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Einleitung

Die Entwicklung einer Andmie bei Malariapatienten ist haufig starker und dauert langer,
als es durch die Parasitamie erklart werden kann (26). Als Ursache ist eine negative
Beeinflussung der Erythropoese mdéglich, die sich unter anderem in einer inaddquaten
Entwicklung der kompensatorischen Retikulozytose manifestiert. In vielen Féllen wird
auch eine verstarkte Hamolyse beobachtet, die teilweise noch nach Eliminierung der
Parasiten persistieren kann (27, 30). Die Genese dieser prolongierten Hamolyse ist bis-
her nicht sicher geklart. Neben einer gesteigerten Erythrophagozytose durch unspezifi-
sche Makrophagenaktivierung wurden auch andere zellulare und humorale Ursachen
beobachtet und diskutiert (1, 5, 12, 20, 27).

Kurzlich entdeckten wir in Seren von Patienten mit akuter Epstein-Barr-Virus (EBV)-
Infektion Autoantikdrper der Immunglobulinklasse M (IgM) mit Spezifitat fir das glykoly-
tische Enzym Triosephosphat-lsomerase (TIM) (16, 17). Die anti-TIM-Antikdrper kon-
nen an Erythrozyten binden und unter Komplementaktivierung zur Lyse der Erythrozy-
ten flhren (18).

Im Verlauf einer Malaria kann es vorubergehend zu einer ausgepragten zelluldren und
humoralen Immundefizienz kommen (23). Wahrend dieser immunsuppressiven Phase
durch die Malaria tropica kann das EBV reaktiviert werden (9, 28). Hier stellt sich auch
ein Zusammenhang zwischen dem gemeinsamen Auftreten von Malaria- und EBV-
Infektionen als Ursache fir das EBV-assoziierte Burkitt-Lymphom (4, 6).

Material und Methoden
Patienten

Zehn Patienten mit Malaria tropica und finf Patienten mit Malaria tertiana wurden
untersucht. Die Parasitdmie wurde durch Auszdhlen von mindestens 1.000 Erythrozy-
ten ermittelt. Eine Therapie wurde unmittelbar nach der Diagnosestellung je nach Para-
sitenart und Parasitdmie mit Mefloquin, Chinin oder Chloroquin begonnen. Vendses
Blut, unter anderem zur Bestimmung der Parasitimie, des Hamoglobingehaltes (Hb),
der Laktatdehydrogenase (LDH), des Haptoglobins und des IgM sowie zur Durchfih-
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rung einer Epstein-Barr-Virus-Serologie, eines Coombs-Tests und zum Nachweis von
Antikdrpern gegen die Triosephosphat-lsomerase, wurde mindestens zum Diagnose-
zeitpunkt, nach zwei bis vier Tagen, nach sechs bis acht Tagen, nach ca. 14 Tagen
sowie nach dem 28. Tag durch Punktion einer Armvene gewonnen. Seren fur Verlaufs-
untersuchungen wurden zwischenzeitlich bei — 25° C gelagert.

Klinisch-chemische Untersuchungen

Hamoglobinkonzentration, LDH, Haptoglobin und IgM wurden nach Ublichen Methoden
photometrisch, enzymatisch bzw. nephelometrisch bestimmt. Qualitatskontrollen wur-
den entsprechend den Vorschriften und Anforderungen an die Qualitatssicherung in
medizinischen Laboratorien durchgeflhrt.

Prolongierte Hamolyse wurde folgendermaBen definiert: Bei fehlendem Nachweis von
Plasmodien im ,Dicken Tropfen® Zeichen einer persistierenden Hamolyse (LDH > 200
U/1, Haptoglobin << 0,7 g/1) zwischen dem 7. und 14. Tag nach Diagnosestellung.

Epstein-Barr-Virus-Serologie

IgM- und IgG-Antikodrper gegen das Kapsidantigen (VCA) des EBV wurden mittels indi-
rektem Immunfluoreszenztest bestimmt (10, 22). Antikdrper gegen das EBV-assozi-
ierte Kernantigen (EBNA) wurde an Raji-Zellen tber einen Anti-Komplement-lmmun-
fluoreszenz-Test mit Meerschweinchen-Komplement und FITC-konjugiertem Anti-
Meerschweinchen-C3 vom Kaninchen bestimmt (14). Der Nachweis von IgM-Anti-VCA
und/oder ein positiver Anti-EA%-Wert bei positivem Anti-EBNA wurden als Zeichen
einer reaktivierten EBV-Infektion gewertet.

