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1. Einleitung

Die Malaria gehort beziglich Mortalitat und Morbiditat zu den weltweit wichtigsten Infek-
tionserkrankungen. Uber ein Drittel der Weltbevélkerung lebt in Regionen, in denen Malaria
endemisch oder epidemisch auftritt. Jahrlich erkranken 300 bis 500 Millionen Menschen,
von denen 1,5 bis 2,7 Millionen sterben. Die lebensbedrohliche Form der Malaria, die
Malaria tropica, wird durch das Protozoon Plasmodium falciparum verursacht. Drei weitere
humanpathogene Plasmodienspezies verursachen eine Malaria mit einem meist milden
Krankheitsbild: P. vivax und P. ovale sind die Erreger der Malaria tertiana und P. malariae
der Erreger der Malaria quartana. Bei einer Mortalitat der Malaria tropica von 1-2% rechnet
man allein in Afrika mit mehr als einer Million Todesfallen pro Jahr; die weitaus meisten
dieser letalen Krankheitsverlaufe treten bei Kindern unter funf Jahren auf [WHO 1996,
WHO 1997, Trigg & Kondrachine 1998]. Die Infektion mit P. falciparum verlauft individuell
unterschiedlich [White 1996]. Wahrend manche der Infizierten rasch an einer komplizierten
Malaria tropica versterben, erkranken andere trotz jahrelang bestehendem Parasitenbefall
nicht [Greenwood et al. 1987]. Warum nur ein Teil der mit P. falciparum Infizierten an einer
schweren Malaria erkrankt und was diese Individuen von den anderen, asymptomatisch
Infizierten unterscheidet, ist bisher nicht endgultig geklart [Greenwood et al. 1991]. Ein Teil
der hier zusammengefalRten Arbeiten beschaftigt sich mit der Frage, ob und welche
genetischen Faktoren von Infizierten einen Einfluld auf den klinischen Verlauf und die Epi-

demiolgie der Plasmodieninfektion haben kénnen.

Humanpathogene Malariaparasiten existieren seit mehreren tausend Jahren [Ruwende et
al. 1995]. Die altesten Nachweise von Plasmodienantigenen wurden aus Proben von
Mumien gefuhrt, die etwa 3200 a.D. bestattet wurden [Miller et al. 1994]. In dem langen
Zeitraum bis heute hat eine kontinuierliche Auseinandersetzung zwischen Mensch und
Parasit stattgefunden, die zur Entwicklung von Resistenz- und Evasionsmechanismen
gefuhrt hat. Diese fur Mensch und Parasit Uberlebenswichtigen Anpassungsvorgange
haben ihre Spuren in den Genomen beider Organismen hinterlassen [Kwiatkowski 2000,

Taylor et al. 2000]. Ein Ziel der hier zusammengefaldten Arbeiten war es, Beziehungen
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zwischen Parasit und Mensch auf genetischer Ebene zu untersuchen und den Einflu®
polymorpher Gene auf die Epidemiologie und den klinischen Verlauf einer Plasmodien-

infektion, hier im wesentlichen der Infektion mit durch P. falciparum, zu beschreiben.

2. Theoretische Grundlagen

Sir Ronald Ross hat 1897 gezeigt, dall Malariaerreger Uber Moskitos der Gattung
Anopheles ubertragen werden [Ross 1923]. Dabei gelang es ihm, den Anteil des Para-
sitenzyklus, der in der Ubertrdgermiicke stattfindet, zu identifizieren und damit die
Grundlage fur die Beschreibung des gesamten Parasitenzyklus zu schaffen. Durch den
Stich der weiblichen Mucke, die Blut fur die Entwicklung ihrer Eier bendtigt, gelangen im
Median 15 bis 25 der fur den Wirt infektiosen Parasitenstadien (Sporozoiten) in die
Blutbahn, von wo aus sie innerhalb der ersten 15-45 min in Leberzellen eindringen.
Innerhalb einer Woche entwickeln sich in einem infizierten Hepatozyten bis zu 30000
Merozoiten, die nach Ruptur der Zelle freigesetzt werden, in die Blutbahn gelangen und
dann rasch Erythrozyten befallen. Uber Vermehrungsstadien (Trophozoiten und
Schizonten) werden erythrozytare Merozoiten gebildet, die nach Zerstérung der Zelle erneut
Erythrozyten infizieren. Aus einer Subpopulation der Parasiten entstehen nach mehreren
Vermehrungszyklen sexuelle Stadien (mannliche und weibliche Gametozyten), die dann
von den Ubertrédgermiicken aufgenommen werden kénnen. Innerhalb der Miicke findet eine
Paarung der Gametozyten und eine weitere Entwicklung Uber Zygote und Oozysten zu
Sporozoiten statt [Sherman 1998]. Mit der Injektion der Sporozoiten in die Blutbahn eines

anderen Menschen schlief3t sich der Zyklus.

In einem hochendemischen Gebiet, in dem eine Uber das gesamte Jahr epidemiologisch
stabile Malaria vorkommt, ist ein grol3er Teil der Bevolkerung mit P. falciparum infiziert.
Wahrend die meisten der Infizierten dabei ohne klinisch relevante Symptome bleiben,
entwickelt ein Teil der Betroffenen eine Malaria mit einer milden klinischen Symptomatik;

bei einem geringen Anteil der Infizierten verlauft die Erkrankung mit schweren Komplika-
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tionen, von denen insbesondere Kinder betroffen sind [Greenwood 1987]. Die wichtigsten
Komplikationen der Malaria bei Kindern sind eine schwere Anamie und eine zerebrale Ma-
nifestation. Daneben kann es zu weiteren schweren Schadigungen verschiedener Organe
kommen. Infektionen durch die Plasmodienspezies P. vivax, P. ovale und P. malariae sind
im aquatorialen Afrika seltener und verursachen meist keine oder nur milde klinische Er-
scheinungen. In hochendemischen Gebieten sind grofl3e Teile der Bevolkerung - wiederum

besonders Kinder - mit mehreren der humanpathogenen Plasmodienspezies infiziert.

Die Auseinandersetzung zwischen Wirt und Parasit ist von exogenen (z. B. Klima, Vektor-
populationsdichte, Endemizitat) und endogenen Faktoren (Parasitenvariabilitat, wirtsab-
hangigen genetischen Resistenzfaktoren, Immunstatus) abhangig. Diese Faktoren ent-
scheiden Uber Morbiditat und Mortalitat der Erkrankung. In endemischen Malariagebieten
entwickelt sich nach zahlreichen abortiven und/oder manifesten Erkrankungen bereits im
Kindesalter eine sogenannte Semiimmunitat, d.h. eine zunehmende Infektionsimmunitat
und eine Krankheitsimmunitat, die einen relativen Schutz vor schweren Komplikationen und
letalen Verlaufen verleiht. Unter den endogenen Faktoren spielen die genetischen Deter-
minanten, die sowohl an angeborenen (nichtadaptiven) als auch an erworbenen
(spezifischen) Resistenz- und Immunmechanismen beteiligt sind, eine besondere Rolle [Hill
1998]. Der genetische Polymorphismus in humanen Populationen beeinflul3t die genetische
Vielfalt in Plasmodienpopulationen; umgekehrt hat die genetische Variabilitat der Parasiten
einen Einflull auf den genetischen Polymorphismus humaner Populationen. Diese evolu-
tionare Interaktion zwischen Parasit und Wirt ist durch ausgepragte Selektion gekennzeich-
net. Das Verstandnis der Pathogenese der Malaria sowie der Entstehung bestimmter
Krankheitsmanifestationen kann durch Studien Uber die Koevolution von Wirt und Parasit
erweitert werden [Taylor et al. 2000]. Die Analyse der Interaktion verschiedener genetischer
Resistenzfaktoren des Menschen mit bestimmten genetischen Faktoren des Parasiten

P. falciparum ist Teil der hier zusammengefal3ten Arbeiten.



21. Asymptomatische Infektion mit Plasmodien

In hochendemischen Gebieten Afrikas ist ein grolRer Teil der Bevolkerung ab einem be-
stimmten Alter asymptomatisch mit P. falciparum infiziert. Die Parasitenlast im Blut (Para-
sitamie) ist bei diesen asymptomatischen P.-falciparum-Infektionen meist sehr niedrig und
dauert Wochen bis Monate an [Gilles 1986]. Bei der Diagnose von chronischen, asympto-
matischen Infektionen ist die Sensitivitdt der Ublicherweise eingesetzten mikroskopischen
Untersuchung limitiert. Die Sensitivitat der Bestimmung subklinischer Parasitamien wird
durch den zusatzlichen Einsatz einer Spezies-spezifischen Polymerase-Kettenreaktion

(polymerase chain reaction, PCR) erheblich gesteigert [Snounou et al. 1993].

Ob submikroskopische Infektionen eine Bedeutung fur den Gesundheitszustand eines
Patienten haben, wird seit langem diskutiert [Greenwood 1987]. Fir eine solche Bedeutung
spricht die Erkenntnis, dal} durch den Einsatz von Bettnetzen, die vor den nachtlichen
Stichen des ubertragenden Muckenvektors schitzen, sowohl bei Erwachsenen als auch bei
Kindern subklinische Infektionen verhindert und in der Folge die allgemeine Morbiditat und
Mortalitat reduziert wird [Payne et al. 1976]. Eine chronische asymptomatische Infektion
kann eine unspezifische Verschlechterung des Allgemeinzustandes oder eine Veranderung
des Immunstatus zur Folge haben, die dann fir den Verlauf einer symptomatischen
Infektion bedeutsam werden konnen. Insbesondere wurde z. B. beobachtet, dal’ eine
anhaltende niedrige oder submikroskopische Parasitamie zu einer Anamie fuhren kann
[Abdalla et al. 1980]. Mogliche Pathogenitatsmechanismen sind eine Hemmung der
Erythropoese und eine vermehrte Destruktion der Erythrozyten, z. B. durch Aktivierung des
Makrophagen-Monozyten-Systems und Hypersplenismus. Uber eine verstarkte Zerstérung
von nicht-parasitierten Erythrozyten fur einen gewissen Zeitraum nach einer akuten
Malariaepisode - wahrscheinlich durch Hypersplenismus - ist berichtet worden [Woodruff et
al. 1979]. Immunologische Faktoren koénnten auch bei der Pathogenese der Anamie
wahrend submikroskopischer Infektionen eine Rolle spielen [Greenwood 1987]. Inwieweit
dabei andere Plasmodienspezies als P. falciparum involviert sind, ist bisher unklar (s. u.).

Insbesondere bei Personen mit Ernahrungsdefiziten kann eine zusatzliche Belastung durch
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beschleunigten Abbau der Erythrozyten zu einer Verschlechterung hamatologischer
Parameter flhren. Unklar ist weiterhin, inwieweit rekurrierende, asymptomatische

Plasmodieninfektionen zu einer Beeinflussung des Eisenmetabolismus fuhren.

Eine Bedeutung der asymptomatischen, submikroskopischen Parasitamie fur andere
Erkrankungen wird diskutiert, z. B. fur die Inzidenz der hyperreaktiven Splenomegalie bei
Malaria (HMS), das nephrotischen Syndrom bei einer Infektion mit P. malariae oder die
Entstehung des Burkitt-Lymphoms [Greenwood 1987]. Ein immunmodulatorischer Einfluf
durch wiederholte Infektionen mit unterschiedlichen Plasmodienstdmmen ist auch bei
niedrigen Parasitamien wahrscheinlich. So ist bei dauerhaft niedrigen Parasitamien eine
erhohte Pravalenz sekundarer Infektionen, z. B. mit Salmonella typhi, beschrieben worden

[Mabey et al. 1987].

2.2. Milde und schwere Malaria

Eine Infektion mit P. falciparum nimmt einen individuell unterschiedlichen Verlauf innerhalb
eines Spektrums, das von einer asymptomatischen Infektion bis zu schwersten Kompli-
kationen reicht [Marsh 1999]. Dieser Verlauf der P.-falciparum-Infektion ist bei Kindern und
Erwachsenen sehr unterschiedlich und vor allem abhangig vom Immunstatus des
Infizierten. Daher verlauft die Malaria bei erwachsenen Europaern, die von einer Reise
wiederkehren, vollig anders als die Malaria bei Kindern aus Afrika. In Afrika sind Kinder im
Alter Uber funf Jahren trotz Infektion oft asymptomatisch. Kommt es zu einer klinischen
Manifestation, handelt es sich in den meisten Fallen um eine relativ milde, unspezifische
fieberhafte Erkrankung, die - insbesondere bei rasch einsetzender Therapie - schnell
vorubergeht. Bei der Entwicklung einer klinisch relevanten Erkrankung kommt es zu
grippeahnlichen Symptomen, Husten, zunehmender Anamie, Splenohepatomegalie,

abdominalen Schmerzen, Erbrechen und milder Diarrhoe [Marsh 1999].

Bei sehr jungen Kindern mit einer zu schwachen Immunitat kann es zu schweren Kompli-

kationen kommen. Die wichtigsten Komplikation der Malaria tropica bei Kindern aus hoch-
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endemischen Gebieten Afrikas sind zerebrale Malaria und schwere Anamie. Um zerebrale
Malaria handelt es sich, wenn Patienten einen schmerzhaften Stimulus nicht mehr lokalisie-
ren konnen [Warrell et al. 1982]. Eine schwere Anamie ist gekennzeichnet durch einen
Hamoglobinwert von unter 50 g/l oder einem Hamatokrit unter 15%. Weitere haufige
Komplikationen bei Kindern sind Hypoglykamie (Glukose unter 40 mg/dl), Hyperparasitamie

(>= 20% bei semiimunen Kindern, >= 4% bei nicht-immunen Kindern) [Marsh 1999].

Die WHO definiert eine schwere Malaria als Erkrankung mit einer Parasitamie (asexuelle
Stadien) ohne Hinweis auf eine andere Krankheit mit mindestens zwei der folgenden
klinischen Symptome: Sitz- oder Trinkschwache (bei Kindern), Bewultseinseintribung,
respiratorische Insuffizienz (KuBmaul-Atmung), Krampfe, Kreislaufkollaps, pulmonale
Odeme (radiologisch gesichert), abnormale Blutungen, Ikterus, Hamoglobinurie, schwere

Anamie [WHO 2000].

2.3. Pathophysiologie der schweren Malaria

Insgesamt scheinen die Komplikationen bei Malaria das Resultat verschiedener pathoge-
netischer Prozesse zu sein: Zytokininduktion durch die Freisetzung von toxischen
Parasitenprodukten; verschlechterter BlutfluR durch Sequestration infizierter Erythrozyten;
Hochregulierung der Expression von Adhasionsmolekilen durch Zytokine oder die
Adhasion parasitierter Erythrozyten; Sekretion von Stickstoffmonoxid (NO) aus
Endothelzellen und anderen Zellen [White 1998]. Zu einer schweren Malaria kommt es
vermutlich dann, wenn eine Parasitensequestration und andere pathologische Prozesse
durch eine Uberschiellende Zytokinproduktion gefordert werden. Diese Prozesse werden
durch die Konstellation von Wirtsgenotyp, Immunstatus und Parasitenstamm in
unterschiedlichem Ausmald beeinflul3t. Es ist allerdings unklar, warum der Grofdteil der
Kinder in einem flr Malaria endemischen Gebiet keine oder wenige klinische Symptome
zeigt und lediglich ein kleiner Teil eine schwere Symptomatik entwickelt und welche

Faktoren im einzelnen den Verlauf der Malaria bestimmen.
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Fieber und Zytokine. Es wurde lange vermutet, da® Plasmodien ein Toxin enthalten, das
wahrend der Schizontenruptur freigesetzt wird und das die fur die Infektion
charakteristischen Paroxysmen auslost. Ein solches parasitares Toxin wurde bisher nicht
gefunden; allerdings bewirken die Parasiten die Freisetzung von Zytokinen, die ahnliche
proinflammatorische Wirkungen wie Exotoxine haben konnen [Kwiatkowski & Greenwood
1989b]. Heute ist bekannt, dal’ Parasitenprodukte, Wirtszellmaterial, Hamozoin und
Antikdrperkomplexe Endothelzellen und Zellen des Makrophagen-Monozyten-Systems zur
Sekretion von Zytokinen stimulieren. Schwere Malaria ist mit der Freisetzung von Gamma-
Interferon [IFN-y], Tumornekrosisfaktor [TNF] Interleukin 6 [IL-6] und IL-1p und somit vor

allem mit einer Th1-gerichteten Zytokinsekretion assoziiert [Grau & De Kossodo 1994].

Eine Folge der Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine bei Malaria ist Fieber. Zu den
Zytokinen, bei denen ein Einflu® auf die thermostatische Regulation durch den Hypothala-
mus nachgewiesen wurde oder vermutet wird, gehéren TNFao [Kap. 2.8.1], IL-1B, IL-10, IL-
6, IFN-a, LTo und das macrophage inflammatory protein-1 [Kwiatkowski & Perlmann 1999].
Diese inflammatorischen Zytokine haben allein durch ihre Fieber-provozierenden
Wirkungen eine wichtige Funktion bei der antiparasitaren Abwehr [Brandts et al. 1997].
Allerdings sind deren Wirkungen auch fir die Pathologie der Erkrankung von Bedeutung.
Neben diesen Zytokinen mit direkt pyrogenen Eigenschaften gibt es andere, wie IFN-y und

IL-1, die durch Stimulierung pyrogener Mediatoren indirekt Fieber hervorrufen.

