzanianern, mit oder ohne Pa-
rasitaemie, n =23
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Diskussion

Die Immunantwort bei Malariaerkrankungen involviert sowohl zelluldre als auch hu-
morale Mechanismen. In nichtimmunen oder semi-immunen Patienten verursachtei-
ne akute Infektion mit Malariaparasiten eine sofortige zelluldare Immunantwort. Esbe-
darf wiederholter und fortlaufender Malariainfektionen tiber einen Zeitraum bis zu finf
Jahren, daB der Organismus genigend Antikdrper (IgG) bildet, um schwere Malariain-
fektionen — zumindest mit einer hohen Wahrscheinlichkeit — zu unterdricken. Je ho-
her also der Antikérperspiegel (IgG) gegen Plasmodien (in ihrer Merozoitenform) im
Organismusist, umso weniger werden zelluldre Immunmechanismen auf eine neuerli-
che Herausforderung durch Malariaparasitenreagieren. Einheimische Menschen, die
ein endemisches Gebiet fur langere Zeit verlassen, verlieren inre IgG-Antikorper auf-
grund des Mangels fortlaufender Stimulation, sodaB sie nach einer Riickkehr in das
Endemiegebiet sich — in Bezug aufihre Immunantwort — wie nichtimmune oder semi-
immune Patienten verhalten.

Unsere Resultate demonstrieren in einem sehr hohen Prozentsatz eine, durchschnitt-
lich extrem, erhdhte Neopterinausscheidung im Harn bei Malariapatienten. Die stati-
stische Auswertung zeigt, daB das Alter der dominierende Faktor ist, der den gréBten
EinfluB auf die Hohe der Neopterinwerte ausubt.

Schwangere Frauen zeigen eine hdhere Neopterinausscheidung als nicht schwan-
gere Frauen desselben Alters.

Diese Beobachtungen bestatigen unser Wissen Uber die Immunsituation und Immun-
antwort bei Malariaerkrankungen, die vorwiegend von Tierversuchen abgeleitet wur-
de (WYLER, 1983, PLAYFAIR, 1982, JAJAWARDENA et al., 1982).

Die Beobachtung, daf3 symptomfreie parasitdmische Personen eine klare Erhéhung
der Neopterinausscheidung im Harn zeigen, kdnnte von groBer klinischer und prakti-
scher Bedeutung sein.

I.C. GUERRERO et al. (1983) berichteten tiber eine sehr hohe Sterblichkeitsrate der
Transfusionsmalaria in den Vereinigten Staaten von Amerika und sie schiédgt vor, daB
Personen, die auch nur im weitesten Sinne gefahrdet erscheinen, vom Blutspenden
auszuschlieBen seien.

Im Lichte der eben beschriebenen Studie glauben wir vorschlagen zu dirfen, dafB3 le-
diglich jene gefahrdeten Personen vom Blutspenden auszuschlieBen seien, die eine
erhéhte Neopterinausscheidung im Harn zeigen.

Zusammenfassung

Bei 136 tansanianischen Patienten (insgesamt 191 Proben) mit parasitologisch nach-
gewiesener Malaria wurde die Neopterinausscheidung im Harn mittels Hochdruck-
flissigkeitschromatographie bestimmt. Mégliche Beziehungen zwischen der Neopte-
rinausscheidung und verschiedenen klinischen Parametern bzw. Patientenmerkma-
len (Alter, Parasitendichte, Kérpertemperatur, Dauer der Symptome, Medikation)
wurden mittels einer multiplen linearen Regressionsanalyse geprift. In 185 der 191
Harnproben (96,9%) wurde eine erhdhte Neopterinausscheidung im Harn gefunden.
Eine hochsignifikante negative Korrelation (r = 0,0001) konnte zwischen Neopterin-
ausscheidung und Alter gefunden werden. Bei den Gbrigen Parametern konnte keine
Korrelation festgestellt werden. Auffallig war die deutlich hdhere Neopterinausschei-
dung bei schwangeren Frauen verglichen mit nicht schwangeren Patienten gleichen
Alters.
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23 gesunde Tansanianer wurden als Kontroligruppe untersucht. Bei 18 wurde ein Blut-
ausstrich abgenommen, der in 8 Féllen — trotz Symptomfreiheit — ein positives Er-
gebnis einer Parasitdmie brachte. Diese zeigten eine deutlich hohere Neopterinaus-
scheidung als jene mit negativem Blutausstrich.

Alle diese Beobachtungen liefern Argumente darfir, daB die Immunsituation bei Mala-
ria sich beim Menschen ahnlich wie im Tiermodell verhalt, in welchem die bisherige
Kenntnis der Immunsituation bei Malaria gewonnen wurde.

In nichtimmunen oder semi-immunen Malariapatienten Uberwiegen zellulare Immun-
mechanismen, wéhrend nach langdauernder, regelmaBiger Stimulierung durch Mala-
riaparasiten die humorale Immunantwort zunehmend an Bedeutung gewinnt.

Einen weiteren interessanten Aspekt unserer Studie stelit die Beobachtung dar, daB
gesunde, aber symptomlose Parasitentrager eine eindeutige Erhéhung der Neopte-
rinausscheidung zeigen, was im Hinblick auf die hohe Mortalitatsrate bei Transfu-
sionsmalaria méglicherweise von vielversprechender kilinischer Relevanz sein konn-
te.

Summary

Theimmuneresponse tomalarial infectioninvolves cellular and humoral mechanisms.
The activation of the cellular immunresponse leads to the release of Neopterin. In 136
tanzanian patients with malaria (P.falciparum) urinary neopterin excretion was mea-
sured by high pressure liquid chromatography (HPLC), 96,9% of the specimens sho-
wed elevated urinary neopterin excretion. A highly significant negative correlation (r=
0,0001) could be found by means of multiple linear regression analysis between urina-
ry neopterin excretion and age, whereas no significant correlation could be detected
between neopterin values and other parameters like body temperature, density of pa-
rasitaemia, duration of symptoms and preceding medication, when analyzed simulta-
neously. A group of 23 healthy tanzanian subjects was taken for control purposes. 8 of
them had a silent parasitemia, resulting in elevated urinary neopterin excretion com-
pared with the nonparasitemic subjects. Pregnant malarial patients had higher urinary
neopterin values than nonpregnants of the same age. All these observations suggest
that in holoendemic areas the cellular immune mechanisms predominate during the
first years of life, whereas the humoral immune response gains weight only through
continuous challenge by repeated malarial infections.

The finding that symptomfree parasitemic subjects have elevated urinary neopterin
values could possibly be of a promising clinical relevance when considering the high
fatality rate of transfusionsmalaria.
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