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Einleitung

Auf der Suche nach Schutzmechanismen gegen eine Malaria-Infektion werden die
Forschungsschwerpunkte heute vor allem auf den Gebieten Immunologie und Che-
motherapie gesetzt. Auf den Einsatz einer evtl. moglichen Vakzine wird man noch
mehrere Jahre warten mussen. Die Entwickiung neuer Chemotherapeutika erleidet
gerade auf dem Gebiet der Malaria immer wieder neue Ruckschldge; vermehrt treten
Resistenzen der Plasmodien auch gegen neu entwickelte Medikamente auf.

In der Natur dagegen sind schon seit langem vererbbare Resistenzen bestimmter Be-
vélkerungsgruppen gegen Malaria bekannt wobei die Resistenzmechanismen aller-
dings noch weitgehend ungeklart sind. Einige Modifikationen des Blutsystems, z.B.
Sichelzellenanaemie, G-6-P-D-Mangel und die Thalassaemie, scheinen eine Schutz-
wirkung gegen Plasmodium falciparum, den Erreger der Malariatropicazuhaben (AL-
LISON 1961, LUZZATTO 1974, NURSE 1979, PASVOL und WILSON 1982).

Die B-Thalassaemie ist eine vererbbare Stérung der Haemoglobin-Produktion, die
durch eine verminderte oder fehlende Synthese der B-Kette des Haemoglobins ge-
kennzeichnet ist. Die homozygote B-Thalassaemie ist mit einer schweren Anaemie
verbunden und fihrt unbehandelt zum frihen Tode. Bei der heterozygoten 3-Thalas-
saemie gibt es keine abnormen klinischen Symptome (FAIRBANKS 1980, WHO Wor-
king Group 1982). Das an sich nachteilige Gen fur B-Thalassaemie scheint allerdings
in Malaria-Gebieten einen Selektionsvorteil zu haben. Aufgrund der geographischen
Korrelation von Gebieten mit Malaria und mit dem B-Thalassaemie-Gen wird eine Re-
sistenz der Menschen mit heterozygoter B-Thalassaemie gegen Plasmodium falcipa-
rum-Malaria vermutet (FRIEDMANN 1983, WILLCOX et al. 1983).

Die erfolgreiche in-vitro-Kultivierung von P.falciparum hat das ganze Feld der Unter-
suchungen Uber die zellularen Grundlagen der vererbbaren Resistenz gegen Malaria
eroffnet. Wir haben erste in-vitro-Studien (ber die Entwicklung von P.falciparum in
normalen und B-Thalassaemie-Erythrozyten von heterozygoten Spendern durchge-
fuhrt.

Material und Methoden

In allen Versuchen verwendeten wir den Plasmodium falciparum-Stamm FCB von den
Behring Werken, Marburg. Die Kultivierung wurde nach der von JENSEN und TRA-
GER (1977) beschriebenen Kerzentopf-Methode durchgefliihrt mit der Abanderung,
daB wir das RPM! 1640 Medium mit 15%igem Humanserum benutzten. AuBerdem
fihrten wir taglich zwei- oder dreimal einen Mediumwechsel durch. Die Versuche wur-
den mit einem niedrigen Hamatokritvon 3-5% und einer Anfangsparasitamievon 0,5 -
1,5% begonnen. Die Erythrozyten wurden mit Ausnahme der ersten Versuche und der
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Kreuzversuche mit Sorbitol-synchronisierten Kulturen (Ringformen) infiziert (LAM-
BROS und VANDENBERG 1979).

Spender der heterozygoten B-Thalassamie-Erythrozyten waren Eltern von homozy-
goten Patienten der Kinderklinik Gottingen. An dem jeweils gleichen Tag wurden Kon-
trollerythrozyten von verschiedenen Spendern gewonnen. Wenn die Erythrozyten
nichtam selben Tag flr einen Versuch verwendet werden konnten, wurden sie fiir eini-
ge Tage bei 4° C aufbewahrt.

Zur Bestimmung der Parasitamie und des prozentualen Anteils der Ringformen wur-
den von GIEMSA-gefarbten Ausstrichen 1000 Erythrozyten ausgezéhit (bei Parasit-
amien Uber 20% nur 500 Erythrozyten).

Die Unterschuchungen lber die Membranproteine (Erythrozyten-Ghost Praparation,
SDS Polyacrylamid-Gel Elektrophorese, Silberfarbung) wurden nach bereits be-
schriebenen Methoden durchgefiihrt (DODGE et al. 1963, HEMPELMANN 1982,
HEMPELMANN et al. 1984).