Zytoadharenz und Rosettenbildung. Fir die Pathogenese der zerebralen Malaria werden
verschiedene Mechanismen verantwortlich gemacht: Intrazerebrale Mikrozirkulationsstérun-
gen durch Gefaliokklusionen; Zirkulationsstérungen durch untereinander verklebte Erythro-
zyten ("sludging"); Ausbildung eines zerebralen Odems durch Verdnderungen der GefaRk-
permeabilitat; Immunologische Prozesse [WHO 2000]. Eine besondere Bedeutung bei der
Mikrozirkulationsstorungen bei zerebraler Malaria hat die Sequestration von P.-falciparum-
infizierten, aber auch von nicht-infizierten Erythrozyten, in peripheren BlutgefalRen [Berendt
et al. 1994, Wahlgren et al. 1999]. Infizierte Erythrozyten adharieren an Endothelzellen

(Zytoadharenz) und nicht-infizierte Erythrozyten binden an infizierte (Rosetting). Durch
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diese Mechanismen wird die Mikrozirkulation Gehirn - aber auch in Lunge, Leber und
Plazenta - direkt beeintrachtigt und das Organ geschadigt. Verstarkte Adhasion von para-
sitierten Erythrozyten an Endothelzellen wird insbesondere fur die Pathogenese der zere-
bralen Malaria verantwortlich gemacht [Coppel et al. 1998]. Bei Patienten, die an zerebraler
Malaria verstorben sind, finden sich erheblich mehr mit parasitierten Erythrozyten verstopfte
Gefalle als bei Patienten, die an einer anderen Komplikation gestorben sind [MacPherson
et al. 1985]. Durch die Mikrozirkulationsstorungen kommt es zur lokalen Hypoxie, Azidose
und lokalen Sekretion von Zytokinen (z. B. TNFa, IFN-y, IL-6, IL-10), Adhasionsmolekilen
(z. B. intercellular adhesion molecule 1 [ICAM-1]) und anderen bioaktiven Molekulen (z. B.

NO, Endothelin) [Wahlgren et al. 1999].

Voraussetzung fur die Zytoadharenz der Erythrozyten ist die Expression von Neoantigenen
parasitaren Ursprungs auf deren Zelloberflache [Hommel & Semoff 1988]. Das wichtigste
bisher bekannte Neoantigen ist das PfEMP-1 (Plasmodium falciparum erythrocyte
membrane protein 1) [Baruch et al. 1995], das im Bereich von elektronendichten
submembrandsen Strukturen, sogenannten "knobs", auf der Oberflache von P.-falciparum-
infizierten Erythrozyten gebunden ist. Im Bereich dieser Protrusionen kommt es zu
Interaktionen der infizierten Zellen mit anderen Erythrozyten und Endothelzellen [Aikawa et

al. 1983, Scholander et al. 1998].

Auf den Endothelzellen der peripheren Gefalte werden Proteine exprimiert, die als Rezep-
toren fur die Neoantigene parasitierter Erythrozyten wirken. In verschiedenen Studien wurde
gezeigt, dal insbesondere ICAM-1 bei der Adhasion von parasitierten Erythrozyten an
Endothelzellen beteiligt ist [Kap. 2.8.2] [Wahlgren et al. 1999]. Neben ICAM-1 sind die
wichtigsten bisher identifizierten Adhasionsmolekule CD36, CD31/PECAM-1 (platelet
endothelial cell adhesion molecule-1), VCAM-1 (vascular cellular adhesion molecule-1),
E-Selektin, CSA (circumsporozoite surface antigen) und Thrombospondin. Der hauptver-
antwortliche Ligand der parasitierten Erythrozyten ist das PfEMP-1, das mit einem Teil

seiner konservierten Kopfstruktur an CD36 und ICAM-1 bindet [Wahlgren et al. 1999].



Ein anderer Teil der PIEMP1-Kopfstruktur ist fur das Rosetting mitverantwortlich, das die
lokale Anhaufung von Erythrozyten begunstigt. "Rosetting" bezeichnet die Bildung von
Zellverbanden aus parasitierten und nicht-infizierten Erythrozyten. Dieses Phanomen ist mit
schwerer P.-falciparum-Malaria assoziiert [Carlson et al. 1990, Kun et al. 1998] und tritt vor
allem bei sequestrierenden Parasiten wahrend der Schizogonie auf [David et al. 1988,
Udomsangpetch et al. 1989]. Die funktionelle Bedeutung der Rosettenbildung ist nicht
bekannt. Es wird spekuliert, dafl3 durch die raumliche Nahe der nicht-infizierten Erythrozyten
zu den infizierten Erythrozyten die Invasion der Merozoiten nach Schizontenruptur

erleichtert wird [Wahlgren et al. 1999].

Anamie. Eine schwere normozytare Anamie ist eine haufige Komplikation bei schwerer
Malaria. Sie betrifft vor allem Kinder im Alter zwischen dem zweiten und dritten Lebensjahr
[Weatherall et al. 1983, Phillips & Pasvol 1992] und ist in Gegenden mit sehr hoher
P.-falciparum-Transmission die dominierende Malariakomplikation. Die Pathogenese der
Anamie bei Malaria ist komplex und multifaktoriell. Die wichtigsten pathogenetischen
Faktoren sind die direkte Zerstérung der parasitierten Erythrozyten durch Schizontenruptur,
eine erhohte und verfrihte Zerstérung nicht-infizierter Erythrozyten durch Hypersplenismus
und immunologische Prozesse sowie die verminderte Erythropoese durch Suppression des
blutbildenden Knochenmarks [Abdalla et al. 1980]. Diese Mechanismen werden durch
genetische Konstellationen wie Sichelzellanamie oder o-Thalassamie beeinflul3t. Weitere
EinfluRfaktoren in malariaendemischen Regionen sind Eisen- oder Folsduremangel sowie

begleitende Infektionen (z. B. Hakenwurminfektion).

Infizierte Erythrozyten werden natlrlicherweise bei der Schizontenruptur zerstort. Der Anteil
der so zerstorten Erythrozyten kann aber aufgrund der oft niedrigen Parasitamien (< 1%) in
den meisten Fallen die schwere Anamie nicht allein erklaren [Looareesuwan et al. 1987b].
Eine besondere Rolle bei der Beseitigung von intakten parasitierten Erythrozyten wird der
Milz zugeschrieben [Kwiatkowski & Perlmann 1999]. Im Korper kdnnen neu exprimierte
oder veranderte korpereigene Antigene der Erythrozytenmembran von IgM-Antikérpern

erkannt und die so markierten Zellen von Phagozyten in der Milz zerstort werden. Ein
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Beispiel fur eine solche antigenetische Veranderung ist die frihzeitige Exposition von
Bande-3-Antigenen an der Membranoberflache P.-falciparum-infizierter Erythrozyten
[Sherman & Winograd 1990]. Ein solcher Mechanismus kann eine immungesteuerte

Vernichtung von infizierten Erythrozyten erklaren.

Die Bedeutung von Immunmechanismen bei der Zerstérung nicht-infizierter Zellen wird
kontrovers diskutiert und Studien aus unterschiedlichen Regionen haben zu unterschied-
lichen Ergebnissen gefuhrt [Facer et al. 1979, Merry et al. 1986]. Es muld aber eine
immunabhangige Destruktion von nicht-infizierten Erythrozyten geben, da diese Zellen auch
nach medikamentdser Parasiteneradikation zerstort werden. Eine Bindung von
Komplementfaktoren (C3 und C4) und Immunglobulinen (IgG und IgA) an nicht-infizierte
Erythrozyten wird in vitro beobachtet und die Bindung von IgG1 an rote Blutzellen war in

einer Studie aus Gambia mit Anamie assoziiert [Facer 1980].

Verschiedene Beobachtungen sprechen fir eine Hemmung der Erythrozytenbildung durch
eine Knochenmarkssuppression bei P.-falciparum-Malaria. Einerseits bleibt die reaktive
Bildung von Retikulozyten, die normalerweise in der Folge einer Hamolyse stattfindet, bei
einer Malaria-assoziierten Anamie aus oder ist nur schwach ausgepragt [Woodruff et al.
1979]. Andererseits sind Knochenmarkszellen von Kindern mit Malaria pathologisch veran-
dert [Abdalla et al. 1980] und es kommt zu einer abnormalen Erythrozytenproliferation
[Wickramasinghe et al. 1982]. Als Mediator einer Knochenmarkssuppression bei Malaria
wird vor allem TNF verantwortlich gemacht [Kwiatkowski & Perlmann 1999]. TNF und
andere proinflammatorische Zytokine inhibieren erythrozytare Progenitorzellen in Knochen-
markskulturen [Roodman et al. 1987]. Eine Suppression der Erythropoese konnte auch im

Tierversuch nachvollzogen werden [Johnson et al. 1989].

2.4. Mischinfektionen mit verschiedenen Plasmodienspezies

Neben P. falciparum gibt es noch drei weitere humanpathogene Plasmodienarten, die in

unterschiedlicher Haufigkeit und Verbreitung vorkommen: P. vivax, P. malariae und
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P. ovale. In mehreren Untersuchungen wurde gezeigt, dal} in endemischen Gebieten
Mehrfachinfektionen mit verschiedenen Plasmodienspezies haufig sind [Richie 1988]. Mit
hochsensitiven Detektionsmethoden wie der PCR wurde gezeigt, daly Mehrfachinfektionen
weitaus haufiger sind als bisher vermutet wurde [Snounou et al. 1993] und die einzelnen

Spezies haufig in submikroskopischen Mengen vorkommen [Snounou et al. 1993].

Interaktionen zwischen verschiedenen Spezies. Die Frage, ob beim Menschen die
Infektion mit einer Parasitenspezies den Verlauf einer Infektion mit einer anderen Spezies
verandert, ist lange Zeit wenig beachtet worden. Bei einer Interaktion zwischen verschie-
denen Spezies ware prinzipiell eine gegenseitige Beglinstigung oder Inhibition denkbar. Fir

beide Mdglichkeiten gibt es experimentelle und epidemiologische Hinweise.

FUr eine gegenseitige Begunstigung mehrerer Spezies spricht, dal® eine latente P.-vivax-
Infektion durch eine Infektion mit P. falciparum aktiviert wird [Hill et al. 1943]. Hierfur konnte
eine Immunsuppression durch die vorhergehende Infektion verantwortlich sein [Richie
1988]. Auch im Tierexperiment wurde gezeigt, dal® die Infektion mit einer Plasmodien-
spezies die Infektiositat einer anderen Spezies erhohen kann [Collins et al. 1975]. Es ist
vorstellbar, da® spezielle immunevasive Mechanismen, z. B. die Expression bestimmter
Gene, eine Koexistenz der Spezies erleichtern [Richie 1988]. Eine weitere Erklarung fur ein
vermehrt gemeinsames Vorkommen verschiedener Plasmodienarten in einem Wirt ware

eine generell erhdhte Exposition solcher Personen in einem Gebiet.

Andere Beobachtungen sprechen fir eine Suppression einer simultanen Infektion mit einer
anderen Erregerart. In einer Studie in Thailand war nach Behandlung der Malaria tropica
das Auftreten von P. vivax (wahrscheinlich im Sinne eines aktivierten Ruckfalls) erhoht
[Looareesuwan et al. 1987a]. Diese Situation kann als Beseitigung einer vorherigen
Suppression gedeutet werden. In einer neueren Studie aus Melanesien wurden
Mischinfektionen mit P. falciparum und P. vivax seltener als statistisch erwartet gefunden

[Maitland et al. 1996].

Heterologe Kreuzimmunitat. Ein mdglicher Mechanismus, der zu einer gegenseitigen
Hemmung verschiedener Parasitenspezies in einem gemeinsamen Wirt fihren kdnnte,
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ware eine protektive Kreuzimmunitat. Bei den humanpathogenen Parasitenspezies gibt es
nur wenige Daten bezlglich einer protektiven Kreuzimmunitat bei multiplen Infektionen.
Diese beziehen sich fast ausschlieBlich auf eine Interaktion zwischen P. falciparum und
P. vivax; Uber solche zwischen P. ovale/P. malariae und P. falciparum liegen kaum Berichte
vor. Es wird kontrovers diskutiert, ob eine Kreuzimmunitat zwischen verschiedenen Spezies

bei Tieren existiert (zusammengefaldt in [Richie 1988, Maitland et al. 1997]).

Mehrere klinische und experimentelle Studien haben gezeigt, dal® beim Menschen eine
Immunitat gegen eine bestimmte Malariaspezies keinen Schutz gegen eine der anderen
Spezies vermittelt. Ein Teil dieser Erkenntnisse wurde in alteren Untersuchungen gewon-
nen, in denen bei Patienten mit Neurosyphilis Behandlungsversuche durch experimentelle
simultane Inokulation von P. falciparum und P. vivax vorgenommen wurden [Yorke & McFie
1924]. Einige epidemiologische Studien haben ebenfalls keine Kreuzimmunitat zwischen

diesen beiden Erregern nachweisen konnen [Jeffery 1966].

Andererseits wurde gezeigt, dal’ es im Verlauf von Mehrfachinfektionen zur Pradominanz
einer Spezies kommen kann [Richie 1988]. In Studien uUber induzierte Malaria wurde
beobachtet, da® nach einer simultanen Inokulation mit P. falciparum und P. vivax meist
P. falciparum den initialen klinischen Verlauf dominierte, wobei die P.-vivax-Malaria solange
subklinisch blieb, bis die P.-falciparum-Parasitamie absank [Boyd & Kitchen 1937]. Hierfur
konnte eine Kreuzreaktivitdt gemeinsamer Antigenepitope der Plasmodien verantwortlich
sein. Eine prospektive Studie aus Sri Lanka hat Hinweise flr eine Kreuzimmunitat zwischen

P. vivax und P. falciparum ergeben [Gunewardena et al. 1994].

Es wurde argumentiert, dal} Parasitenspezies, die den selben Wirt befallen, wahrscheinlich
nicht identische immunogene Antigene produzieren, da der Wirt bei dem Erwerb einer
protektiven Immunitat gegen eine Art das Uberleben der anderen ebenfalls beeintrachtigen
wurde [Richie 1988]. Daraus wurde gefolgert, dal® die Parasiten zu einer Antigendivergenz
tendieren muflten und Immunitat daher Spezies-spezifisch sei. Diese Hypothese wurde
weder in vitro noch in vivo bewiesen; die Uberlegungen zeigen zumindest, da eine - wie

auch immer beschaffene - Interaktion zwischen verschiedenen Parasitenspezies in einem
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gemeinsamen Wirt sehr wahrscheinlich ist. Fir einen Mechanismus, der ein gemeinsames
Auftreten verschiedener Spezies in einem Wirt erschwert, spricht die Beobachtung, dal} in
vielen endemischen Gebieten die Spezies saisonal versetzt auftreten [Molineaux et al.

1980, Maitland et al. 1996].

Andere Autoren halten es flr wahrscheinlich, dal} es unter verschiedenen Spezies ge-
meinsame Antigene gibt und dall Kreuzimmunitat in einem gewissen Ausmal} existiert
[Butcher 1998]. Das Vorkommen gemeinsamer antigener Epitope wird z. B. bei den
tierpathogenen Parasiten P. cynomolgi bastianelli und P. cynomolgi cynomolgi angenom-
men [Maitland et al. 1997]. In vitro wurde allerdings gezeigt, dal} es auch Uber andere
Wege zu einer Interaktion zwischen Spezies kommen kann. Eine IgM-vermittelte
Kreuzimmunitat gegenuber einem Exotoxin wurde bei P. falciparum und P. vivax
beobachtet [Bate et al. 1992]. Dieses Protein induziert die Ausschuttung von TNF
[Kwiatkowski et al. 1989a], das an der Pathogenese der schweren Malaria beteiligt ist [Grau

et al. 1989, Kwiatkowski et al. 1990].

Nicht-spezifische Interaktionsmechanismen. Neben einer immunogenen Interaktion
zwischen verschiedenen Spezies ist auch eine langer anhaltende, nicht-spezifische
Inhibition von erythrozytaren Stadien einer Spezies durch Leberstadien einer anderen
Spezies vorstellbar [Butcher 1998]. Eine nicht-spezifische Resistenz kann auch durch eine
MilzvergroRerung entstehen, die durch die Infektion mit einer Parasitenspezies verursacht
wurde und die Vermehrung einer anderen Spezies behindert [Richie 1988]. Ein Beispiel fur
eine weitere von der Immunantwort unabhangige Interaktion ist eine durch eine chronische
Infektion mit P. falciparum hervorgerufene Anamie, die zur Retikulozytose fuhrt und dadurch
die Umweltbedingungen fur die Retikulozyten-spezialisierten Parasiten P. ovale und P.
vivax verbessert. Tatsachlich wurde in einer Studie in Nigeria, deren Ergebnisse wesent-
liche Teile der vorgelegten Arbeit darstellen, beobachtet, dal® der Grad einer subklinischen
Anamie mit der Komplexitat der Infektion ansteigt [May et al. 2000a]. Dreifachinfektionen
mit P. falciparum, P. ovale und P. malariae waren mit niedrigeren Hamoglobinwerten

assoziiert als Doppelinfektionen und Einfachinfektionen.
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Zusammenfassende Hypothese. Wahrend einer Infektion mit Plasmodien scheinen sich
Perioden effektiver und supprimierter Immunitat abzuwechseln, so da® sowohl Begunsti-
gung als auch Suppression von Mehrfachinfektionen alternierend vorkommen kénnen.
Zusatzlich wird die Interaktion zwischen verschiedenen Parasitenspezies durch Umwelt-
faktoren beeinflut. Zu diesen gehoéren klimatische Bedingungen, Héhenlage, Ernahrung,
Arthropodenvektoren, Medikamenteneinsatz und Medikamentenresistenzen in einer be-
stimmten Region [Richie 1988]. Dieser Umstand konnte regionale Unterschiede der

Pravalenz von Mischinfektionen erklaren.