Coombs-Test

Der Coombs-Test wurde wie von RINAS (15) beschrieben durchgefihrt. In einem Zen-
trifugenréhrchen wird ein Tropfen Anti-Human-Globulin (DAKO) mit einem Tropfen
einer Suspension der in physiologischer Kochsalzlésung gewaschenen Patientenery-
throzyten (5vol.%ige Aufschwemmung) versetzt, anschlieBend 1 Min. bei 200 g zentri-
fugiert, kurz aufgeschuttelt und im Gegenlicht beurteilt.

Antigenpréparation

Humane Erythrozyten (0/Rh negativ) eines gesunden Blutspenders wurden dreimal in
phosphatgepufferter Kochsalzldsung (PBS: 2 mmol KH,PO,, 9 mmol Na, HPO,, 180
mmol NaCl) gewaschen. 500 pl gepackte Erythrozyten wurden mit 1 ml Lysispuffer (9,5
M Harnstoff, 2% [w/v] NP-40 und 5% B-Mercaptoathanol) versetzt und gut gemischt.
Nach fanf Einfrier-Auftau-Zyklen (— 25° C/Raumtemperatur) wurde das Gemisch zen-
trifugiert (12.000 g, 10 Min.). Der Uberstand wurde als Antigen fir die Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) eingesetzt. Die Proteinkonzentration wurde nach der
Methode von NEUHOFF et al. bestimmt (13).

Isolierung der Triosephosphat-lsomerase (TIM)

TIM wurde aus 100 g frischen humanen Erythrozyten (0/Rh negativ) nach der Methode
von GRACY (7) isoliert. Das gereinigte Enzym wurde auf eine Konzentration von 1 mg/
ml eingestellt.

Immunoblot

Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAGE): Die Zusammensetzung und die Elek-
trophorese von SDS-13% (w/v) Polyacrylamid-Flachgelen wurden nach der Methode
von LAEMMLI durchgefahrt (11). Die Gele wurden im “Mighty Small muitiple gel caster”
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(Hoefer Scientific Instruments, USA) hergestellt. 5ul (= 50 pg Protein) des Erythrozy-
tenlysates oder 5 ul gereinigte TIM (= 5 ug Protein) wurden in eine Tasche des Acryla-
midgels gelegt. Die Elektrophorese wurde in einer “Mighty Small slab unit” (Hoefer
Scientific Instruments, USA) mit 30 mA fir 30 Min. bei 4° C durchgeflihrt.

Proteinblot: Der Elektrotransfer der Proteine von SDS-Gelen auf die PVDF-Mem-
brane (hydrophobe Durapore Membrane GVHP 0,2 um, Millipore) wurde in Transfer-
puffer (0,192 mM Glycin, 25 mM Tris, 10% (v/v) Methanol, pH 8,3) als Transversalelek-
trophorese bei 100 V fur drei Stunden oder mit 20 V Uber Nacht nach der Methode von
GULTEKIN und HEERMANN bei 4° C durchgefiihrt (8). Im AnschiuB an den Transfer
kénnen die Membranen getrocknet und im Exsikkator aufbewahrt werden. Vor der
Benutzung muissen diese Membranen mit Methanol benetzt und kurz in Wasser
gespult werden.

Immunfarbung der Blotmembranen: Zum Abséttigen des Hintergrundes wurden
die Membranen 30 Min. in 20% FKS/PBS (v/v) geschwenkt. Zum Nachweis der Anti-
korper wurden sowohl die Seren als auch die Meerrettich-Peroxidase-markierten 2.
Antikérper in 20% FKS/PBS (v/v) verdlnnt. Die 2. Antikdrper waren spezifisch fr
humanes Ig/H p und Ig/H v sowie fiir Ig/L kappa und Ig/L lambda (Dako, Ddnemark).
Diese Antikdrper wurden 1 : 1.000 verddnnt eingesetzt. Die Antikdrper wurden eine
Stunde bei Raumtemperatur unter kontinuierlichem Schwenken inkubiert. Serienunter-
suchungen wurden mit Hilfe einer 15-Schlitzkammer nach HEERMANN (Froebel, Lin-
dau, FRG) durchgeflihrt. Zwischen den einzelnen Schritten wurde die Blotmembran in
0,5% Tween/PBS (v/v) gewaschen. Zur Entwicklung der Antigen-Antikdrper-
Reaktionen wurden die Blotmembranen in 0,01% Diaminobenzidin/PBS (w/v) inku-
biert. Die Reaktion wurde durch Spllen mit Wasser beendet. Die Auswertung erfolgte
nach dem Trocknen der Membranen.