Ergebnisse

Zun&chst wurde die Entwicklung von P.falciparum in normalen und in B-Thalassae-
mie-Erythrozyten unter den (blichen von TRAGER und JENSEN (1978) beschriebe-
nen Kulturbedingungen untersucht. In diesen Experimenten konnte kein Unterschied
in der Parasiten-Entwicklung beobachtet werden. (Abb. 1).
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Abbildung 1: Die Entwicklung von P. falciparum in normalen und heterozygoten
B-Thalassaemie-Erythrozyten unter Ublichen Kulturbedingungen. (Der Pfeil “| * gibt

den Zeitpunkt der Subkulitvierung an).
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Abbildung 2: Die Entwicklung von P. falciparum in normalen und in heterozygoten
3-Thalassaemie-Erythrozyten in Kulturen ohne Subkultivierung.
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Unterschiede im Parasiten-Wachstum traten jedoch auf, wenn keine Subkultivierung
vorgenommen wurde, d.h. wenn der Kultur keine neuen - nicht infizierten - Erythrozy-
ten zugegeben wurden (Abb. 2).

Biszum 5. bzw. 6. Tag verlief die Entwicklungin beiden Erythrozyten-Typen gleich. Ab
dem 6. Tag traten dannin allen flinf durchgeflhrten Versuchen Unterschiede im Para-
siten-Wachstum auf, wobei zum Ende des jeweiligen Versuches das Wachstumin den
B-Thalassaemie-Erythrozyten um etwa 50% gegeniber dem Wachstum in normalen
Erythrozyten reduziert war.

Um mogliche Ursachen fir dieses unterschiedliche Parasiten-Wachstum zu finden,
wurde zunéchst geprift, ob nicht aufgrund des unterschiedlichen Nahrungs- bzw.
Energieangebots in Thalassaemie-Erythrozyten eine andere Zykluslange als die
sonst normalen 48 Stunden vorliegt. In Abbildung 3 wird aber deutlich, da3 der Zykius
in beiden Erythrozyten-Typen Ubereinstimmend 2 Tage lang war.
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Abbildung 3: Prozentualer Anteil von Ringformen in normalen und in heterozygoten
B-Thalassaemie-Erythrozyten.

Um zu untersuchen, ob das physiologische Alter der Erythrozyten fir die Differenz in
der Parasiten-Entwicklung verantwortlich sein kann, wurden nicht infizierte Erythro-
zyten 6, 8und 12 Tage vorbehandelt, bevor sie mit P. falciparum infiziert wurden. Dazu
wurden die nichtinfizierten Erythrozyten zunachst bei 37° C in Kuiturmedium mit zwei-
mal tdglichem Mediumwechsel gehalten.Bei einer Vorbehandiung von 6 und 8 Tagen
traten die Unterschiede im Parasiten-Wachstum genau wie in den oben dargesteliten
Ergebnissen ab dem 6. Tag auf. Erstbei einer Vorbehandlungszeit von 12 Tagen wur-
de das unterschiedliche Parasiten-Wachstum 2 Tage eher deutlich als in den Versu-
chen ohne Vorbehandlung der Erythrozyten.

AuBerdem wurde untersucht, ob nicht Unterschiede in der Membran von normalen und
von B-Thalassaemie-Erythrozyten die Ursache fiir das unterschiedliche Parasiten-
Wachstum sein kdnnten. Mit einer neu entwickelten Silberfarbung kbnnen nach elek-
trophoretischer Auftrennung wesentlich mehr Membran-Proteine erfat werden als
mitder iblichen Coomassie-Farbung. Die Proteinmuster von mehreren normalen Ery-
throzyten-Membranen sind einheitlich, dagegen gibt es bei Proteinmustern der he-
terozygoten B-Thalassaemie-Erythrozyten mehrere Unterschiede. Trotz der bisher
geringen Anzahlvon Versuchenistes sehr wahrscheinlich, daB es Unterschiedein der
Zusammensetzung der Membran-Proteine von normalen und von B-Thalassaemie-
Erythrozyten gibt.
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Um die Bedeutung von Serumfaktoren fur die Entwicklung von P.falciparum zu unter-
suchen, wurden Kreuz-Experimente durchgefiihrt. Erste Ergebnisse zeigen, daB Se-
rum-Faktoren einen hemmenden EinfiuB auf die Parasiten-Entwicklung haben kon-
nen. P. falciparum wachstin normalenundin B-Thalassaemie-Erythrozyten gleich gut
in RPMI-Medium mit normalen AB-Serum. In Medium mit Thalassaemie-Serum dage-
genistdie Entwicklungin B-Thalassaemie-Erythrozyten deutlich schlechter alsinnor-
malen Erythrozyten (Abb. 4).
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Abbildung 4: Die Entwicklung von P. falciparum in normalen und in heterozygoten
B-Thalassaemie-Erythrozyten kultiviert in RPMI 1640 Medium mit normalem AB-Se-
rum und in Medium mit Serum eines heterozygoten 3-Thalassaemie-Spenders.