Eine hypothetische Erklarung fir die Beobachtung, dal sowohl Begunstigung als auch
Behinderung von Mehrfachinfektionen vorkommen kann, wurde von Molineaux geliefert
[Molineaux et al. 1980]: Genetische Unterschiede der Wirtspopulation koénnten zur
Konzentration verschiedener Spezies in empfanglichen Wirten flhren; gleichzeitig konnte
eine gegenseitige Hemmung der Erreger ein Uberwiegen einer Spezies beglinstigen. Da
genetische Resistenzfaktoren des Wirtes regional unterschiedlich verbreitet sind, kénnte
diese Hypothese auch geographische Unterschiede in dem Vorkommen von Mischinfek-

tionen erklaren.

Fur die Durchfuhrung von Malariakontrollprogrammen ist die Kenntnis von der Interaktion
verschiedener Parasitenspezies untereinander und mit dem Wirt, insbesondere ihre
Bedeutung fir den Verlauf einer Malaria tropica, von Bedeutung. So kdnnte das Risiko
schwerer Malariaverlaufe durch Interventionen, die zu einer Reduktion einzelnen Spezies

fuhren, provoziert werden [Maitland et al. 1997].

2.5. Immunitat bei Malaria

In Gebieten, die fur P. falciparum hochendemisch sind, haben Jugendliche und Erwachsene
eine funktionelle, gegen die Krankheit schitzende Immunitat entwickelt, die aber die
Parasiten nicht vollstandig eliminiert. Fur die Entwicklung und Beibehaltung dieser

"antitoxischen" Immunitat ist ein kontinuierlicher Kontakt mit dem Parasiten durch haufige,
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sukzessive Infektionen erforderlich [Snow et al. 1999]. Die Immunitat ist unvollstandig und
kann sich bei langer fehlendem Kontakt mit dem Erreger zurlckbilden; diese Form der
Immunitat wird daher als Semiimmunitat bezeichnet. Es ist nicht vollstandig geklart, durch
welche Faktoren ein Schutz vor schwerer Malaria vermittelt wird. Protektion scheint Folge
komplexer Vorgange zu sein, bei denen zum einen die angeborene Immunitat, bei der
Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) und Makrophagen eine besondere Rolle spielen, und
zum anderen die erworbene Immunitat, die durch Th1- und Th2-Lymphozyten reguliert wird,

beteiligt sind.

Der Ausgang einer Infektion mit P. falciparum ist von verschiedenen Bedingungen des
Wirtes und des Parasiten abhangig [Gupta et al. 1994, Hill et al. 1997]. In-vitro-Studien und
Tierexperimente haben gezeigt, da® auf Seiten des Wirtes angeborene und erworbene
Mechanismen an einer Immunreaktion gegenuber dem Parasiten beteiligt sind [Greenwood
et al. 1991]. Die Immunitatslage des Wirtes wird neben der genetischen Disposition unter
anderem durch Alter, vorangegangene Infektionen und allgemeine korperliche Verfassung
beeinfluRt. Bisher ist nicht genau geklart, welche Mechanismen dartber entscheiden, ob
und wie schwer ein Infizierter mit ungenugender Immunitat erkrankt [Greenwood et al.

1991].

Die Semiimmunitat gegen P. falciparum ist spezies- und stadienspezifisch. Die Entwicklung
einer protektiven Immunitat dauert viele Jahre und erfordert eine standige Erregerexposition
[Snow et al. 1999]. Je nach Parasitenstadium sind unterschiedliche Immunmechanismen
beteiligt. In den ersten Minuten nach einer Infektion kdnnen Anti-Sporozoiten-Antikorper ein
Eindringen der infektidsen Stadien in die Hepatozyten verhindern [Nardin & Zavala 1998].
Im weiteren Verlauf einer Infektion scheint eine Immunantwort gegen die Stadien, die sich
kurz nach der Infektion im Hepatozyten entwickeln, von besonderer Bedeutung flr den
Schutz vor hohen Parasitamien zu sein [Good & Doolan 1999]. Nach Lyse der Hepatozyten
kommt es zur Infektion der Erythrozyten und zur exponentiellen Vermehrung der Erreger mit
Proliferationszyklen. Die Protektion gegen die erythrozytaren Stadien ist vor allem

Antikdrper-abhangig, aber auch mit IFN-y-Produktion und T-Zellproliferation assoziiert

-15 -



[Good et al. 1998, Miller et al. 1998]. Eine Immunitat gegen Gametozyten ist fur die
Verbreitung der Erreger und Erhaltung der Endemizitadt der Malaria, nicht aber fur den

individuellen Gesundheitszustand von Bedeutung [Kaslow 1998].

Die langsame Entwicklung der protektiven Immunitat bei Malaria la3t darauf schliel3en, daf
eine spezifische Immunitat gegen viele natirlich vorkommende Parasitenantigenvarianten,
die untereinander nicht kreuzreaktiv sind, aufgebaut werden muf3 [Saul 1999, Snow et al.
1999]. So sind CD4-positive und CD8-positive T-Zellen, die Sporozoitenantigene und
Blutstadienantigene erkennen, in der Regel Varianten-spezifisch [Plebanski & Hill 2000].
Wahrend sich eine protektive Immunitat gegen Parasitenstadien mit der Dauer der
Exposition aufbaut, gibt es Hinweise darauf, dal} ein relativer Schutz gegen schwere
Krankheitskomplikationen schon nach ein oder zwei Infektionen besteht [Gupta et al. 1999].
Der Erwerb einer Wirtsimmunitat wird durch parasitare Evasionsmechanismen supprimiert
[Plebanski et al. 1997a, Gilbert et al. 1998, Plebanski et al. 1999, Urban et al. 1999]. Diese
Mechanismen behindern T-Zellantworten bei Infizierten generell und flihren dazu, dafl
Blutstadien-spezifische T-Zellen bei naturlich exponierten Personen nicht regelmaRig

gefunden werden.

Immunitat gegen Leberstadien. Seit der Beobachtung, dafl® durch den Stich Plasmodien-
haltiger, UV-bestrahlter Moskitos eine Protektion gegenlber einer erneuten Infektion
erreicht werden kann [Mulligan et al. 1941], ging man lange Zeit davon aus, dal} dieser
Schutz durch eine Immunitat gegen Sporozoiten vermittelt wird. Inzwischen mehren sich die
Hinweise, dal® fur diese Protektion eigentlich eine Immunitat gegen hepatozytare Stadien
verantwortlich ist [Druilhe & Marchand 1989]. Die intrahepatozytaren Parasitenstadien sind
Ziel einer Reihe von zelluldren und humoralen Immuneffektormechanismen. Im Tiermodell
fuhrt die Inokulation von bestrahlten Sporozoiten in der Leber zur Bildung von Granulomen,
die Makrophagen, T-Zellen, Neutrophile und Eosinophile enthalten [Hoffman et al. 1989].
Die Funktionsweise der Abwehr von praerythrozytaren Stadien ist unklar. Etwa die Halfte

der Sporozoiten erreichen Hepatozyten und durchlaufen eine Schizogonie, obwohl
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Leberstadien sich durch eine starke Immunogenitat auszeichnen und eine Reihe von

Mechanismen bekannt sind, die Invasion und Entwicklung der Parasiten blockieren kdnnen.

Im Gegensatz zu erythrozytaren Stadien kommen Leberstadien nur kurz und in niedriger
Anzahl im Kérper vor. Es wurde geschatzt, dal® bei Infizierten Antigene von Erythrozyten-
stadien um den Faktor 10" bis 10" haufiger sind als solche von Leberstadien [Druilhe et al.
1998]. Trotzdem sind Leberstadienantigene im Vergleich zu Erythrozytenantigenen hoch
immunogen. Die vier am besten untersuchten Antigene, die von hepatozytaren Stadien
exprimiert werden, sind LSA-1 (liver stage-specific antigen 1) [Guerin-Marchand et al.
1987], LSA-3, STARP (sporozoite threonine and asparagine-rich protein) [Fidock et al.
1994a] und SALSA (sporozoite and liver stage antigen) [Bottius et al. 1996b]. Die
Immunogenitat dieser Antigene im Sinne einer B-Zellaktivierung wurde in mehreren Studien
nachgewiesen [Druilhe et al. 1986, Fidock et al. 1994b, Bottius et al. 1996b, Pasquetto et
al. 1997, Druilhe et al. 1998]. Die Hohe der Antikorpertiter ist prinzipiell von der Hohe der
Transmission von Parasiten abhangig. Antikorper kdnnen direkt oder in Zusammenwirken
mit Kupffer- oder NK-Zellen oder auch im Rahmen einer antikdrperabhangige zellvermittelte
Zytotoxizitat (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC) wirken [Rénia et al.
1990]. Einerseits konnen Antikorper die Penetration von Hepatozyten verhindern
[Hollingdale et al. 1984]; meist ist dieser Effekt allerdings nicht vollstandig [Mellouk et al.
1986]. Andererseits kann die intrahepatozytare Entwicklung gehemmt werden [Nudelman et

al. 1989, Pasquetto et al. 1997].

Neben humoralen Mechanismen sind auch zelluldare Effektormechanismen bei der
Immunabwehr von hepatozytaren Stadien bedeutsam. Zur Induktion einer T-Zellantwort
gegenuber Leberstadien ist die HLA-vermittelte (HLA, humane Leukozytenantigene)
Prasentation von Parasitenantigenen gegenuber T-Zellrezeptoren (T cell receptor, TCR)
notwendig. Humane Hepatozyten exprimieren sowohl HLA-Klasse-I- als auch -Klasse-II-
Molekule [Franco et al. 1988]. Nach Aktivierung der T-Zellen kommt es zu einer Kaskade
von Immunreaktionen mit Sezernierung von Zytokinen, von denen das IFN-y einen

besonderen Stellenwert einnimmt [Luty et al. 1999]. Ein durch IFN-y vermittelter Schutz
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gegen Leberstadien wird durch CD4-positive T-Zellen, NK-Zellen und v3-T-Zellen vermittelt
[Plebanski & Hill 2000]. Allerdings exprimieren Hepatozyten normalerweise keine fur eine T-
Zellaktivierung notwendigen kostimulatorischen Molekule [Croft 1994]. Hohe IL-10-
Plasmaspiegel in der Leber erschweren zusatzlich die Wiedererkennung von Antigen durch

T-Zellen in den Leberzellen [Le Moine et al. 1999].

Die Rolle von CD4-positiven T-Zellen bei der Abwehr von hepatozytaren Stadien ist nicht
klar definiert. Im Tierversuch hat der Transfer von CD4-positiven T-Zellklonen und die
Induktion von CD4-positiven T-Zellen durch Immunisierung mit definierten Leberstadium-
spezifischen Peptiden gezeigt, dal® diese Zellen eine sterile Immunitat gegen Sporozoiten
vermitteln konnen [Rénia et al. 1993]. Beim Menschen wurden zytotoxische CD4-positive
T-Zellklone von Freiwilligen isoliert, die mit irradiierten Sporozoiten immunisiert waren
[Moreno et al. 1991]. Es wird vermutet, dal} diese Zellen parasitare Leberstadien direkt

durch einen IFN-y-abhangigen Weg eliminieren kdnnen [Zevering et al. 1994].

Gegen infizierte Hepatozyten kénnen protektive CD8-positive zytotoxische T-Zellantworten
generiert werden [Hoffman et al. 1989]. Im Gegensatz zu B-Zellantworten sind T-Zellant-
worten gegen Leberstadien in einem geringeren Malle von der Transmissionsstarke
abhangig. Im allgemeinen werden in peripheren mononukleare Blutzellen (peripheral blood
mononuclear cells, PBMC) von naturlich exponierten Personen nur wenige Leberstadien-
spezifische zytotoxische T-Zellen (cytotoxic T cells, CTL) gefunden [Plebanski et al. 1997b].
Dennoch wird in endemischen Gebieten eine hohe Pravalenz an positiven T-Zellantworten
beobachtet [Fidock et al. 1994c, Bottius et al. 1996b]. So sind fur das LSA-1-Molekul starke,
Uber CD8-positive T-Zellen vermittelte, lymphoproliferative und IFN-y-Antworten in PBMC

nachgewiesen worden [Connelly et al. 1997].

Immunitat gegen Blutstadien. An der Entwicklung einer Immunitat gegen erythrozytare
Stadien sind unspezifische sowie spezifische zellulare und humorale Mechanismen beteiligt
[Mohan & Stevenson 1998]. Einen Hinweis auf die Existenz unspezifischer Immunmecha-
nismen lieferte die Beobachtung, dald bei ungehinderter Parasitenvermehrung bei nicht-

immunen Infizierten nach 7 bis 12 Tagen - also innerhalb der Zeit, in der sich normaler-
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weise eine spezifische Immunitat entwickelt - theoretisch alle Erythrozyten infiziert sein
muften; tatsachlich sind es durchschnittlich etwa 0,1 % [Druilhe & Perignon 1994]. An der
unspezifischen Immunitat gegen Plasmodien sind v. a. Makrophagen, NK-Zellen und
Neutrophile beteiligt [Ferrante et al. 1990, Orago & Facer 1991]. Durch Zellen des
Makrophagen-Monozyten-Systems werden asexuelle Blutstadien, Merozoiten und Mikroag-
gregate phagozytiert [Sheagren et al. 1970]. Eine besondere Rolle spielt dabei die Milz als
dasjenige Organ, in dem Makrophagen in engen Kontakt mit infizierten Erythrozyten kom-
men [Weiss 1990]. Neben direkter Phagozytose bekampfen Blutmonozyten und Gewebs-
makrophagen die Parasiten einerseits durch die Produktion von reaktiven Sauerstoff-
metaboliten, Lipid-Peroxiden, Stickstoffradikalen und lysosomalen Enzymen, andererseits
durch die Expression von Komplement- und Fc-Rezeptoren [Ferrante et al. 1990]. Diese
Effektorfunktionen von Makrophagen werden durch Zytokine wie IFN-y und TNFo moduliert.
Zusammen mit Anti-Plasmodium-Antikdrpern agieren Monozyten auch im Rahmen einer
Antikdrper-abhangigen zellularen Inhibition, die eine wichtige Rolle bei der Entwicklung

einer klinischen Immunitat spielt [Bouharoun-Tayoun et al. 1990].

Die Bedeutung humoraler Immunmechanismen bei der Abwehr von Erythrozytenstadien ist
seit langem bekannt [Cohen et al. 1961]. Die Ubertragung von gereinigtem hyperimmunen
IgG von Westafrikanern auf Probanden aus Thailand hat zu einer Reduktion der Parasiten-
last gefuhrt, ohne jedoch zu einer sterilen Immunitat zu fuhren [Sabchareon et al. 1991].
In-vitro-Untersuchungen haben unterschiedliche inhibitorische Wirkungen von IgG aus dem
Blut von Probanden bestimmter geographischer Regionen auf Parasiten anderer Regionen
gezeigt [McGregor & Wilson 1988]. Kontrovers wird diskutiert, welche Antikorper eine Pro-
tektion gegen Plasmodien vermitteln kdnnen und inwieweit die Hohe der Antikdrperspiegel
oder die Qualitat der Antikdrper ein Mal} flr eine Immunitat oder einer vorherigen Exposi-

tion sind [Mohan & Stevenson 1998].