Affinitatsreinigung der Anti-TIM-AntikGrper

Aus den Seren der Patienten wurden die Anti-TIM-Antikorper (iber eine Membran-Affi-
nitatsreinigung isoliert wie kirzlich beschrieben (19).

Immunfluoreszenz

Erythrozyten (0/Rh negativ) eines gesunden Spenders wurden nach intensivem
Waschen in Diglyzero-Veronal-Puffer (29) auf Glasobjekttrager gegeben und durch
Behandlung mit eiskaltem Azeton-Methanol Gemisch (1 + 1, v/v) fixiert. Es folgte die
Inkubation mit affinitatsgereinigtem IgM-Anti-TIM (1 pg/mtl) fir zwei Stunden bei 37° C
in einer feuchten Kammer. Als Kontrolle diente ein monokionales IgM von einem
Patienten mit Morbus Waldenstrom (dieser Antikrper wurde uns freundlicherweise ven
Prof. Dr. N. Hilschmann, MPI fir experimentelle Medizin, Géttingen, zur Verfligung
gestellt). Nach wiederholtem Waschen wurden die Erythrozyten fir eine Stunde bei
37° C mit Fluorescein-markierten Anti-human-igM-Antikérpern (Dako, Danemark) inku-
biert (1 : 25 in PBS). Nach dem Waschen wurden die Objekttrager in 70% Glyzerin/
PBS (v/v) eingebettet und sofort ausgewertet.

51Chrom-Freisetzungstest

500 pl einer 10%igen Suspension aus Testerythrozyten wurde mit 0,1 mCi®'Cr (Amers-
ham Buchler, Braunschweig, BRD) flr eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
10 pl der markierten Erythrozyten wurden mit 10 pl des inaktivierten Probandenserums
oder mit 10 w des entsprechenden affinitatsgereinigten Antikorpers flr zwei Stunden
bei 37° C inkubiert. AnschlieBend wurde jedem Ansatz 10 ul Meerschweinchenserum,
das an humanen Erythrozyten (0/Rh negativ) absorbiert war, als Komplementquelle
zugesetzt. Die spezifische %'Cr-Freisetzung wurde nach zwei Stunden aus Vierfach-
Ansatzen bestimmt nach der Formel:
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Ergebnisse
Patienten mit Malaria tertiana:

Alle flinf Patienten mit einer Malaria tertiana (Plasmodium vivax) zeigten einen unkom-
plizierten klinischen Verlauf. Zum Diagnosezeitpunkt und wahrend der folgenden zehn
Tage konnten Hamoglobin-Konzentrate zwischen 11,7 und 16,4 g/dl, erhéhte LDH-
Werte bis maximal 395 U/ml, Haptoglobin-Werte zwischen 0 und 2,7 mg/ml sowie
erhéhte IgM-Konzentrationen zwischen 2,8 und 7,0 mg/ml nachgewiesen werden. Alle
Patienten hatten im Sinne einer friher durchgemachten EBV-Infektion IgG-Anti-VCA-
und Anti-EBNA-Antikorper, Zeichen einer EBV-Reaktivierung lieBen sich nicht nach-
weisen. Bei nachfolgenden Kontrolluntersuchungen konnten keine pathologischen
Laborparameter festgestellt werden.

Patienten mit Malaria tropica:

Zehn Patienten mit einer Malaria tropica wurden untersucht. Zwei Patienten erlitten
eine komplizierte Malaria mit einer Parasitdmie von tber 7% und einem akuten Nieren-
versagen. Spatestens nach dem funften Tag nach Therapiebeginn konnten bei allen
Patienten keine Parasiten mehr nachgewiesen werden. Fieberschlbe traten nicht mehr
auf. Bei sechs Patienten entsprachen klinischer Verlauf und EBV-Antikorperwerte
jenem der Malaria tertiana-Patienten (s. 0.). Bei vier Patienten lieBen sich die Zeichen
einer prolongierten Hamolyse nachweisen (Tab. 1). Der direkte Coombs-Test war bei
allen Patienten negativ. Bei einzelnen Patienten konnte eine Dynamik im EBV-Antikor-
perverlauf nachgewiesen werden (tempordrer Titeranstieg der IgG-Anti-VCA-Anti-
korper). Bei dem Patienten U. G., Nr. ,8%, konnten Anti-EAY sowie |gM-Anti-VCA-
Antikdrper grenzwertig nachgewiesen werden.