Diskussion

Unsere Ergebnisse der in-vitro-Studien Uber die Entwicklung von P. falciparumin nor-
malenund in heterozygoten B-Thalassaemie-Erythrozyten unterstitzen die Hypothe-
se, daB es eine Resistenzwirkung der heterozygoten B-Thalassaemie gegen Malaria
tropica gibt. Unter tGblichen Kulturbedingungen kann zunéchst kein unterschiedliches
Parasiten-Wachstum beobachtet werden. Bei Einflu von bestimmten StreBfaktoren
jedoch wird die Entwicklung von P. falciparum in B-Thalassaemie-Erythrozyten ge-
hemmt.

FRIEDMANN (1979, 1983) beobachtete ein vermindertes Parasiten-Wachstum in
Thalassaemie-Erythrozyten, wenn die Gaskonzentration von den lblichen 17 %0, auf
25 - 30%0, erhdht oder wenn reduziertes Glutathion, ein Bestandteil des RPMI 1640
Mediums, weggelassen wurde. Reduziertes Glutathion schiitzt die Parasiten vor oxi-
dativer Beschadigung. Ohne diesen Schutz ist das Parasiten-Wachstum in Thalas-
saemie-Erythrozyten vermindert, weil sie fir oxidativen StreB besonders anfallig sind.

In unseren Experimenten waren andere Mechanismen als der oxidative StreB fur ein
vermindertes Parasiten-Wachstum verantwortlich. Die Untersuchungen Uber die
hemmenden Faktoren beiunseren Langzeitversuchenergabenverschiedene Ansatz-
punkte fur eine Erkldarung der vorteilhaften Eigenschaften der 3-Thalassaemie gegen
P. falciparum-Infektionen. ‘

Wurde keine Subkultivierung vorgenommen, tratnach 6 Tagen ein vermindertes Para-
siten-Wachstum in 3-Thalassaemie-Erythrozyten auf, wenn sich in der Kultur eine ho-
he Parasitaemie entwickelt hatte. Diese reduzierte Entwicklung kdnnte auf eine drasti-
sche Anderung der Kulturbedingungen (z.B. pH-Wert) durch die Stoffwechselaktivitit
der inzwischen hochkonzentrierten Parasiten zurlckzuflhren sein, obwohl ein haufi-
ger Mediumwechsel durchgefuhrt wurde.
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Die festgestellten Unterschiede der Membran-Proteine der Erythrozyten kdnnten
ebenso flir das verminderte Parasiten-Wachstum in B-Thalassaemie-Erythrozyten
von Bedeutung sein. Die verschiedenen Membran-Proteine sollen weiter untersucht
werden, darliberhinaus ist zu klaren, ob die abweichende Membran-Proteine in allen
Erythrozyten eines B-Thalassaemie Spenders vorkommen oder nur in einem gewis-
senProzentsatz zu finden sind. Sollte dasletztere der Fall sein, kdnnte dies eine Erkla-
rung fir das unterschiedliche Parasiten-Wachstum in den Langzeitversuchen sein:
Erst wenn die Plasmodien sich in den leichter zu invadierenden Erythrozyten entwik-
keltund diese zerstort hatten, kdnnten sich beiden nunin der Kultur noch verbliebenen
Thalassaemie-Erythrozyten mit anderen Membranmustern Unterschiede im Parasi-
ten-Wachstum zeigen.

Zusatzlich weisen die Ergebnisse der Kreuzversuche daraufhin, da Serum-Faktoren
eine bisherunterschatzte Rolle bei der Resistenz gegen P. falciparum-Malaria spielen
kdénnten.