Immunitat gegen sexuelle Blutstadien umfalt Antikdrper-abhangige und Antikorper-
unabhangige zellulare Mechanismen [Cohen et al. 1961]. Obwohl gezeigt wurde, daly CD4-

positive T-Zellen an Immunantworten beteiligt sind und eine zentrale Rolle bei der zellularen
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Immunantwort gegen Plasmodien spielen [Troye-Blomberg 1994], ist es schwierig, T-
Zellproliferation und Zytokinantworten bei immunen Probanden nachzuweisen. Wahrend in
einigen Studien eine inverse Korrelation zwischen Lymphozytenaktivierung und niedriger
Parasitenlast beobachtet wurde, war es in anderen Untersuchungen oft nicht mdglich, bei
Probanden aus endemischen Regionen eine Lymphoproliferation festzustellen [Ho &
Webster 1989, Riley et al. 1991]. Verantwortlich gemacht wurden hierfur eine Sequestration
von T-Zellen im peripheren Gefalibett, eine erhdhte Anzahl an CD8-positiven Suppressor-
zellen oder eine verminderte IL-2-Produktion [Cohen et al. 1961]. Es wird vermutet, daf}
CD4-positive T-Zellen fuar die Aufrechterhaltung einer erworbenen Immunitat gegen
Plasmodien essentiell und daher die Definition von T-Zellantigenen und -epitopen fur die
Entwicklung einer Malariavakzine von besonderer Bedeutung sind [Good & Miller 1990].
Effektormechanismen von CD4-positiven T-Zellen umfassen die Induktion von Memory-
Zellen, eine direkte Zytotoxizitat und die Produktion von Zytokinen. Die Sekretion von IFN-y
ist mit einer protektiven Immunitat gegenuber erythrozytaren Stadien assoziiert. Zum einen
bewirkt die IFN-y-Produktion durch Erythrozytenantigen-spezifische CD4-positive T-Zellen
eine Protektion gegen Reinfektionen mit Plasmodien [Luty et al. 1999]. Zum anderen ist
IFN-y bei der Induktion von zytophilen IgG-Antikdrpern gegen Blutstadien sowie der
Entwicklung einer Antikorper-abhangigen zellularen Immunitat beteiligt [Bouharoun-Tayoun

et al. 1995].

2.6. Parasit-Wirt-Beziehung und Selektionsdruck durch Malaria

Epidemiologische Studien zeigen, dald genetische EinfluRfaktoren des Wirtes bei der
Manifestation der Plasmodieninfektion eine Rolle spielen. So ist bekannt, dal} P. vivax -
obwohl weltweit die zweithaufigste humanpathogene Parasitenspezies - in Westafrika nicht
verbreitet ist, weil in dieser Region nur Duffy-Blutgruppe-negative Menschen leben und
Erythrozyten dieser Personen gegen die Invasion von P. vivax resistent sind. Dieses
Beispiel zeigt, dal monogene Varianten einen entscheidenden Effekt auf die Epidemiologie

von Plasmodien haben koénnen [Miller et al. 1975]. Ein weiteres Beispiel ist die
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Beobachtung, da® das Risiko der P.-falciparum-Infektion und die Erkrankungshaufigkeit an
Malaria und Schwere bei den Fulani kleiner ist als bei benachbarten Westafrikanischen
Populationen [Modiano et al. 1996]. Diese epidemiologische Beobachtung wurde durch in-
vitro-Untersuchungen unterstutzt, bei denen gezeigt wurde, dal® Antikorperspiegel gegen
verschiedene Plasmodienantigene bei dem Stamm der Fulani hdéher waren als bei
benachbarten Populationen, obwohl die epidemiologische Situation bei den untersuchten

Bevolkerungsgruppen vergleichbar war [Riley et al. 1992].

In Regionen, in denen die Bevdlkerung Uber Generationen dem Risiko einer letal verlau-
fenden Malaria ausgesetzt war, sind solche Genvarianten bedeutsam, die die Resistenz
gegenuber der Erkrankung gestarkt haben. Fortbestand und Verbreitung dieser Varianten
hangen davon ab, ob die Mortalitat bei Malaria herabgesetzt wird. Eine Genmutation kann
sich auch dann durchsetzen, wenn sie flr den Trager auch Nachteile, z. B. im Sinne einer
Pradisposition oder Manifestation einer anderen Erkrankung, zur Folge hat. Dies ist dann
der Fall, wenn die biologische Fitne3, d. h. die Fahigkeit zu Uberleben und sich
fortzupflanzen, unter den gegebenen Umweltbedingungen hoher ist als die von den
Individuen, die die betreffende Genvariation nicht aufweisen. Theoretisch kdnnen derartige
Faktoren in jedem Stadium der Parasitenentwicklung wirksam werden. Bislang sind
vorwiegend solche protektiven Mechanismen bekannt geworden, die mit Membran- und

Stoffwechseleigenschaften der Erythrozyten in Zusammenhang stehen.

Ausgangspunkt der sogenannten "Malariahypothese" war die Beobachtung, dal} bestimmte
vererbbare Erythrozytendefekte in polymorphen Genfrequenzen nur in Regionen
vorkommen, in denen Malaria endemisch ist oder war [Haldane 1949]. Da die Nachteile der
homozygoten Auspragung pathologisch relevanter Erythrozytenanomalien (Sichelzell-
anamie, Ovalozytose, Thalassamie, Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Mangel [G6PD-
Mangel]) durch den Vorteil einer partiellen Protektion bei einer Plasmodieninfektion nicht
ausgeglichen werden, wurde postuliert, dal} die erhdhte biologische Fitnel3 bei
heterozygoten Gentragern wirksam werden muf3 (balancierter Genpolymorphismus). Flr

das Sichelzellhamoglobin und die Ovalozytose wurde das Postulat der Malariahypothese
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vielfach belegt [Allison 1954, Flint et al. 1986]. Die Vermutung, daf® auch der G6PD-Mangel
mit einer relativen Resistenz gegen Malaria einhergehen kénnte, wurde erstmals 1960 von
Allison und Motulsky geaullert. Sie beschrieben eine hochsignifikante geographische
Ubereinstimmung zwischen der Prévalenz von Malaria tropica und dem G6PD-Mangel.

Bezuglich der a-Thalassamie sind die bisherigen Ergebnisse uneinheitlich.

Unter den genetischen Faktoren, die eine Resistenz gegen schwere Verlaufsformen der
Malaria tropica vermitteln, wurden auch bestimmte HLA-Genotypen beschrieben [Hill et al.
1991, Hill et al. 1992]. Eine Zwillingsstudie aus Gambia hat einen Effekt von im Bereich des
Haupthistokompatibilitatskomplexes (major histocompatibility complex, MHC) gelegenen
Genen auf das Risiko von Fieber bei Malaria beschrieben [Jepson et al. 1995, Jepson et al.
1997]. Die Assoziationen von HLA-Faktoren mit bestimmten Auspragungsformen der
Malaria tropica stellen - im Gegensatz zu den Erythrozytendefekten - Resistenzmechanis-
men im Rahmen einer spezifischen erworbenen Immunantwort dar. Eine Reihe anderer
polymorpher Gene, die in die Entwicklung einer spezifischer Immunitat involviert und damit
von Bedeutung fur den Verlauf einer Malaria sind, wurden ebenfalls identifiziert

[Kwiatkowski 2000]. Zu diesen gehoren u. a. IFN-y, TNFa, IL-10, ICAM-1, iNOS [s. u.].

Neuere molekularbiologische und statistische Techniken ermdglichen durch Segregations-
analysen die Identifizierung von Kandidatengenen, die fur die Pathophysiologie der Malaria
bedeutsam sind [Abel et al. 1992, Lander & Schork 1994]. Auf der Basis solcher Studien
wurde unter anderem nachgewiesen, dal3 die HOhe einer P.-falciparum-Parasitamie mit
Genvarianten des Chromosomenbereichs 5q31-q33 assoziiert ist [Garcia et al. 1998, Rihet
et al. 1998]. Eine neuere Studie aus Papua Neuguinea hat mit Segregationsanalysen
gezeigt, dall Antikérperhéhe und Lymphozytenproliferation dem EinfluR Mendelscher

Effekte unterworfen sind [Stirnadel et al. 1999].
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2.7. HLA-Gene und erworbene Immunitat bei Malaria

Die Antigene des Haupthistokompatibilititskomplexes wurden urspringlich durch Trans-
plantationsexperimente mit Inzuchtstdmmen von Mausen definiert. Auch beim Menschen
spielen sie eine Rolle im Zusammenhang mit Organtransplantationen. lhre physiologische
Bedeutung liegt in der Antigenprasentation und Vermittlung der spezifischen Immunantwort
bei Infektionen und letztlich der Unterscheidung von "Selbst" und "Nicht-Selbst" bei einem
einzelnen Individuum. Von jedem Elternteil stammt ein Haplotyp des MHC, dessen Genloci

Proteine aus der Gruppe der menschlichen Leukozytenantigene kodieren.

HLA-Klasse-I-Molekule prasentieren CD8-positiven Zellen Antigene, die innerhalb korper-
eigener Zellen produziert und prozessiert werden. Wahrend der Prozessierung werden
intrazytoplasmatische Proteine zu Peptiden mit spezifischer Lange (8-10 Aminosauren) und
charakteristischem C-Terminus degradiert. Diese Peptide werden durch bestimmte Proteine
vom Zytosol in das Endoplasmatische Retikulum transportiert und binden dort an die HLA-
Klasse-I-Molekule. Der HLA-Peptidkomplex gelangt dann aktiv an die Zelloberflache und
wird dort CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen prasentiert. Die Folge ist die klonale

Expansion der erkennenden T-Zelle.

HLA-Klasse-lI-Molekule sind in die Immunabwehr von Antigenen involviert, die von spe-
zialisierten, Antigen-prasentierenden Zellen (antigen presenting cells, APC) phagozytiert,
prozessiert und prasentiert werden. Zu den APC gehodren vor allem B-Lymphozyten,
Makrophagen, dendritische Zellen, Gefallendothelzellen, aktivierte T-Lymphozyten sowie
verschiedene epitheliale und mesenchymale Zellen [Kappes & Strominger 1988]. Unter
bestimmten Umstanden konnen auch Zellen, die nicht zu den "professionellen" APC
gerechnet werden, HLA-Klasse-II-Molekule exprimieren. Im Zusammenhang mit Malaria ist
besonders bedeutsam, dal} Hepatozyten nach IFN-y-Stimulation die Expression von HLA-

Klasse-lI-Molekllen induzieren [Franco et al. 1988].

Im Rahmen der Prozessierung werden die aufgenommenen Proteine in Phagolysosomen
zu Peptiden spezifischer Lange (13-24 Aminosauren) verdaut. Nach der Fusion der

Phagolysosomen mit HLA-Klasse-ll-haltigen Vesikeln werden die HLA-Peptidkomplexe
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aktiv an die Zelloberflache transportiert und CD4-positiven T-Zellen prasentiert [Babbitt et
al. 1985]. Die Bildung eines trimolekularen Komplexes aus HLA-Molekul, antigenem Peptid
und TCR fuhrt zu einer T-Helferzell-Aktivierung, die Voraussetzung fur die Entwicklung
einer spezifischen Immunantwort ist [Zinkernagel & Doherty 1979]. Aktivierte T-Zellen
regulieren vor allem durch die Sekretion von Zytokinen und Vermittlung spezifischer
Zelladhasionen Wachstum und Differenzierung anderer Immunzellen, insbesondere die
Antikorperproduktion von B-Lymphozyten [Abbas et al. 1994]. Der TCR kann allerdings
keine geldsten Fremdpeptide erkennen, sondern nur solche, die von APC durch HLA-
Molekule prasentiert werden (sog. HLA-Restriktion) [Zinkernagel & Doherty 1974]. Proteine
der HLA-Klasse |l sind auRerdem an der Selektion des T-Zellrepertoirs in der Thymusdrise

beteiligt [Kappler et al. 1987].

Genomische Organisation des MHC. HLA-Molekile sind Heterodimere, deren Hauptanteil
von Genen kodiert wird, die auf Chromosom 6 im Bereich des Haupthistokompatibilitats-
Komplexes lokalisiert sind. Uber 220 Gene, zum groRen Teil mit immunologischen
Funktionen, wurden bisher in mehreren lokalen Anhaufungen innerhalb des MHC gefunden
[Aguado et al. 1999]. Die am besten charakterisierten Genloci werden in zwei Klassen
eingeteilt, die sich in ihrem Aufbau unterscheiden: Eine Klasse-I-Region mit Gber 30 Loci
am telomeren Ende des MHC und eine Klasse-lI-Region mit ebenfalls mindestens 30 Loci
am zentromeren Ende [Orr et al. 1979]. Beide Gruppen von Genen enthalten neben
kodierenden Sequenzen eine Anzahl von Genfragmenten und Genen, die aufgrund von
Mutationen keine funktionellen Proteine kodieren (Pseudogene) [Servenius et al. 1984].
Eine heterogene Ansammlung von uber 35 Genen wird als MHC-Klasse-llI-Komplex
bezeichnet. Einige dieser Gene kodieren fur Komplementfaktoren, das Hitzeschockprotein
(Hsp 70), das Lymphotoxin (LT), das Lymphotoxin B (LT B) und die Tumornekrosisfaktoren.
Ein Grofdteil der Gene des MHC kodiert Proteine, deren Funktion noch unbekannt ist.
Insgesamt nimmt der MHC des Menschen ein DNA-Segment von Uber 3500

Kilobasenpaaren (kbp) ein [Aguado et al. 1999].
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Innerhalb der Klasse-lI-Region sind bisher die sechs D-Familien DM, DN, DO, DP, DQ und
DR beschrieben worden [Aguado et al. 1999], die jeweils eine o- und eine oder mehrere
B-Ketten kodieren. Dazwischen liegen Gene, die vor kurzem entdeckt wurden und deren
Produkte in Peptidgenerierung und Antigenprozessierung von APC einbezogen sind. Am 5°-
Ende der HLA-D-Gene liegen Nukleotidsequenzen, die an der Genregulation wie Initiierung,
transskriptioneller Aktivierung und Modulation der Expression beteiligt sind. Das erste Exon
kodiert die FUhrungs- und Signalsequenz, die den gerichteten Transport des entstehenden
Proteins aus dem Endoplasmatischen Retikulum sicherstellt und spater abgespalten wird.
Die zweiten - in der vorliegenden Arbeit untersuchten - variablen Exons kodieren jeweils die
Antigenbindungsregion. Am 3’-Ende des Locus liegen das Exon, das die externe Domane
kodiert und die Exons, welche die transmembrane und zytoplasmatische Region kodieren

[Korman et al. 1985].

Innerhalb des zweiten Exons unterscheidet man konservierte von hypervariablen Regionen.
Die hypervariablen Regionen unterscheiden sich bei einzelnen Individuen durch
Basenaustausche, die die verschiedenen Allele definieren und so den genetischen

Polymorphismus des Locus bedingen.

Polymorphismus des MHC. Ein Hauptcharakteristikum des MHC ist die groRe Zahl von
Allelen, die in naturlichen Populationen an einzelnen Loci vorkommen. Erstmals wurde der
HLA-Polymorphismus in den 50er Jahren von Payne, Dausset und anderen bei HLA-A-
Antigenen beschrieben [Dausset 1954]. Bei Vertebraten gehort der MHC zu den Genregio-
nen mit dem starksten Polymorphismus. Dieser genetische Polymorphismus macht durch
die unterschiedliche Auspragung der Genorte bei verschiedenen Individuen Assoziations-
untersuchungen dieses Bereiches mdglich. Innerhalb des MHC sind bisher (Oktober 2000)
185 HLA-A, 381 HLA-B, 91 HLA-C, 5 HLA-E, 1 HLA-F und 14 HLA-G (Klasse-I-Allele) und 2
DRA1-, 317 DRB1-, 20 DQA1-, 45 DQB1-, 19 DPA1-, 89 DPB1-, 4 DMA-, 6 DMB-,
8 DOA- und 8 DOB-Allele (Klasse-ll-Allele) identifiziert worden [http://www.anthonynolan.

com/HIG/index.html]. Weitere monomorphe oder oligomorphe MHC-Loci sind bekannt.
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Gene der B-Kette (DRB, DQB1, DPB1) weisen eine groRere allelische Vielfalt auf als
o-Ketten-Gene (DRA1, DQA1, DPA1).

Der Genpolymorphismus ist im allgemeinen bei Afrikanern weit ausgepragter als bei
Kaukasiern [Cannings & Cavalli-Sforza 1973]. Auch der Polymorphismus im Bereich des
MHC ist bei afrikanischen Populationen besonders ausgepragt [Hurley 1993, Meyer et al.
1994, Meyer et al. 1994, May et al. 1996, Schnittger et al. 1996, Schnittger et al. 1997, May
et al. 1998a). Hierfur wird besonders der Selektionsdruck von Infektionskrankheiten wie der
Malaria mit einem schweren - oft tddlichen - Verlauf vor dem Reproduktionsalter
verantwortlich gemacht [Haldane 1949]. Fur eine Selektion von Genvarianten im MHC
spricht die Beobachtung, daf3 nicht-synonyme Mutationen von MHC-Genen (Mutationen, die
zu Aminosaureaustauschen fuhren), haufiger als synonyme Mutationen sind (Mutationen,

die nicht zu Aminosaureaustauschen fuhren) [Hughes & Nei 1988].

Die groRe Anzahl ahnlich strukturierter Loci des MHC scheint durch eine Reihe von
Duplikationen aus einem Vorlaufergen infolge von Rekombinationen entstanden zu sein.
Verschiedene Mechanismen haben an der Entstehung der allelischen Vielfalt der einzelnen
Loci mitgewirkt. Mutationen, Rekombinationen, Inversionen und Genkonversionen sind fur

diesen Bereich beschrieben worden [Erlich & Gyllensten 1991].