Reaktion von Malaria-Serum mit Erythrozytenbestandteilen

Die Trennung eines humanen Erythrozytenlysates in der denaturierenden SDS-13%
Polyacrylamid-Gelelektrophorese zeigt in der Coomassie Blau-Farbung im Bereich der
Molekularmasse 31 kD bis 26 kD eine breite Bande, die von einer schmalen begleitet
ist (Abb. 1A). Wird das Erythrozytyenlysat nach Trennung und Durchfihrung des
Westernblots mit Serum eines Patienten mit Malaria tropica-Infektion inkubiert, stelit
sich im Bereich der Molekularmasse 29 kD eine deutliche Bande dar; zwei sehr schwa-
che Immunreaktionen finden sich zusatzlich bei 45 kD und 67 kD, wie Abbildung 1B
zeigt. Abbildung 1A, Spur 3 zeigt aus humanen Erytrozyten gewonnene Triosephos-
phat-Isomerase, die eine Bande bei 29 kD bildet. Mit dieser Bande reagiert das Mala-
ria-Serum sehr stark (Abb. 1B, Spur 2).

Nachweis von Anti-TIM in Malaria-Seren

Seren von zehn Patienten mit Malaria tropica und von funf Patienten mit Malaria ter-
tiana wurden auf Antikérper gegen gereinigte TIM getestet. Im Immunoblot reagierten
vier der zehn Tropica-Seren positiv (Abb. 2A), jedoch keines von den Tertiana-Seren.
Abbildung 2B zeigt die Bestimmung der Immunglobulinklasse und der leichten Ketten
von Anti-TiM Antikdrpern bei zwei Patienten. Die Anti-TIM Antikdrper zeigten in den vier
Féllen eine positive Reaktion auf Ig/H p. In keinem Fall wurde als schwere Kette ,v*
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Hamatologische Werte von vier Patienten mit einer Malaria tropica

Haptoglobin 0,7 - 3,2 mg/ml, Immunglobulin M [IgM] 0,6 - 2,8 mg/ml).

TABELLE 1

und einer prolongierten Hamolyse
(Normalwerte: Hamoglobin [Hb] 12 - 18 g/dl, Laktatdehydrogenase [LDH] 80 - 200 U/I,

Patient 4:

R. M., 40 Jahre

Tage Diagnose +2 +4 +8 + 14
Parasitamie (%) 3,5 1,5 0 0 0

Hb (g/dl) 11,9 10,0 9,7 9,3 11,7

LDH (U/1) 798 701 n.d. 363 310
Haptoglobin (g/1) 0,1 0,3 0,4 0,1 0,1

IgM (g/1) 7,7 9,1 11,4 9,6 9,5

Anti-TIM (Titer) 1:400 1:800 1:1600 | 1:1600 | 1:1600

Patient 5:

D. H., 52 Jahre

Tage Diagnose +7 +12 + 22 + 24 + 47
Parasitamie (%) 17,0 0 0 0 0 0
Hb (g/di) 11,5 7,8 6,4 7,0 6,4 9,8
LDH (U/1) 1009 354 307 223 232 192
Haptoglobin (g/l) 0,5 0,3 0,6 0,9 0,5 2,7
IgM (g/1) 2,5 6,3 7.6 7.8 8,0 55
Anti-TIM (Titer) 1:3200 | 1:3200 | 1:1600 | 1:1600 | 1:1600 1:100
Patient 6:

A. S., 30 Jahre

Tage Diagnose +3 +6 + 20 + 34 + 55
Parasitamie (%) 7,0 0,2 0 0 0 0
Hb (g/dl) 12,2 9,4 8,4 10,5 11,5 13,2
LDH (U/1) 852 732 399 369 283 197
Haptoglobin (g/l) 0,2 0,1 1,3 0,0 0,7 1,8
IgM (g/l) 54 5,6 7,3 8,5 7.8 6,0
Anti-TIM (Titer) 1:1600 | >1:200| 1:1600 | > 1:200| 1:800 1:100
Patient 8:

U. G. 26 Jahre

Tage Diagnose +2 +8 + 47

Parasitédmie (%) 0,01 0,001 0 0

Hb (g/dl) 17,9 16,5 14,4 15,9

LDH (U/1) 315 49 290 246

Haptoglobin (g/1) 0,7 0,1 0,1 0,9

IgM (g/1) 1,8 6,2 8,0 2,6

Anti-TIM (Titer) 1:100 1:250 1:400 1:50
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TABELLE 2
Chrom-51-Freisetzung aus Erythrozyten nach Inkubation mit Serum oder affintéts-
gereinigtem IgM-Anti-TIM (aff. IgM) von Patienten mit Malaria tropica.