Allein-vitro-Studien sind allerdings unzureichend, da sie viele Faktoren nichterfassen
kénnen, die flr den gesamten Organismus eine Schutzfunktion gegen Malaria tropica
haben kdénnen. Beispielsweise ist bereits bekannt, daB B-Thalassaemie-Erythrozyten
weniger gut verformbar sind als normale Erythrozyten (TILLMANN und SCHROTER
1979). Dies kénnte fur die Resistenz von Bedeutung sein, weil alle Erythrozyten - so-
wohl die infizierten als auch die nicht infizierten - in der Milz starken Verformungen
ausgesetzt sind. Schlechter verformbare Erythrozyten wirden hier eher ausgefiltert.

Weitere Untersuchungen Uber StreBmechanismen, Serum- und Membranfaktoren
sind notwendig, um den Selektionsvorteil der heterozygoten B-Thalassaemie in Mala-
ria-Gebieten zu erkléren.

Zusammenfassung

(Die Entwicklung von Plasmodium falciparum in normalen und in B-Thalassaemie-
Erythrozyten).

Es sind verschiedene Modifikationen des Blutsystems bekannt, wie z.B. Haemoglobi-
nopathien, Enzym-Mangel-Krankheiten und die Thalassaemien, die anscheinend ei-
nen gewissen Schutz gegen Plasmodium falciparum-Malaria gewahrleisten. Aller-
dings ist der eigentliche Schutzmechanismus noch ungeklart.

Wir haben in-vitro-Studien mit Blut von heterozygoten B-Thalassaemie Spendern
durchgefihrt. Unter den ublichen Kulturbedingungen konnte nur in einigen wenigen
Fallen ein unterschiedliches Parasiten-Wachstum beobachtet werden. Unterschiede
in der Parasiten-Entwicklung traten jedoch auf, wenn die Erythrozyten langere Zeit in
der Kultur blieben und keine Subkultivierung vorgenommen wurde. Der Einfluf3 von
madglichen hemmenden Faktoren wird diskutiert. Kreuzversuche mit Erythrozytenund
Serum von normalen und von B-Thalassaemie-Heterozygoten weisen darauf hin, daf3
nicht nur die Erythrozyten, sondern auch Serumfaktoren eine Bedeutung fir die Ent-
wicklung von P. falciparum haben.

Wirhaben dartiberhinaus Untersuchungen Gber die Membran-Proteine von heterozy-
goten B-Thalassaemie-Erythrozyten durchgefihrt. Esistsehr wahrscheinlich, daB die
Proteinmuster der Membranen von B-Thalassaemie-Erythrozyten und von normalen
Erythrozyten verschieden sind. Unterschiede der Membran-Proteine in einigen Ery-
throzyten kdnnten wichtig werden, wenn die bevorzugt invadierten Erythrozyten be-
reits infiziert oder zerstort sind.
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Weitere Untersuchungen Uber StreBmechanismen, Serum- und Membranfaktoren
sind notwendig, um den Selektionsvorteil der heterozygoten B-Thalassaemie in Mala-
ria Gebieten zu erkléren.

Summary

Development of Plasmodium falciparum in Normal and in B-Thalassaemic-Erythro-
cytes.

Various inherited red-cell modifacations are know, including haemoglobinopathies,
enzyme deficiencies and the thalassaemic syndromes, which appear to provide pro-
tection against Plasmodium falciparum malaria. The actual protective mechanism,
however, is still a matter of speculation.

We performed culture studies with blood from thalassaemic heterocygotes. Under
usual culture conditions differences in parasitic development were only found in a few
cases compared to normal erythrocytes. Differences in parasitic development oc-
cured when erythrocytes remaind in the culture medium for a longer time without any
subcultivation. The influence of some possible inhibitory factors is discussed. Cross
experiments with erythrocytes and serum form normal and B-thalassaemic heterocy-
gotesyielded evidence that not only the red blood cells (RBC’s) but also serum factors
are involved in the development of P. falciparum.

Furthermore, we studied the RBC membrane proteins of thalassaemic heterocygotes.
It seems quite obvious that the thalassaemic RBC membrane proteins are different
from those of normal RBC’s. Membrane differences in some of the RBC’s may become
important when the preferred invaded RBC’s are already infected or destroyed.

Further experiments on stress mechanisms, serum and membrane factors are neces-
sary to clarify why B-thalassaemia is a favourable selective factor in malarial environ-
ments.
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