Auch fur den Erhalt des MHC-Polymorphismus werden unterschiedliche Prozesse
verantwortlich gemacht. Eine wichtige Rolle wird Mechanismen zugeschrieben, die als Uber-
dominante Selektion und frequenzabhangige Selektion bezeichnet werden [Klein 1986]. Bei
Uberdominanter Selektion vermutet man einen Vorteil heterozygoter Individuen (sog.
heterozygote advantage), weil diese ein breiteres Spektrum an Antigenen binden und
prasentieren kdnnen, und dadurch theoretisch eine grélkere Vielfalt an Infektionserregern
abwehren konnen [Klein & Figueroa 1986]. Eine frequenzabhangige Selektion wird bei
Individuen angenommen, die in der Population relativ selten vorkommende und daher
wahrscheinlich in jingerer Zeit entstandene Allele tragen. Diese Individuen werden dadurch
bevorteilt, dall Infektionserreger nicht genugend Zeit hatten, sich ihrerseits dem

erfolgreichen Abwehrmechanismus des Alleltragers anzupassen [Bodmer 1972]. Bei der
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Maus wurde ein gerichtetes Paarungsverhalten beobachtet, das Inzucht und dadurch
homozygote MHC-Kombinationen vermeidet (sog. reproduktive Selektion). Als Signalstoffe
fur die Erkennung verwandter Tiere wurden MHC-abhangige Geruchsstoffe verantwortlich

gemacht [Yamazaki et al. 1976].

Wie ein solch ausgepragter Polymorphismus sich gerade in der MHC-Region im Gegensatz
zu anderen Bereichen des Genoms entwickeln konnte, war lange Zeit umstritten. Bis vor
kurzem wurde die Allelvielfalt als Folge einer erhdhten Mutationsrate und spezieller
Rekombinationsmechanismen im Bereich des MHC, sowie eines erhdhten Selektionsdrucks
dieser Gene gedeutet. Wie inzwischen bekannt ist, liegt die durchschnittliche
Rekombinationshaufigkeit im gesamten MHC so hoch wie im Ubrigen menschlichen

Genom.

Entstehung und Erhalt des Polymorphismus kdnnen vor allem aus zeitlichen Grinden kaum
innerhalb einer Spezies vollzogen worden sein [Gyllensten & Erlich 1989]. Besondere
Rekombinationsmechanismen, die zu einer schnelleren Bildung des Polymorphismus
fuhren kdnnten, sind in diesem Bereich nie nachgewiesen worden. Daher wurde ein Modell
entwickelt, nach dem der Allelpolymorphismus von einer Spezies auf die folgende Spezies
weitergegeben wird. Nach dieser sogenannten "Transspezieshypothese" hat sich der
Polymorphismus in mehreren Millionen Jahren durch natirliche Selektion und ohne

besondere Mechanismen entwickeln kdnnen [Klein 1987].

Struktur der HLA-Klasse-ll-Molekiile. HLA-Klasse-lI-Moleklle setzen sich aus einer
ahnlich strukturierten o~ (32 bis 34 kD) und B-Kette (29 bis 32 kD) zusammen und sind als
heterodimere Glykoproteine an der Zellmembran nicht-konvalent gebunden [Kaufman et al.
1984]. Die beiden o~ und B-Polypeptidketten liegen mit dem in Richtung des Carboxy-Endes
der Aminosauresequenz (C-terminal) gelegenen Anteil intrazellular und mit den in Richtung
des Amino-Endes (N-terminal) gelegenen zwei Dritteln extrazellular [Giles & Capra 1985].
Roéntgenkristallographische Analysen haben die dreidimensionale Struktur des HLA-
Molekuls erstmals bei Klasse-I-Proteinen aufgedeckt [Bjorkman et al. 1987]. HLA-Klasse-II-

Molekile sind in ihrer Struktur den HLA-Klasse-I-Molekulen sehr ahnlich [Brown et al.
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1993]. Man kann eine Antigenbindungsregion (antigen binding site, ABS), eine
Immunglobulin-dhnliche, eine transmembrane und eine zytoplasmatische Region
unterscheiden, die den entsprechenden kodierenden Sequenzen der MHC-Klasse-II-Gene
zuzuordnen sind. Aufgrund der groRen Strukturhomologie der konstanten Domanen zu den
Imunglobulinen werden Klasse-lI-Molekule zur Immunglobulin-Superfamilie gezahlt [Travers

et al. 1984].

Der extrazellulare Abschnitt der HLA-Klasse-II-Proteine wird in vier Segmente aus etwa 90
Aminosauren unterteilt, die o1- und a2-Domane bzw. B1- und B2-Domane genannt werden.
Die a1- und B1-Domanen bilden zusammen die N-terminal gelegene ABS, eine seitlich
offene Furche aus einer achtstrangigen B-Faltblattstruktur als Basis und zwei antiparallelen
a-Helices als seitliche Rander [Brown et al. 1993]. Die Aminosauresequenz in der ABS und
die Struktur des gebundenen Peptids bestimmen in hohem Malle die Spezifitat der
gebundenen Antigene und somit die Antigenerkennung durch den TCR [Bjorkman &
Parham 1990]. Die ABS wird von einer Genregion mit ausgepragtem Polymorphismus
kodiert, dem zweiten variablen Exon (a1- bzw. B1-Exon). Der genetische Polymorphismus
des zweiten Exons beeinflut so die chemisch-physikalische Oberflache der Furche und

damit Spezifitat und Affinitat von Peptidbindung und T-Zellerkennung.

Die Ubrigen Domanen der HLA-Klasse-lI-Moleklle werden in eine Immunglobulin-ahnliche
Region (02- und B2-Domane) mit geringfligigen Unterschieden des kodierenden o2- und
B2-Locus, in eine hydrophile transmembrane Region und in eine hydrophile zytoplasma-

tische Region eingeteilt.

Assoziationen von MHC-Klasse-ll-Allelen mit Erkrankungen. In Assoziationsstudien wird
die Haufigkeit polymorpher Marker bei Patienten mit deren Haufigkeit in einer
Kontrollgruppe verglichen. Die signifikante Assoziation eines untersuchten Allels mit einer
Erkrankung deutet entweder auf eine ursachliche Beteiligung dieses Gens oder auf eine
Kopplung des Markerallels mit einem disponierenden Allel hin. Der Nachweis einer
Assoziation bietet somit einen wertvollen Hinweis auf ein mogliches, flr eine Krankheit

disponierendes Gen.
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In den 70er Jahren hauften sich die Berichte, dalk MHC-Gene nicht nur flr Transplantat-
abstollungen verantwortlich sind, sondern auch mit bestimmten Erkrankungen des
Menschen assoziiert sind. Die meisten Assoziationen wurden bisher bei Autoimmun-

erkrankungen nachgewiesen [Klein 1986, Heard 1994].

Bedeutung von HLA-Varianten bei tropenmedizinischen Infektionen. Beziehungen
zwischen bestimmten HLA-Varianten und klinischen Manifestationen von Infektionserkran-
kungen sind schwer zu bestimmen [Klein 1991, Klein & O'Huigin 1994]. Dennoch wurden in
den letzten Jahren Assoziationen zwischen Infektionserkrankungen, auch tropenmedi-

zinischen Infektionen, und HLA-Genvarianten beschrieben.

So wurde bei Probanden, die mutmalilich immun (engl. putatively immune) gegenuber
Onchocerca volvulus, dem Erreger der besonders in Westafrika verbreiteten FluRblindheit
(Gewebsfilariose), waren, haufiger der MHC-Klasse-lI-Haplotyp DQA1*0501-DQB1*0301
nachgewiesen als bei Patienten mit manifester Infektion [Meyer et al. 1996]. Umgekehrt
wurde der Haplotyp DQA1*0101-DQB1*0501 und, unabhangig, das Allel DQB1*0201
haufiger bei Patienten mit generalisierter Onchozerkose gefunden. Bei der gleichen
Studiengruppe zeigte sich, dal® Patienten, die nach einer Infektion mit O. volvulus manifest
erkrankten, haufiger Trager der Aminosaure Methionin an Position 11 (Met-11) des HLA-
Locus DPA1 waren [Meyer et al. 1994, May 1995]. Alanin an Position 11 (Ala-11) war

dagegen mit relativem Schutz vor der Erkrankung assoziiert.

Ahnlich wie bei der FluRblindheit hatten Probanden einer Studiengruppe aus Gabun mit
einem Methionin an Position 11 des DPA1-Locus haufiger eine Blasenbilharziose nach
einer Infektion durch den Trematoden Schistosoma haematobium [May et al. 1998b]. Im
Gegensatz dazu waren Probanden mit einem Alanin an Position 11 seltener mit diesem
Erreger infiziert. Zusatzlich hatten Ala-11-positive Personen seltener sonographisch falbare
Zeichen einer Blasenwandpathologie als Ala-11-negative Patienten. Zwei Jahre nach
spezifischer antischistosomaler Therapie war die Reinfektionsrate bei DPA1*0301-positiven
Individuen hoher als bei den Probanden, die das DPA1*0301-Allel nicht trugen [May et al.
1998b].
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Ein Zusammenhang zwischen HLA-Genotypen und dem Verlauf humaner Parasiten- oder
Tropeninfektionen wurde - abgesehen von den in dieser Arbeit zusammengefallten Studien
- unter anderen untersucht bei: Lepra [Meyer et al. 1998]; Toxoplasmose [Mack et al. 1999];
Leishmaniose [Petzl-Erler et al. 1991, Singh et al. 1997]; Amdbenruhr und -leberabszef}
[Arellano et al. 1987, Arellano et al. 1991, Valdez et al. 1999]; Schistosomiasis [Secor et al.
1996, Waine et al. 1998]; Onchozerkose [Murdoch et al. 1997]; lymphatischer Filariasis
[Mohamed et al. 1987, Romia et al. 1988, Mohamed et al. 1992, Yazdanbakhsh et al. 1995];
Strongyloidiasis [Satoh et al. 1999]; Chagas-Erkrankung [Fernandez-Mestre et al. 1998] und

alveolarer Echinokokkose [Gottstein & Bettens 1994, Eiermann et al. 1998].

2.8. Polymorphe Nicht-HLA-Gene und erworbene Immunitat bei Malaria

2.8.1. Tumornekrosisfaktor-Alpha

Fieber ist Teil der natirlichen Wirtsantwort bei Malaria und fur die Abwehr der Parasiten vor
allem zu Beginn der Infektion wahrend des exponentiellen Wachstums der Parasiten
bedeutsam [Kwiatkowski & Greenwood 1989b, Brandts et al. 1997, Gravenor &
Kwiatkowski 1998]. Die pyrogenen Eigenschaften von TNFo im Zusammenhang mit Malaria
wurden in vitro [Kwiatkowski & Greenwood 1989b] und in vivo [Karunaweera et al. 1992,
Kwiatkowski et al. 1993] nachgewiesen. Weitere antiparasitare Effekte vermittelt TNFa
durch die Stimulation von Neutrophilen und Makrophagen zur Produktion von Sauerstoff-

radikalen, die das Wachstum von P. falciparum in vitro hemmen [Wozencraft et al. 1984].

Die bedeutende Rolle von TNFa in der Pathogenese der Malaria wurde in vielen Unter-
suchungen demonstriert [Kern et al. 1989, Kwiatkowski et al. 1989a]. Einerseits haben
Studien gezeigt, dal® eine adaquate TNFo-Konzentration im Plasma und eine hohe TNFo-
Produktionskapazitat einen positiven Einflul® auf den Verlauf einer Malaria haben [Kremsner

et al. 1995, Mordmdiller et al. 1997], andererseits sind inadaquat erhdhte TNFo-Spiegel mit
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Malariakomplikationen wie zerebraler Malaria oder Anamie assoziiert [Grau et al. 1989,

Shaffer et al. 1991, Rockett et al. 1992].

Ein zur Wirkung von TNFo antagonistischer Effekt scheint bei Malaria durch das
antiinflammatorische Zytokin IL-10 vermittelt zu werden. IL-10 reguliert die HLA-Klasse-II-
Expression auf Antigen-prasentierenden Zellen herunter, inhibiert die NO-Produktion,
vermindert T-Zellpriming und T-Zellproliferation und supprimiert die Produktion von Th1-
Zytokinen wie IFN-y, TNFo, GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen-Kolonien-stimulierender
Faktor) und LT (Lymphotoxin) durch T-Zellen [Plebanski & Hill 2000]. Neuere
Untersuchungen haben gezeigt, dal} ein niedriger Quotient aus den Plasmakonzentrationen
des Th2-Zytokins IL-10 und des Th1-Zytokins TNFo. mit einer schweren Anamie bei Malaria
assoziiert ist [Kurtzhals et al. 1998, Othoro et al. 1999].

In der Promotorregion des TNFo-Gens sind eine Reihe von Einzelmutationen
nachgewiesen worden, von denen offenbar einige die Expression des TNFo-Gens
beeinflussen kdnnen [Wilson et al. 1997, Knight et al. 1999]. In einer neueren Arbeit wurde
mit Reportergenkonstrukten in verschiedenen humanen Zellinien nachgewiesen, dal} bei
dem Allel TNF>%* die Genexpression nur in Anwesenheit der 3’-untranslatierten Region
erhoht ist [Abraham & Kroeger 1999]. Ob Mutationen im Bereich des TNFo-Promotors das
Verhaltnis von IL-10- und TNFo-Plasmaspiegel beeinflussen kdénnen, ist bisher nicht
untersucht worden, ist jedoch Teil der vorliegenden Arbeit. Assoziationen des Alleles TNF
308A

mit Infektionskrankheiten wie Leishmaniose, lepromatéser Lepra, Trachom und

Meningokokkenseptikamie wurden beschrieben [Knight & Kwiatkowski 1999].

2.8.2. Interzellulares Adhasionsmolekiil 1

Parasitenmaterial, das Uber Glycosylphosphatidylinositol-Anker an die Wirtszellmembran
gebunden ist, kann die Expression von Zytoadharenzliganden in Endothelzellen
hochregulieren [Schofield et al. 1996]. Zu diesen Liganden gehort auch das Interzellulare
Adhasionsmolekul 1 (intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1), das die Bindung von

infizierten Erythrozyten an Endothelien kleiner GefalRe vermittelt und deshalb in der
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Pathophysiologie der Malaria eine besonders wichtige Rolle spielt [Kap. 2.3] [Berendt et al.
1989]. In immunhistochemischen Praparaten von Patienten mit zerebraler Malaria werden
ICAM-1 und parasitierte Erythrozyten miteinander assoziiert gefunden [Turner et al. 1994].
Parasiten, die von Patienten mit zerebraler Malaria isoliert werden, haben in vitro eine
grolte Affinitat zu ICAM-1 als solche, die von Patienten ohne schwere Komplikationen
gewonnen wurden. [Newbold et al. 1997]. Weiterhin ist die Bindungskapazitat von ICAM-1
an parasitierte Erythrozyten groRer bei Patienten mit schwerer Malaria als bei solchen mit
milder Malaria [Craig et al. 1997]. Bei der Bindung von infizierten Erythrozyten an ICAM-1
kommt es zu einem "Rollen" der Erythrozyten an dem Endothel, ahnlich der Bewegung von
polymorphnuklearen Leukozyten bevor sie in einen entzindeten Bereich penetrieren [Nash
et al. 1992]. Die Expression von ICAM-1 auf Endothelzellen wird durch TNFo und andere
Zytokine induziert. Bisher wurde eine Genvariante beschrieben (ICAM-1K“iﬁ), die bei Afro-
Amerikanern Nordamerikas und Kenianern eine Genfrequenz von uber 30 % aufweist, bei

Kaukasiern aber nicht vorkommt [Fernandez-Reyes et al. 1997].

2.8.3. Induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase

Die Infektion durch Plasmodien induziert eine Zytokinkaskade, an deren Ende die
Ausschuttung von Substanzen mit antiparasitaren Eigenschaften, u. a. durch die Sekretion
von hochaktiven Stickstoffradikalen, steht. Die wichtige Rolle von NO und seiner
Folgeprodukte bei der Abwehr von Malariaparasiten aller Stadien wurde in vitro und in vivo
gezeigt [Mellouk et al. 1991, Nussler et al. 1991, Rockett et al. 1991, Taylor-Robinson et al.
1993, Jacobs et al. 1995].

NO wird von Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS) durch Umwandlung von Arginin in Citrullin
gebildet. Die induzierbare Isoform der NOS (iNOS oder NOS-2) wird hauptsachlich auf
Transkriptionsebene durch inflammatorische Zytokine und Toxine reguliert [Nathan 1997].
Die Inhibition der iINOS fuhrt zu einer hoheren Mortalitat bei Mausen mit P.-vinckei-Infektion
[Kremsner et al. 1992]. Beim Menschen ist die NO-Plasmakonzentration eng mit

parasitologischen Parametern und dem klinischen Verlauf der Malaria assoziiert [Kremsner
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et al. 1996]. In der Promotorregion des iNOS-Gens wurde vor kurzem eine Punktmutation
beschrieben, die bei heterozygoten Gentragern eine Protektion vor schwerer Malaria

vermittelt [Kun et al. 1998].

2.9. Polymorphe Erythrozytenvarianten und angeborene Immunitat bei

Malaria

Einige Anomalien der roten Blutkdrperchen weisen eine weitgehend Uberlappende geogra-
phische Verteilung mit dem Vorkommen von P. falciparum auf, woraus gefolgert wurde, daf}
naturliche Selektion zur Verbreitung dieser Erythrozytenanomalien gefuhrt hat [Flint et al.
1998]. Diese Anomalien betreffen das Hamoglobin (Sichelzellerkrankung, a-Thalassamie),
die Erythrozytenmembran (Ovalozytose, Blutgruppenantigene) oder Enzyme (G6PD-

Mangel).