Patient Probe eigene Erythrozyten Spender-Erythrozyten

(O/Rh negativ)

(% spezifische Chrom-51-Freisetzung)
4:R.M Serum 21 16
aff. igM 30 24
5:D. H. Serum 17 12
aff. IgM 32 23
6:A.S. Serum 15 10
aff. Igm 28 18
8: U.G. Serum n. d. 6
aff. IgM n. d. 14

nachgewiesen. Die Charakterisierung der leichten Ketten ergab bei den Patienten ,,4“
und ,,5“ nur das Vorhandensein von lambda-Ketten. In den beiden anderen Féllen 6"
und ,,8" dagegen wurde sowohl lambda als auch kappa als leichte Kette des IgM-Anti-
TIM identifiziert (Daten nicht gezeigt).

Die Seren mit dem positiven igM-Anti-TIM Befund wurden mittels Immunoblot austi-
triert. Dabei fanden sich Titer-Werte von 1 : 400 bis 1 : > 3.200 (Grenzwert 1 : 100)
(vgl. Abb. 3 und Tabelle 1).

Reaktion von affinitatsgereinigtem IgM-Anti-TIM auf Erythrozyten

Anti-TIM-Antikérper binden an Erythrozyten und induzieren in der Immunflucreszenz
eine feingranulare Fluoreszenz, die im Bereich der Zellmembran lokalisiert ist. Eine
Fluoreszenz im Zytoplasma war nicht mefbar.

Die Behandlung der Patienten-Erythrozyten und der Spender-Erythrozyten mit Patien-
ten-Serum aus der akuten Phase der Hamolyse bzw. affinitdtsgereinigtem IgM-Anti-
TIM fihrte zur 5'Cr-Freisetzung aus den markierten Zellen in einer GroBenordnung von
6 - 32%. Dabei zeigte es sich, daB die *'Cr-Freisetzung aus den eigenen Erythrozyten
héher war als aus den Spender-Erythrozyten (Abb. 3 und Tabelle 2).

Diskussion

Patienten mit einer Malaria kénnen aus verschiedenen Grinden eine Anamie entwik-
kein. Sicher werden parasitierte Zellen durch die Malariaparasiten zerstort. Beschrie-
ben wurde auch eine Beeintrachtigung der Erythropoese im Knochenmark, Splenome-
galie mit ausgepragter Phagozytose auch nicht parasitierter Erythrozyten und Bildung
von Autoantikérpern (26, 27, 30).

In friiheren Arbeiten berichteten wir Uber den Nachweis von Autoantikdrpern gegen
Triosephosphat-lsomerase (IgM-Anti-TIM) bei Patienten mit einer akuten Epstein-Barr-
Virus-Infektion (18). Vor kurzem gelang uns bei einem 18jahrigen Patienten mit einer
akuten EBV-infektion und einer ausgepragten Hamolyse der Nachweis dieses Auto-
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Abb. 1:

A: SDS-13% PAGE, Coomassie Blau Farbung
Spur 1: Molekulargewichtsmarker - Spur 2: Humanes Erythrozytenlysat -+ Spur 3: Gereinigte
humane TIM aus Erythrozyten

B: SDS-13% PAGE, Immunoblot mit Serum eines Malaria tropica-Patienten
Spur 1: Humanes Erythrozytenlysat - Spur 2: Gereinigte humane TIM aus Erythrozyten
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Abb. 2:

A: Immunoblot zum Nachweis von Antikdrpern gegen TIM in Seren von 10 Patienten
mit Malaria tropica: Ko = Kontrolle mit Anti-TIM Hyperimmunserum vom Kaninchen.