2.9.1. Sichelzellanamie

Das Sichelzellmerkmal wird durch eine informative Mutation der B-Globinkette (Hamoglobin
S, HbS) verursacht. Dieser genetische Defekt flhrt zu einer verminderten Ldslichkeit des
Hamoglobinmoleklls unter deoxygenierten Bedingungen. Bei homozygoten Gentragern
(HbSS) kommt es bei einem Abfall des Sauerstoffdrucks zur Bildung von langkettigen
Polymeren, die zu Membranveranderungen und zur Erhdhung der Rigiditat der roten
Blutzellen flhren. In der Folge fuhren diese Veranderungen zu hamolytischer Anamie und
Krisen mit Infarkten kleiner Gefalle, durch die es zu einem graduellen Prozel® schwerer

Organschadigungen kommt. Das resultierende Krankheitsbild ist die Sichelzellanamie.

In vielen klinischen und epidemiologischen Studien wurde gezeigt, da} Patientien mit
Sichelzellmerkmal zwar mit P. falciparum infiziert werden, aber seltener schwer an Malaria
erkranken und seltener an der Erkrankung sterben als Infizierte mit normalem Hamoglobin

[Allison 1954]. Dieser Schutz besteht besonders gegenuber der zerebralen Malaria und
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weniger gegenuber schwerer Anamie; aber auch ein relativer Schutz vor milden

Manifestationen der Malaria wurde beschrieben [Hill et al. 1991, Marsh 1992].

Als Hauptmechanismus flr die partielle Malariaresistenz wird eine reduzierte Replikation
der Parasiten innerhalb der Erythrozyten [Pasvol et al. 1978] und eine beschleunigte
Zerstorung parasitierter Erythrozyten vermutet, die durch das gehaufte Sicheln der
Erythrozyten unter oxidativem Strel3 verursacht wird [Luzzatto et al. 1970]. Umgekehrt
beglnstigt eine Infektion mit Plasmodien das Sicheln der Zellen. Elektrolyt-, Flissigkeits-
und pH-Verschiebungen der Erythrozyten sowie hypoxische Membranveranderungen sind
an der Parasitenschadigung beteiligt. In vitro wird die Invasion und das Wachstum von
Plasmodien in HbAS- und HbSS-Zellen behindert. Die Mechanismen, die zu dieser
Hemmung fuhren, sind nicht vollstandig geklart [Carlson 1999]. In Frage kommen jedoch
besonders Schadigungen der Parasiten durch physikalische Effekte der Polymerisation des
HbS, Kaliumverlust oder Wasserverlust bei gesichelten Zellen sowie eine Erhdhung der
Hamoglobinkonzentration. Diese Effekte manifestieren sich vor allem bei niedrigem

Sauerstoffdruck.

Trotz der Wachstumshemmung der Parasiten in HbAS- und HbSS-Erythrozyten werden
Personen mit Sichelzellgen mit Malariaerregern infiziert. Daher mul3 es weitere
Mechanismen geben, die eine Protektion vor schweren Komplikationen vermitteln. Es ist
bekannt, dal} HbAS-Individuen héhere Antikdrpertiter gegen Neoantigene haben, die auf
den Membranen infizierter Erythrozyten exprimiert werden [Marsh et al. 1989]; allerdings ist
unklar, inwieweit diese Antikdrper protektive Eigenschaften haben. Es kdnnte sein, dal
Modifikationen der Erythrozytenstruktur adhasive Eigenschaften der Zellen verandern
(Rosetting und Zytoadharenz). So zeigen nicht-parasitierte HbAS-Erythrozyten eine
ubernormal starke Bindung an kultivierte Endothelzellen [Hebbel 1991]. Andererseits
adharieren parasitierte HbSS-Zellen weniger stark an Endothelzellen als parasitierte HbAA-
Erythrozyten [Rowland et al. 1993]. Auch bei HbAS-Tragern tragt wahrscheinlich vor allem

die verminderte Rosettenbildung zur Protektion vor zerebraler Malaria bei [Carlson 1999].
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In Regionen mit hoher Malariainzidenz hat der selektive Vorteil von Tragern des
Sichelzellmerkmals (HbAS) bezlglich einer Plasmodieninfektion die verminderte
biologische Fitnel3 von Personen mit Sichelzellanamie (HbSS) ausgeglichen und dort zu
einem balancierten Polymorphismus des HbS-Gens gefuhrt. Aufgrund der hohen
Genfrequenz von HbS in Aquatorialafrika (etwa 20%) und der relativ starken Protektion vor
Malaria wurde der HbS-Status in den geplanten Studien mitbestimmt und mit den anderen

untersuchten protektiven Faktoren verglichen.

2.9.2. o-Thalassamie

o-Thalassamien sind angeborene autosomal rezessive Defekte mit fehlender oder ver-
minderter Synthese der o-Globin-Polypeptidketten; sie gehdren weltweit zu den haufigsten
Erbkrankheiten des Menschen. Thalassamien entstehen durch Mutationen von Genen, die
an der Synthese der Hamoglobine beteiligt sind. Die o-Globingene, a1 und o2, liegen auf
dem Chromosom 16 als Duplikat vor. Somit finden sich in jeder diploiden Zelle je zwei
o1- und o2-Globingene, die fur identische o-Globine kodieren. Mehr als 30 unterschiedliche
Mutationen des a-Globingen-Komplexes sind beschrieben worden. Abhangig von der Zahl
der funktionsfahigen Gene konnen vier verschiedene o-Thalassamiesyndrome, vom
hamatologisch unauffalligen Gentrager bis hin zur schwersten Form, dem Hydrops fetalis,
auftreten. Pathophysiologische Grundlage der a-Thalassamien ist die ungleiche Synthese
bzw. Stabilitdt von o-Globinketten. Uberschiefend gebildete Globine prazipitieren und
verursachen eine Hamolyse. Unter den vier bekannten Deletionen, die eine o-Thalassamie

verursachen, ist die Variante -o3-7 in Afrika am haufigsten verbreitet.

Vor 50 Jahren wurde von Haldane, ausgehend von Daten Uber den protektiven Effekt der o-
Thalassamie gegenuber der Malaria, die "Malariahypothese" formuliert [Haldane 1949].
Bisher ist nicht eindeutig geklart, ob die partielle Protektion bei Malaria durch Heterozygotie
oder Homozygotie vermittelt wird [Clegg & Weatherall 1999]. Die hohe Frequenz der
Varianten in Malariagebieten und die milde Symptomatik bei heterozygoter o—~Thalassamie

deuten eher auf einen selektiven Vorteil von Homozygoten bei einer Infektion mit Plasmo-
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dien hin. Nur wenige epidemiologische Daten auf DNA-Basis sind bezuglich der Verteilung
der o-Thalassamien erhaltlich. Eingehendere Untersuchungen sind notwendig, um
genauere Aussagen zur Malariaresistenz bei o-Thalassamien treffen zu konnen [Weatherall

1997].

Welche Mechanismen flr die relative Protektion vor schweren Malariakomplikationen bei
Personen mit o-Thalassamie verantwortlich sind, ist nicht sicher bekannt. Ob in vitro bei
thalassamischen Erythrozyten das Parasitenwachstum - wahrscheinlich aufgrund des
niedrigen Hamoglobingehaltes und der Mikrozytose - gehemmt ist, ist umstritten [Luzzatto
1979]. Eine neuere Studie hat mittels FluRzytometrie eine solche verminderte Parasiten-
multiplikation nachgewiesen [Pattanapanyasat et al. 1999]. Zusatzlich ist der bei thalassa-
mischen Patienten erhdhte Anteil von HbF-Zellen fir eine verminderte Parasitenentwicklung
verantwortlich gemacht worden [Pasvol et al. 1977]. Bei thalassamischen Zellen oder Zellen
mit hohem HbF-Gehalt kommt es zu oxidativem Stref3, der zur Membranschadigung und
zum Verlust von zellularem Kalium fihren kann [Friedman 1979]. Neben der direkten
Wachstumshemmung der Parasiten in thalassamischen Erythrozyten wird wahrscheinlich -

ahnlich wie bei der Sichelzellerkrankung - die Rosettenbildung vermindert [Carlson 1999].

In einer neueren Studie aus Vanatu wurde gezeigt, dal3 wahrscheinlich auch veranderte
immunologische Prozesse bei Personen mit a-Thalassamie zur Protektion vor schweren
Verlaufen der Malaria beitragen. Vor allem junge Kinder mit homozygoter o-Thalassamie
hatten in dieser Untersuchung ein hoheres Risiko, an einer milden P.-falciparum- oder
P.-vivax-Malaria zu erkranken, als Hb-normale Kinder [Williams et al. 1996]. Die Autoren
postulierten, dald diese erhdhte Suszeptibilitat insbesondere der weniger pathogenen
Spezies P. vivax zu einer fruheren Entwicklung einer Immunitat fihrt, die die Kinder spater

vor schweren Komplikationen einer P.-falciparum-Malaria schitzt.

2.9.3. Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Mangel

Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Mangel des Erythrozyten ist in seiner schwersten

Auspragung Ursache einer chronischen hamolytischen Anamie. Weniger stark
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ausgepragter Mangel fuhrt bei Infektionen oder Einnahme von bestimmten Medikamenten
oder Genul} bestimmter Nahrungsmittel durch die Denaturierung von Membranproteinen zu
akuter Hamolyse. G6PD-Mangel wird durch Einzelmutationen im kodierenden Teil des
Gens verursacht. Uber 70 G6PD-Mutanten wurden bislang nach molekularbiologischen
Kriterien charakterisiert; nach biochemischen und anderen Verfahren scheint die Anzahl an

unterschiedlichen G6PD-Varianten noch deutlich gré3er zu sein.

In Afrika sudlich der Sahara kommen drei unterschiedliche G6PD-Varianten mit
polymorphen Genfrequenzen vor. G6PD B ist die Normvariante (Frequenz in Afrika 50-
60%) mit vollstandiger Enzymaktivitat. Die zweite Variante, G6PD A, wurde bisher nur in
Populationen afrikanischen Ursprungs gefunden und zeigt eine geringgradig reduzierte
Enzymaktivitat, die jedoch noch im Normbereich liegt (80% von G6PD B). Die Gentrager
sind klinisch unauffallig. Der dritte Typ, G6PD A-, ist eine Variante mit leichtem
Enzymmangel (8-20% von G6PD B) und in Afrika ebenso weit verbreitet wie G6PD A
(Frequenz 20-25%). Hemi- und homozygote Gentrager von G6PD A- kdnnen hamolytische
Krisen unter oxidativem Strel}, z. B. ausgeldst durch Infektionen oder Einnahme bestimmter
Medikamente, entwickeln. In afrikanischen Bevolkerungen finden sich aufgrund des X-
chromosomalen Erbgangs drei polymorphe G6PD-Varianten in neun verschiedenen
Genotypen: bei Mannern G6PD B, A und A-; bei Frauen die homozygoten Kombinationen
G6PD B/B, G6PD A/A und G6PD A-/A- sowie die heterozygoten Kombinationen G6PD B/A,
G6PD B/A- und G6PD A/A-. Die Enzymaktivitat der Genotypen G6PD B/A- und G6PD A/A-

ist, abhangig vom Zahlenverhaltnis der Zellpopulationen und dem G6PD-Typ, intermediar.

Fur den erythrozytaren G6PD-Mangel gelang der Nachweis einer Teilresistenz gegenuber
Malaria bisher nicht eindeutig, allerdings sprechen verschiedene Beobachtungen fur einen
solchen Zusammenhang. Die geographische Assoziation von Malaria und G6PD-Mangel
wurde von Allison und Motulsky 1960 beschrieben und in vielen Studien aus verschiedenen
Regionen bestatigt. GEBPD-Defizienzen werden durch eine gro3e Anzahl von verschiedenen
Punktmutationen verursacht, die jeweils regional unterschiedlich in polymorphen

Genfrequenzen vorkommen. Die Mutationen mussen sich daher unabhangig voneinander
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durch einen selektiven Vorteil ausgebreitet haben und sind offenbar nicht aus der selben

Ursprungsvariante durch genetische Drift entstanden [Luzzatto & Mehta 1995].

Die Gesamtbeurteilung der unterschiedlichen und teilweise gegensatzlichen Studienergeb-
nisse ist aufgrund der abweichenden Studienbedingungen, besonders der unterschied-
lichen Verfahren zur Identifizierung der verschiedenen G6PD-Varianten, schwierig. Die
Bedeutung von G6PD als positiver selektiver Faktor hinsichtlich der Malaria scheint jedoch
deutlich geringer zu sein als die von HbS. Es ist nicht gesichert, ob P. falciparum das
hauptsachlich verantwortliche selektive Element fir G6PD-Mangel ist oder war. Die gene-
tische Situation fur G6PD ist komplex, da mehrere unterschiedliche Alle in verschiedenen
Populationen vorkommen und der Genlocus X-chromosomal gelegen ist. Daher sind
mehrere unterschiedliche Selektionsmechanismen flir G6PD vorstellbar: a) Selektion von
Tragern defizienter G6PD-Varianten [Ruwende et al. 1995]; b) eine unterschiedliche
Selektionsrate bei hemizygoten Mannern und homozygoten Frauen; c) selektiver Vorteil fur

heterozygote Frauen [Bienzle et al. 1972].

Zum jetzigen Zeitpunkt konkurrieren mehrere Erklarungsmodelle zur méglichen Protektion
vor Malaria durch G6PD-Mangel. Zum einen wird eine direkte Schadigung der Parasiten
durch oxidative Schadigung in G6PD-defizienter Erythrozyten angenommen [Clark & Hunt
1983]. Untersuchungen haben gezeigt, dal} in vivo [Luzzatto et al. 1969] und in vitro [Roth
et al. 1983] das Wachstum der Plasmodien in G6PD-defizienten Zellen vermindert ist. In
anderen Studien konnte diese Wachstumsminderung gar nicht [Arese et al. 1994] oder nur
unter oxidativen Bedingungen bestatigt werden [Friedman 1979]. Weitere Experimente
haben gezeigt, da} nicht die Invasion der Parasiten in die Erythrozyten, sondern die
intrazellulare Schizogonie bei G6PD-Defizienz behindert ist [Miller et al. 1984]. Dies
beantwortet jedoch nicht die Frage, warum in einigen Studien heterozygote Frauen starker
vor Malaria geschitzt waren als homozygot oder hemizygot Defiziente. Die Arbeitsgruppe
von Luzzatto hat in verschiedenen Experimenten gezeigt, dal} sich P. falciparum sich nach
mehreren erythrozytaren Zyklen an eine G6PD-Defizienz adaptieren kann. Bei zwei

Erythrozytenpopulationen mit unterschiedlicher G6PD-Aktivitat reicht dieser Mechanismus
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dagegen nicht zur Adaptation der Parasiten an die wechselnden Bedingungen aus [Usanga
& Luzzatto 1985]. Die Stimulation der Expression von parasiteneigener G6PD konnte fur
diese Adaptation verantwortlich sein, ein direkter Nachweis eines solchen Mechanismus ist

aber bisher nicht gelungen [Kurdi-Haidar & Luzzatto 1990].

Ein weitere Hypothese macht eine durch G6PD-Defizienz indirekt beglnstigte Schadigung
Monozyten-abhangiger Makrophagen fur die Protektion gegenliber der Malaria
verantwortlich. Bei G6PD-Defizienten kommt es nach dieser Hypothese relativ frih zur
Aggregation von Bande-3-Proteinen an den Membranen infizierter Erythrozyten, was zu
einer veranderten Antigenitat und verstarkten Erkennung von Antikérpern fuhrt. Infizierte
Zellen werden daher bei G6PD-defizienten Personen friher phagozytiert als bei Personen
mit ausreichender Enzymaktivitat. In frlher phagozytierten, haufiger Ringstadien
enthaltenden, Erythrozyten sind weniger polymerisierte, unl6sliche Abbauprodukte
(Haemozoin, Malariapigment) angehauft, die fir Makrophagen toxisch sind und die zellulare
Immunitat behindern [Turrini et al. 1993]. Danach wiurden GG6PD-defiziente infizierte
Erythrozyten friher phagozytiert und die beteiligten Makrophagen weniger durch toxisches
Haemozoin geschadigt als bei G6PD-Gesunden. Zusatzlich ist die Phagozytoseeffizienz
von Makrophagen von dem Vorhandensein des Reduktionsmittels NADPH abhangig.
Insbesondere auf langlebende mononukleare Phagozyten von hemizygot und homozygot,
aber auch heterozygot G6PD-Defizienten konnte sich die niedrigere NADPH-
Produktionskapazitat auf eine niedrigere Phagozytoseaktivitdt auswirken. Bei der
mediterranen G6PD-Defizienz konnten Anhalte fir diesen Mechanismus gezeigt werden.
Die verminderte Aktivitdt der Phagozyten wirkt sich auch auf die erhdhte Anfalligkeit flr

Sekundarinfektionen bei Malariaerkrankten aus.

2.9.4. Blutgruppen

Seit mehr als 20 Jahren ist bekannt, dal} das Erythrozytenmembran-Glykoprotein, das die
Duffy-Blutgruppen-Epitope  Fy?, Fyb und Fy6 enthalt, ein wichtiger Rezeptor von

P.-knowlesi- und P.-vivax-Merozoiten ist [Miller et al. 1975]. Daher konnen P.-vivax-
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Merozoiten nicht Duffy-negative (FyFy) Erythrozyten invadieren. Aus diesem Grund ist
P. vivax in Westafrika, wo die Duffy-Blutgruppe nicht vorkommt, ebenfalls nicht verbreitet.
Diese Beobachtung hat zu der Vermutung geflhrt, dal3 die ABO-Blutgruppe fur die Infektion
mit P.-falciparum bedeutsam sein konnte. In verschiedenen Arbeiten wurden Hinweise
darauf gefunden, da® ABO-Blutgruppenantigene eine Rolle bei dem Manifestationsrisiko
einer Malaria spielen. Vor kurzem wurde in einer Studie in Zimbabwe gezeigt, dal}
Patienten mit Blutgruppe A ein signifikant hoheres Risiko fur schwere Malaria hatten

[Fischer & Boone 1998].

3. Methodische Grundlagen und Studiengruppen

3.1. Probanden und Aufbau der Studiengruppen

3.1.1. Studiengruppe aus Nigeria

In einer Querschnittsstudie wurde die Pravalenz der unterschiedlichen Parasitenspezies bei
asymptomatischen Probanden aus einer hochendemischen Region in Afrika untersucht
werden. Im Rahmen dieser Studie wurden malariologische und hamatologische Parameter
sowie polymorphe genetische Faktoren von Erwachsenen und Kindern aus einer landlichen
und einer stadtischen Region im Sudwesten Nigerias verglichen. Die Studie wurde
zwischen Oktober 1996 und September 1997 in Ibadan, einer Stadt mit etwa 4 Millionen
Einwohnern, und in Abanla, einem Dorf in einer etwa 20 km von Ibadan entfernten
landlichen Region, durchgeflhrt. In diesem Gebiet ist die Transmission von P. falciparum
hoch und uUber das Jahr stabil (holoendemisch). Die Proben wurden wahrend der
Trockenzeit zwischen Dezember 1996 und Mai 1997 gesammelt. Von den 593 in die Studie
aufgenommenen Probanden wurden 230 Kinder aus Abanla (Grundschule und Kinder-
garten), 59 Kinder aus Ibadan (Grundschule und Kindergarten), 144 Kinder aus Gesund-

heitsposten in Ibadan und 160 Erwachsene aus |Ibadan rekrutiert [May et al. 1999a]. Das
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Studiendesign wurde vom Ethikkommittee des Joint Ethical Committee University Ibadan,

University College Hospital begutachtet und genehmigt.

3.1.2. Studiengruppe aus Gabun

Die Region um Lambaréné ist ein typisches hyperendemisches Malariagebiet mit einer
geschatzten entomologischen Inokulationsrate von 10 - 100 Stichen infizierter Moskitos pro
Jahr [Wildling et al. 1995]. Es lassen sich klinisch und immunologisch drei Patientengrup-
pen unterscheiden: Nichtimmune Patienten im Kleinkindalter, die lebensbedrohlich an
Malaria erkranken kénnen und als haufige Komplikationen schwere Anamie mit Hyperpara-
sitamie, Hypoglykamie oder zerebrale Manifestationsformen aufweisen; Patienten im Schul-
alter mit einer begrenzten Anti-Krankheitsimmunitat, die gewdhnlich an einer unkomplizier-
ten Malaria ohne Organkomplikationen erkranken; und semiimmune Erwachsene mit einer

meist milden Verlaufsform [Kremsner et al. 1995].

In den Jahren 1995 und 1996 wurden fur eine Longitudinalstudie 200 Kinder (Alter 6 Mona-
te bis 11 Jahre) im Albert-Schweitzer-Hospital Lambaréné, Gabun rekrutiert. 100 Kinder mit
einer schweren Malaria wurden stationar aufgenommen und behandelt (4 Tage Chinin und
Clindamycin) [Kremsner et al. 1995]. Zu jedem in die Studie aufgenommenen Kind mit
schwerer Malaria wurde, im Sinne einer matched-pair-Studie, ein Kind ahnlichen Alters,
gleichen Geschlechts und gleicher Herkunft zugeordnet, bei dem eine milde Malaria
diagnostiziert wurde. Diese Kinder wurden ambulant mit Pyrimethamin und Sulfadoxin
behandelt [Schmidt-Ott et al. 1997]. Die Kinder mit schwerer Malaria wurden permanent
stationar, die Kinder mit milder Malaria im Abstand von 12 Stunden untersucht. Longitudinal
wurden Reinfektionen und klinische Malariaattacken durch zweiwochentliches klinisches

und parasitologisches Follow-up Uber 52 Monate verfolgt.

Die Aufnahmekriterien in die Gruppe mit schwerer Malaria waren definiert als Hyper-
parasitamie (> 250000 Parasiten/ul entsprechend > 10% Parasitamie), schwere Anamie
(< 50 g/l Hb), zerebrale Malaria, Hypoglykamie (< 50 mg/dl Glucose) oder andere Zeichen

einer schweren Malaria bei Ausschlufd einer anderen Erkrankung [Kun et al. 1998, Luty et
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al. 1999]. Kinder mit milder Malaria hatten eine Parasitamie zwischen 1000 und 50000
Parasiten/ul Blut, keine Schizontamie, einen Anteil von pigmentierten Schizonten < 50/pl,
Hamoglobin > 80 g/l, Thrombozyten > 50/nl, Leukozyten < 12/nl, Laktat < 3 mM und einen
Blutglukosewert > 50 mg/dl. AusschluRkriterien flr die Aufnahme in die Studie waren eine
Sichelzellanamie (HbSS), eine durchgemachte schwere Malaria oder ein Krankenhausauf-
enthalt vor dem Studienbeginn, andere akute Infektionen sowie die Einnahme von antipara-
sitdren Medikamenten in den Wochen vor Beginn der Studie. Kinder mit Mangelernahrung
oder chronischen Erkrankungen wurden ebenfalls ausgeschlossen. Die Eltern der Kinder
wurden Uber die Studie informiert und gaben ihr Einverstandnis. Die Studie wurde vom

Ethikkommitteé der Albert-Schweitzer-Stiftung begutachtet und genehmigt.

3.2. Material und Methoden

Die im einzelnen angewendeten Methoden sind in der im Anhang zusammengestellten

Literatur beschrieben und hier nur kurz zusammengefal3t.

3.2.1. HLA-Typisierung

Die Antigene der HLA-Klasse |l wurden zu Beginn der HLA-Forschung durch die gemischte
Lymphozytenkultur (mixed lymphocyte reaction, MLR) definiert. Diese Methode mift die
zellulare Immunantwort durch Aktivierung von T-Lymphozyten. In der Folge wurden zur
HLA-Bestimmung serologische Methoden angewandt, bei der verschiedene immunogene
Epitope durch Bindung von Antikérpern nachgewiesen wurden [Dyer & Martin 1991]. Spater
folgten weitere molekulare, biochemische und zellulare Methoden, die sich aber nicht zur
vollstandigen Aufdeckung aller MHC-Klasse-lI-Allele eigneten. Seit einigen Jahren wird der
HLA-Polymorphismus auf genetischer Ebene untersucht, indem die variablen DNA-
Sequenzen des 2. Exons, die fur die Antigenbindungsstelle kodieren, durch eine PCR [Saiki
et al. 1985, Mullis & Faloona 1987] amplifiziert und die Bruchsticke mit Restriktions-

endonukleasen (Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus) [Bodmer et al. 1987], mit
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Oligonukleotidsonden [Saiki et al. 1985] oder durch Klonierung und Sequenzierung [Sanger
et al. 1977] analysiert werden. Allelspezifische Oligonukleotide (ASO) [Saiki et al. 1986] und
sequenzspezifische Oligonukleotidsonden (sequence-specific oligonucleotide probes,
SSOP) [Bugawan et al. 1988, Saiki et al. 1989, Bugawan et al. 1990] ermoglichen inzwi-

schen eine rasche und effiziente Typisierung von Loci der MHC-II-Klasse.

Die Typisierung mit sequenzspezifischen Oligonukleotid-Sonden (SSOP) basierte bei HLA-
Genen auf dem Protokoll des Xl. internationalen HLA-Workshops [1991] und wurde
teilweise modifiziert nach [Schmitz et al. 1991]. Zur Vernetzung der PCR-Amplifikate mit
Nylonmembranen wurde das Protokoll nach Church & Gilbert modifiziert [Church & Gilbert
1985]. Die Markierung der Oligonukleotide erfolgte durch Digoxigenin-11-2°-3’-didesoxy-
Uridintriphosphat und wurde mit dem ,DIG Oligonucleotide 3-End Labeling Kit*
(Boehringer-Mannheim) durchgefuhrt [Nevinny-Stickel et al. 1991]. Fur die Hybridisierung
und den Allelnachweis durch Digoxigenin-markierte SSOP wurden die Protokolle von
[Horwitz et al. 1966, Michal 1983, Wood et al. 1985] in leicht modifizierter Form verwendet.
Modifikationen von diesen Protokoll wurden in den jeweiligen Arbeiten beschrieben [Meyer
et al. 1994, Meyer et al. 1994, Meyer et al. 1996, Schnittger et al. 1997, May et al. 1998a,
May et al. 1998b].

3.2.2. Sonstige Methoden

Die Methoden wurden direkt oder modifiziert aus der im einzelnen angegebenen Literatur
oder molekularbiologischen Handbuchern entnommen [Erlich 1989, Sambrook et al. 1989,

Innis et al. 1990, Ausubel et al. 1992].

Die DNA wurde aus peripheren mononuklearen Blutzellen nach dem modifizierten Protokoll
von Miller et al. [1988] oder aus Vollblut nach Standardprotokollen oder mit Hilfe von
kommerziellen Kits (Quiagen, Invitrogen) durchgefuhrt. Die synthetischen Oligonukleotide
wurden im Labor (Gene Assembler .r. Plus; Pharmacia LKB) hergestellt und gereinigt oder

bei kommerziellen Anbietern erworben.
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Die DNA-Amplifikation wurde mit Hilfe der PCR nach dem fur die einzelnen Anwendungen
modifizierten Grundprotokoll von Saiki et al. [Saiki et al. 1985] durchgefuhrt. Nach der
Amplifikation wurde die GroRe der amplifizierten DNA-Fragmente mittels Agarose-

Gelelektrophorese Uberpruft.

Die Typisierung der Genvarianten, die in den hier zusammengefallten Arbeiten untersucht
wurden, ist in den einzelnen Publikationen beschrieben: G6PD [May et al. 2000b],
o-Thalassamie [Mockenhaupt et al. 1999], TNFa [May et al. 2000c], ICAM-1 [Kun et al.
1999], INOS [Kun et al. 1998], MSA (merozoite surface antigen) [Kun et al. 1998].

Zur DNA-Sequenzierung wurden DNA-Fragmente durch Klonierung in Plasmidvektoren
nach Standardmethoden separiert [Sambrook et al. 1989], in kompetente E.-coli-Zellen
eingebracht, vermehrt und anschlieRend eine Minipraparation der Plasmid-DNA durch
alkalische Lyse [Birnboim & Doly 1979] oder mit Hilfe eines kommerziellen Kits durchgefuhrt
(Quiagen). Nach positivem analytischem Restriktionsverdau mit dem Enzym EcoR| wurde
eine manuelle (BaseRunner, Sigma) oder automatische (entweder ABI, Becton Dickinson

oder LiCor, MWG) DNA-Sequenzanalyse nach [Sanger et al. 1977] durchgefuhrt.

Die Bestimmung des Hb-Genotyps wurde mittels Hb-Elektrophorese auf Zellulose-Acetat-

Membranen durchgefuhrt [Lell et al. 1999, May et al. 2000Db].

Die mikroskopische Parasitenzahlung wurde standardmaRig mit einer Giemsa-Farbung
nach Ausstrich und Dickem Tropfen mit Auszahlung der Parasiten in 100 Olimmersions-

feldern durchgefuhrt [May et al. 1999a, Mockenhaupt et al. 2000, May et al. 2000a].

Hamoglobinkonzentration, Hamatokrit, Erythrozytenanzahl und Granulozytenanzahl wurde
mit einem Coulter Counter (HC555; Clinicon, Mannheim) gemessen und gegebenenfalls flr
das Alter korrigiert [Bienzle et al. 1980, May et al. 1999a, May et al. 2000a, May et al.
2000b].

G6PD-Aktvitat und Pyruvatkinase-Aktivitat im Erythrozyten wurde spektrophotometrisch
gemessen [WHO 1967, Beutler 1975, May et al. 2000b].
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3.3. Auswertung der Ergebnisse und statistische Berechnungen

Statistische Berechnungen wurden in der Regel mit dem Programm StatView oder Jmp
(beide SAS Institute Inc., North Carolina) nach allgemeinen Standards durchgefinhrt.
Kopplungsungleichgewichte wurden mit den in der entsprechenden Arbeiten angegebenen

Formeln berechnet [May et al. 1998al].

Zur Bewertung der Typisierungssignale und Berechnung von Genfrequenzen, Aminosaure-
motiv-Frequenzen und Haplotypfrequenzen der Genvarianten in den beiden Studien-
gruppen wurden Computerprogramme entwickelt, die eine schnelle und zuverlassige
Auswertung ermoglichen. Der ausfuhrliche Quelltext der Programme ist in den Anhangs-
kapiteln 6.2 und 6.3 angegeben. Die Programme sind in der Programmiersprache Visual
Basic geschrieben und basieren auf der kommerziellen Software Excel (Microsoft, Office 97

fur Maclntosh).

3.3.1. Computergestiitzte Auswertung der Typisierungssignale ("BLOT")

Genvarianten, die innerhalb einer Bevolkerungsgruppe in hohen Frequenzen vorkommen,
sind an diesem Genort haufig heterozygot. Wenn bei Heterozygoten die Genvarianten
beider Chromosomen an mehreren Positionen variabel sind, ergibt die PCR-basierte
Typisierung haufig ein Signalmuster, bei dem fur mehrere variable Positionen des Gens ein
heterozygotes Signal gefunden wird. Daraus ergibt sich bei der PCR-basierten Typisierung
die Schwierigkeit, dal® die Typisierungssignale beider Varianten in ihrer Gesamtheit nicht
den entsprechenden Haplotypen eindeutig zuzuordnen sind. Ergibt z. B. die Typisierung
eines Gens mit den beiden variablen Positionen X (Variante G oder A) und Y (Variante T
oder C) das heterozygote Signalmuster G/A an Position X und T/C an Position Y, so ist
uneindeutig, ob die Haplotypen GT und AT oder GC und AT sind. Methodisch sind diese
Signalmuster nur mit unverhaltnismalig groRem Aufwand zu trennen (Klonierung). Das
Programm "BLOT" wurde geschrieben, um bei solchen uneindeutigen Signalen eine
rechnerische Bestimmung beider Genvarianten zu ermdglichen (Programmcode Kap. 6.2).

Die Software enthalt Algorithmen, mit denen ein Schlissel aller bisher bekannten Varianten
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eines bestimmten Gens und ihrer Signalmuster mit dem tatsachlich aktuell gefundenen
Signalmuster verglichen wird. Der Anwender erhalt als Ergebnis diejenigen Genotypen, bei
denen es die beste Ubereinstimmung zwischen den ermittelten Signalen und den
theoretischen Signalen der bisher bekannten mdglichen Genotypen gibt. Aulerdem werden

die Anzahl der nicht Ubereinstimmenden Signale und deren Position ausgegeben.