B: Immunoblot zur Bestimmung der Immunglobulinklasse (Ig/H) und der leichten Ketten (lg/1).
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Abb. 3:

Immunoblot: Titration von IgM-Anti-TIM bei vier Patienten mit Malaria tropica.

antikdrpers. Nach Affinitatsreinigung reagierten die Autoantikdrper mit den Patientene-
rythrozyten und flihrten unter Komplementaktivierung zu einer erhohten 5'Cr-Frei-
setzung als Zeichen einer Hamolyse (17). Auch bei einer 17jéhrigen Patientin, die im
Verlauf einer akuten EBV-Infektion eine schwere Hamolyse und hamolytische Anamie
entwickelte, wurden hohe Antikérperwerte gegen TIM nachgewiesen.

Bei Malariapatienten kann gelegentlich eine tUber das AusmaB der Parasitdmie ver-
starkte und nach erfolgreicher Therapie persistierende Hamolyse nachgewiesen wer-
den (27). Bei keinem der von uns untersuchten Malariapatienten mit einer Malaria ter-
tiana konnte eine prolongierte Hamolyse nachgewiesen werden. Autoantikérper gegen
TIM wurden in keinem Fall von Malaria tertiana gemessen. Dagegen hatten vier Patien-
ten mit einer Malaria tropica eine prolongierte Hdmolyse. Eine deutliche Erhéhung der
Laktatdehydrogenase im Serum sowie erniedrigte Haptoglobin-Werte lieBen sich bei
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diesen Patienten langer als 30 Tage nach Erkrankungs- und Therapiebeginn nachwei-
sen. Diese vier Patienten wiesen im Immunoblot eine hoch positive Reaktion mit dem
29 kD-Monomer der humanen Triosephosphat-isomerase auf. Im Immunfluoreszenz-
test konnte gezeigt werden, daB aus Patientenseren gewonnenes affinitatsgereinigtes
Anti-TIM an Erythrozyten bindet. Komplementaktivierung fUhrte zu einer Freisetzung
von 5'Cr aus markierten Erythrozyten. Dabei war die Wirkung auf eigene Erythrozyten
groBer als auf Fremd-Erythrozyten. Méglicherweise ist der Anteil membranassoziierter
TIM unterschiedlich groB (24). Etwa parallel zum Rickgang der Hamolyse fielen auch
die Autoantikdrper ab. Unter der Vorstellung, dal Malaria eine starke Immunsuppres-
sion verursacht (23), war zu prlfen, ob die Anti-TIM-Antikdrper moglicherweise im
Rahmen einer reaktivierten EBV-Infektion gebildet wurden. Nur in einem Fall (Patient
U. G., Nr. ,,8“) lieBen sich IgM-Anti-VCA und Anti-EAY als Hinweis auf eine EBV-Reakti-
vierung nachweisen. Bei den Patienten ,4%, ,5“ und ,,6“ konnte eine Reaktivierung
serologisch ausgeschlossen werden. Das Auftreten von Anti-TIM scheint nicht aus-
schlieBlich an die Aktivitat des EBV gebunden zu sein. Nicht nur die EBV-Infektion son-
dern auch die Malaria kann zu einer ausgepragten B-Zell-Aktivierung fihren (21, 25),
die haufig von einer Hypergammaglobulindmie begleitet ist. Die gebildeten Immunglo-
buline haben nicht nur Spezifitat fir Erregerantigene, sondern reagieren mit einer Viel-
zahl heterogener und/oder autologer Antigene (3).

ROSENBERG et al. (20) fielen bei der Untersuchung von Patienten mit Plasmodium
falciparum erhdhte Serum-lgM-Werte auf. Parallel konnte immunfluoreszenz-serolo-
gisch ein IlgM-Antikdrper gegen humane Erythrozyten nachgewiesen werden, der eine
vermehrte Freisetzung von 5'Cr aus markierten Erythrozyten induziert. Es bestand ein
klarer Zusammenhang zwischen dem Verlauf der hdmolytischen Andmie und dem Auf-
treten der IgM-Anti-Erythrozyten-Antikérper. Der von uns erstmals bei akuten EBV-
Infektionen beschriebene und charakterisierte IgM-Autoantikérper gegen die TIM (18)
konnte jetzt auch bei Malariapatienten nachgewiesen werden. ROSENBERG et al. (20)
konnten dem von ihnen nachgewiesenen IgM-Antikdrper keine Spezifitdt zuweisen. Es
ist nicht auszuschlieBen, daB igM-Anti-TIM mit jenem Antikdrper identisch ist. LUND-
GREN et al. (12) transformierten B-Lymphozyten von Malaria Patienten mit EBV. Dabei
erhielten sie Klone, die Antikdrper gegen Plasmodium falciparum und/oder Erythrozy-
ten produzierten. Die Antikdrper gehdrten der Immunglobulinklasse M an; beide leich-
ten (kappa und lambda) Ketten waren vertreten. In unseren Untersuchungen hatten
zwei Patienten (Nr. ,4“ und ,5") sehr wahrscheinlich ein monokionales IgM-Anti-TIM,
da als leichte Kette nur lambda nachgewiesen wurde. Die IgM-Anti-TIM-Antikdrper der
Patienten 6" und ,,8“ hatten als leichte Kette lambda und kappa. Hamolyse-Versuche
wurden von LUNDGREN et al. (12) nicht durchgefuhrt. Es wurde aber vermutet, daf
der Autoantikérper mit Spektrin der Erythrozytenmembran reagiert. Auf welche Weise
Anti-TIM-Autoantikdper die Erythrozytenfunktion beeintréachtigen, ist noch unbekannt.
Da Antikorper intakte Zellmembranen nicht durchdringen kénnen, die TIM aber ein
zytoplasmatisches Enzym ist, muB davon ausgegangen werden, daB ein Teil des
Enzyms mit der Membran in Kontakt steht. Hinweise auf membranassoziierte TIM wur-
den bereits friher erhalten (24). Im Verlauf der physiologischen Alterung von Erythro-
zyten zerfallt die TIM in ihre beiden monomeren Polypeptidketten (31). Durch einen
“shuttling”-ProzeB, der kirzlich flir Nukleoproteine nachgewiesen wurde (2), kdnnten
TIM-Monomere vom Zytoplasme in die Zellmembran gelangen. Auch ein “molecular
mimicry” zwischen einem Epitop der TIM und einem Bestandteil der Zellmembran kann
der Antikdrperwirkung zugrunde liegen. Die Charakterisierung der Antigenbindungs-
stelle auf der TIM wird hier weiteren AufschluB bringen. Die Wirkung der Anti-TIM-
Antikdrper kdnnte sich in zwei Phasen entwickeln. In einem initialen Abschnitt wird
unter Komplementaktivierung die Zellmembran so geschadigt, daB nachfolgend Anti-
kérper auch in die Zelle hinein gelangen. Intrazeliular kénnten die Antikérper dann
durch Komplexbildung die Enzymfunktion stéren.
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Zusammenfassung

Im AnschluB an eine parasitologisch ausgeheilte Malaria tropica zeigten vier von zehn
Patienten eine prolongierte Hdmolyse. In den Seren dieser Patienten wurden Antikér-
per mit Spezifitat fur das glykolytische Enzym Triosephosphat-lsomerase (TIM) nach-
gewiesen. Die Autoantikdrper gegen Triosephosphat-lsomerase gehdrten ausschlie-
lich der Immunglobulinklasse M an (IgM-Anti-TIM). Aus den Seren der vier Patienten
mit Hadmolyse reagierte affinitatsgereinigtes IgM-Anti-TIM mit Erythrozyten und indu-
zierte unter Komplementaktivierung eine erhéhte *'Chrom-Freisetzung aus markierten
Erythrozyten. Die klinische Besserung und der Rlckgang der Hamolyse verliefen
parallel zum Abfall der Autoantikérper. Die Autoantikbper kénnten wesentlich flr die
prolongierte Hamolyse verantwortlich sein.

Schilisselworter

Malaria, prolongierte Hamolyse, Anamie, Autoantikrper, EBV-Infektion.

Summary

Prolonged hemolysis in malarial infections: The significance of
autoantibodies against triosephosphate isomerase

Four out of ten patients with falciparum malaria showed prolonged hemolysis after
parasitological cure. Antibodies specific for the glycolytic enzyme triosephosphate iso-
merase (TPI) were detected in the sera of these patients. The autoantibodies against
TPI belonged without exception to the immunoglobulin class M (IgM anti-TPI). Affinity
purified IgM anti-TPI from sera of these patients with hemolysis reacted with erythrocy-
tes and induced complement activation and increased %'Cr release from marked ery-
throcytes. Patient recovery and recession of hemolysis were found to accompany the
decrease of the autoantibodies. The occurrence of these antibodies might be a reason
for prolonged hemolysis in malaria tropica.

Key words

Malaria, prolonged hemolysis, autoantibodies, Epstein-Barr virus infection.
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