Fur die Berechnung werden vom Benutzer die Signale, die bei den molekularbiologischen
Untersuchungen ermittelt werden, eingegeben. Dabei ist grundsatzlich die Methodik, die zur
Typisierung angewendet wird, beliebig (z. B. direkte Sequenzierung, Sondenhybridisierung,
Restriktionsverdaumuster). Ein Aufldsungsschllssel, der fur den jeweiligen Genort, die
Genvarianten, die untersuchten Genbereiche und die angewandte Methodik spezifisch ist,
liegt als einzelne Tabelle vor und kann nach den entsprechenden Bedurfnissen variiert und
aktualisiert werden. Die Algorithmen lesen die Daten ein, und bilden aus den Informationen
des Aufldsungsschlissels fir jede Genvariante einen bindren Code. Die molekularbiolo-
gisch ermittelten Signale werden ebenfalls eingelesen und daraus ein binarer Code
gebildet. Beide Binarcodes werden mit Hilfe von Boolean'schen Operationen verglichen, ein
Ergebniscode berechnet und ausgewertet. Hierdurch ist ein schneller und zuverlassiger
Vergleich der eigenen Signale und des Auflésungsschlissels moglich. Aus der Rickberech-
nung des Ergebniscodes in ein Ergebnissignalmuster kann die Anzahl der Nicht-Uberein-
stimmungen bei dem Vergleich mit den bekannten Genotypmustern ermittelt werden. Die
Genotypen mit der niedrigsten Anzahl an Nicht-Ubereinstimmungen werden als wahrschein-
lichstes Muster in eine neue Tabelle ausgegeben. Eine Anzahl von Nicht-Ubereinstimmun-
gen von 0 bedeutet somit die 100%ige Ubereinstimmung mit einem Genotyp des
Auflésungsschlissels. Zusatzlich wird fur jeden Fehler die entsprechende Position
innerhalb des Genorts festgelegt und angezeigt, ob das Signal im Vergleich zum
Auflésungsschlissel positiv oder negativ war. Proben, bei denen sich mehrfach
Unterschiede zwischen ermitteltem Genotypmuster und Auflésungsschlissel zeigten,

wurden kloniert und sequenziert.
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3.3.2. Auswertung von Genfrequenzen, Aminosauremotiv-Frequenzen und

Haplotypfrequenzen der Genvarianten ("FAST")

Bei der Auswertung von Typisierungsergebnissen hoch polymorpher Gene wie z. B. bei
HLA-Genen stellen die Ermittlung von Allelfrequenzen, Aminosauremotiv-Frequenzen und
Haplotypfrequenzen die ersten Analyseschritte dar. Je nach Fragestellung werden die
Frequenzen von Gruppen mit unterschiedlichen Phanotypen verglichen oder populations-
genetische Vergleiche durchgefuhrt. Wahrend die einfache Auszahlung der Allele aus den
Genotypen jedes Individuums aufwendig, aber prinzipiell unproblematisch ist, gestaltet sich
die Auszahlung von Aminosauremotiv-Gruppen fur jeden zu untersuchenden Phanotyp als
aulerst aufwendig. Bei dieser Analyse werden die Allele in Gruppen zusammengefal3t, die
die gleiche Sequenz einer bestimmten variablen Region aufweisen und die Frequenzen
dieser Gruppen ermittelt (z. B. alle Allele mit einem Methionin an Position 11 des HLA-
DPA1-Exons 2 werden als Gruppe "Met-11" [DPA1*02021, DPA1*02022, DPA1*0301] und
alle Allele mit einem Alanin an Position 11 werden als Gruppe "Ala-11" [DPA1*0103,
DPA1*0104, DPA1*0105, DPA1*02011, DPA1*02012, DPA1*0203, DPA1*0401]
zusammengefalt). Die Gruppen haben also ein bestimmtes Codon an einer Position des
Genlocus gemeinsam. Bei HLA-Molekilen kann die durch dieses Codon kodierte
Aminosaure das Bindungsverhalten mit dem antigenen Peptid beeinfluRen und sollte daher
entsprechend analysiert werden. Je nach HLA-Locus kommen bis zu 18 verschiedene
variable Positionen mit mehreren Aminosaure-Motivgruppen vor. Zusatzlich sollten bei
Assoziationsberechungen Motivgruppen und Allele fur verschieden Phanotypen untersucht
werden, wobei jeder einzelne Phanotyp eine eigene Auszahlung erfordert. In dem

Programm konnen jeweils zwei Phanotypen miteinander verglichen werden.

Mit Hilfe des Programms "FAST" wird sowohl die automatische Zahlung der Allele und
Motivgruppen als auch die Weiterverarbeitung der Frequenzen fur populationsgenetische
und assoziationsanalytische Untersuchungen durchgefuhrt. Fur die Berechnungen sind drei
Dateien notwendig: 1. Das Hauptprogramm, das auf einem Tabellenblatt auch die

Grundparameter fur die Algorithmen speichert und den Dialog fur den Benutzer zur
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Verfugung stellt ("FASTAnalyse"); 2. Eine Aufschlisselungsdatei, die fur jedes Allel der
untersuchten Locus die Liste der Motivgruppen enthalt ("FASTKey"); 3. Das Datenblatt, das
in tabellarischer Form die ermittelten Allele fur jeden Locus und die phanotypischen

Einteilungen jedes Probanden enthalt ("Datenblatt").

Das Programm liest in einem ersten Schritt die wahlbaren Parameter, die Patientendaten,
und den Auflésungsschlissel in den Speicher. In diesem Schritt werden unklare und falsche
Eingaben, wie z. B. unbekannte Allele, Uberprift. In einem nachsten Schritt werden fir
jeden Probanden und Locus die beiden Allele gelesen und jede variable Region einer
Aminosauremotiv-Gruppe zugeordnet. Bei einer Assoziationsuntersuchung wird dies fur
jeden von zwei Phanotypen getrennt vorgenommen. Dann wird flr beide Phanotypen die
Anzahl der Allele und Aminosauremotiv-Gruppe pro Probanden (n) und pro Chromosomen

(2n) berechnet.

Die so ermittelten Daten werden flr die weiteren Berechnungen verwendet. Es stehen
4 Analysemodi zur Verfugung: 1. einfache Berechung von genotypischen und phano-
typischen Allelfrequenzen fiir einen Locus und einen Phanotyp; 2. Berechung von
genotypischen und phanotypischen Allelfrequenzen fur einen Locus und zwei Phanotypen
mit Analyse der xz-Werte und bei heterogener Verteilung der Phanotypen (P < 0,05) unter
Angabe der odds ratio (OR) und des P-Wertes; 3. Berechung von genotypischen und
phanotypischen Allelfrequenzen flr zwei Loci und einem Phanotyp und Angabe von
populationsgenetischen Parametern wie Haplotypfrequenz und Deltawerten; 4. Berechung
von genotypischen und phanotypischen Allelfrequenzen fir zwei Loci und zwei Phanotypen
mit Vergleich von Haplotypfrequenzen und Analyse des xz-Wertes und bei signifikanter
Ungleichverteilung der Haplotypen unter Angabe des Signifikanzwertes. Die Ergebnisse

werden in tabellarischer Form ausgegeben und gespeichert.
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4. Einordnung der Ergebnisse in die gegenwartige Malaria-

forschung

Die Ergebnisse der Untersuchungen uber asymptomatisch mit P. falciparum infizierten
Kindern aus Nigeria und Kindern mit milder und schwerer Malaria aus Gabun unterstitzen
die Hypothese, dal® genetische Faktoren des Wirtes den Verlauf einer Infektion mit Malaria-
parasiten beeinfluBen. Varianten von Genen, die in angeborene und erworbene Immunitat
involviert sind, waren in diesen Studien mit bestimmten Manifestationen der Infektion und

der Reinfektionsrate nach einer klinischen Malariaepisode assoziiert.

In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse aus den Studien in Nigeria und Gabun
kurz zusammengefaldt und in den Kontext der aktuellen Kenntnisse eingeordnet. Auf die
ausfuhrlichen Resultate und Diskussionen in den einzelnen Originalarbeiten (Anhang 0)

wird in den jeweiligen Kapiteln verwiesen.

4.1. Epidemiologische und malariologische Daten der Studiengruppe

aus Nigeria

In der in Nigeria durchgefihrten Studie konnte gezeigt werden, dal® die Rate an submikro-
skopischen und gemischten Infektionen mit Plasmodien bei Personen ohne manifeste
Malaria in dem untersuchten Gebiet sehr hoch ist [May et al. 1999a]. 20% der Probanden
hatten eine Parasitamie, die bei normaler mikroskopischer Untersuchung nicht erkennbar
war, aber mittels PCR detektiert werden konnte. Das Vorkommen der P.-falciparum-
Infektion stieg mit dem Alter an und erreichte bei Kindern ab 12 Jahren nahezu 100%. Die
Pravalenz der beiden anderen in dieser Region vorkommenden Parasitenspezies,
P. malariae und P. ovale, stieg ab dem funften Lebensjahr steil an, so dal® nahezu alle
Kinder mit 12 Jahren mindestens mit einer der Parasitenspezies infiziert waren. Erwar-
tungsgemaR war die Infektionsrate bei Kindern héher als bei Erwachsenen. Uberraschen-
derweise war in dieser Studie kein Unterschied in der Pravalenz von P. falciparum zwischen

Kindern aus der urbanen und der landlichen Region zu erkennen, wobei letztere haufiger
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Mischinfektionen mit mehreren unterschiedlichen Parasitenspezies hatten. Probanden mit
Mischinfektionen mit P. falciparum und P. malariae hatten haufiger eine vergro3erte Milz als
solche mit Einzelinfektionen. Das Vorkommen von Dreifachinfektionen war grof3er als nach
der Pravalenz der einzelnen Spezies statistisch zu erwarten gewesen ware [May et al.

1999a].

In einer alteren Studie aus Nigeria wurde ebenfalls eine Haufung von Mischinfektionen
(P. falciparum und P. malariae), hier unter Erwachsenen, gefunden [Bruce-Chwatt 1963a,
Bruce-Chwatt 1963b]. Im Gegensatz dazu wurden in anderen Untersuchungen multiple
Infektionen seltener gesehen als statistisch zu erwarten [Cohen 1973, Maitland et al. 1996].
Bei Cohen wurde bei jungeren Kindern eine niedrigere Pravalenz von Mischinfektionen und
eine Korrelation mit einer MilzvergroRerung beobachtet. Fir das seltenere Vorkommen von
Mischinfektionen wurde ein immunabhangiger Mechanismus vermutet. Allerdings berichtete
Cohen auch von mehreren Studien, in denen multiple Infektionen haufiger als zufallig
vorkamen. Auch in Longitudinalstudien gibt es widersprichliche Berichte Uber Haufung und
Verminderung von Mehrfachinfektionen [Richie 1988]. Die Tatsache, dal’3 MilzgroRe und
Anti-Schizonten-Antikdrpertiter mit der Parasitendichte auch bei den hier untersuchten
niedrigen Parasitamien korrelierte, legt die Vermutung nahe, dal} bei vielen Kindern

langdauernde submikroskopische Infektionen vorkommen.

Die Bedeutung von asymptomatischen Infektionen flir den Patienten wird seit langem
diskutiert [Greenwood 1987]. Bei 228 klinisch gesunden Schulkindern aus Abanla zeigte
sich, dal® ein groRer Teil nach den von der Weltgesundheitsorganisation (WHO)
formulierten Kriterien als anamisch einzustufen war [May et al. 2000a]. Bestimmungen der
G6PD- und Pyruvatkinase-Aktivitat deuteten darauf hin, dal® bei vielen der Kinder die
hamatologischen Parameter chronisch verschlechtert waren und mit einem erhohten
Erythrozytenumsatz einher gingen [May et al. 2000b]. Die Erhohung der Serumspiegel des
Transferrinrezeptors bei Kindern mit asymptomatischer oder milder P.-falciparum-Infektion
spricht gegen eine Knochenmarkssuppression als Ursache der chronischen subklinischen

Anamie [Mockenhaupt et al. 1999]. Das Auftreten einer Anamie war vor allem abhangig
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vom Vorkommen einer P.-falciparum-Parasitamie - auch in einer sehr geringen Hohe -, dem
Vorkommen einer Infektion mit verschieden Parasitenspezies, der Komplexitat der
P.-falciparum-Infektion (Infektion mit unterschiedlichen P. falciparum-Stammen) und dem
Auftreten einer Splenomegalie. Diese kann, wie eine andere Untersuchung mit der selben
Studiengruppe gezeigt hat, wiederum durch eine Mehrfachinfektion begunstigt werden [May
et al. 1999a]. Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dal3 die Bedeutung von sehr niedrigen
Parasitamien auch mit anderen Parasitenspezies als P. falciparum fur die Entwicklung einer

chronischen Anamie groler ist als bislang vermutet wurde.

Weiterhin zeigte sich, dal} in Nigeria die Einnahme von Chloroquin bei Kindern auch ohne
manifeste Malariasymptomatik sehr verbreitet ist. Die Pravalenz an Kindern mit subkura-
tiven Chloroquinspiegeln bei einer hohen Rate von Chloroquin-resistenten P.-falciparum-
Stammen ist sehr hoch [Mockenhaupt et al. 2000]. Dieser Umstand leistet der Verbreitung

von Resistenzen weiteren Vorschub.

4.2. Epidemiologische und malariologische Daten der Studiengruppe

aus Gabun

Im longitudinalen Vergleich wurde gezeigt, dal} in der Gruppe mit schwerer Malaria im Ver-
gleich zur der Gruppe mit milder Malaria haufiger und rascher Reinfektionen auftreten [Lell
et al. 1999] und sich beide Gruppen in ihrem Zytokinmuster unterscheiden [Luty et al.
1999]. Soziodkonomische Faktoren spielten keine nachweisbare Rolle fur die Unterschiede
bezuglich des Auftretens einer Anamie, Hyperparasitamie oder Reinfektionsrate [Luckner et
al. 1998]. Ebenso gab es keinen Anhalt fur eine unterschiedliche Stichfrequenz bei Kindern
mit milder oder schwerer Malaria [el Sylla, unveréffentlicht]. Diese Beobachtungen unter-
stltzen die Hypothese, dal® die beiden Gruppen sich in ihrer, wahrscheinlich genetisch

determinierten, Empfanglichkeit fur schwere Malaria unterscheiden.

Weitere detaillierte Daten im Zusammenhang mit der Studiengruppe aus Gabun sind aus

folgenden Publikationen zu entnehmen: [Wildling et al. 1995, Schmidt-Oftt et al. 1997, Kun
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et al. 1998, Kun et al. 1998, Luty et al. 1998, Kun et al. 1999, Lell et al. 1999, May et al.
1999b].

4.3. HLA-Polymorphismus und Malaria

Die Prasentation von antigenen Peptiden ist HLA-restringiert. Der Polymorphismus der
HLA-Molekule erlaubt einer Population, eine grol3e Zahl verschiedener Antigene zu pra-
sentieren. Die individuelle HLA-Ausstattung definiert wiederum, welche Antigene bei einem
einzelnen Menschen prasentiert werden und zu welchen TCR-Interaktionen es kommen
kann. Dieser Zusammenhang ist Grundlage fur die Hypothese, dal} in einer Population
naturliche Selektion in Richtung eines ausgepragten HLA-Polymorphismus wirkt.
Tatsachlich hat eine eigene Studie gezeigt, dal3 die Anzahl der HLA-Varianten und -
Haplotypen in Gabun weitaus grofer ist als bei Europaern [Schnittger et al. 1997]. Die HLA-
Variabilitdt schien vor allem durch die hohe Zahl der haplotypischen Kombinationen der
Loci DRB1, DQA1 und DQB1 hervorgerufen zu sein. Ein Vergleich von Populationen aus
Nigeria, Gabun und Liberia zeigte, dal® es auch in geographisch relativ nah
zusammenliegenden Regionen grof3e Unterschiede in der Verteilung von HLA-Varianten
gibt [May et al. 1998a]. Trotz dieser Unterschiede wurden Kopplungsungleichgewichte
bestimmter Allelkombinationen in allen drei Populationen gefunden. Diese Beobachtung
spricht dafur, da® Haplotypen - eher als bestimmte Allele - einem selektiven Druck

ausgesetzt sind.

Im Zusammenhang mit einer genetisch bedingten Resistenz gegenuber Malaria tropica
wurde fruher gezeigt, dal das HLA-Klasse-I-Molekul HLA-B*53 mit einem Schutz vor
schwerer Anamie und der zerebralen Verlaufsform der Malaria assoziiert ist [Hill et al.
1991]. Die protektive Wirkung entsprach etwa der Grof3enordnung der Schutzwirkung des
Sichelzellgens HbS. Die Autoren vermuteten, dal3 die Protektion von HLA-B*53-positiven
Individuen durch eine zytotoxische T-Zellreaktion gegen infizierte Hepatozyten vermittelt

werden mufte. Allerdings sollte ein Organismus von der GréfRe von P. falciparum Tausende
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potentieller T-Zellepitope haben, die eine Vielzahl von HLA-Restriktionsmustern haben
kénnen. Daher wurde gefolgert, dal} die meisten Antworten gegen diese Antigene von
geringem protektiven Wert sind, bzw. dal} die Anzahl protektionsvermitteInder Epitope sehr
gering ist. Dies ware auch im Zusammenhang mit der Entwicklung einer Vakzine von
Bedeutung. Die Autoren postulierten, dal} der aufl3erordentlich grol’e Genpolymorphismus
des HLA-Komplexes als Folge des Selektionsdruckes durch Infektionskrankheiten

entstanden ist.

Spater durchgeflhrte vergleichbare HLA-Assoziationsstudien in Ostafrika konnten die in
Westafrika erhobenen Befunde nicht bestatigen [Riley et al. 1992, Dieye et al. 1997]. In
einer folgenden, auf den ursprunglichen HLA-Befunden basierenden Studie wurde jedoch
gezeigt, dal® konservierte Regionen des Leberstadium-spezifischen Antigens LSA-1, das
von HLA-B*53 prasentiert werden kann, von zytotoxischen T-Zellen der gegen die schwere
Verlaufsform geschutzten Individuen erkannt wird [Hill et al. 1992]. Allerdings war die CTL-
Stimulation durch dieses Peptid nicht bei allen untersuchten HLAB*53-positiven Personen
mdglich. Weitere Arbeiten haben T-Zellepitope definiert, die eine protektive zytotoxische
T-Zellantwort auslosen [Aidoo et al. 1995, Lalvani et al. 1996, Udhayakumar et al. 1997,
Lalvani & Hill 1998]. Es gibt weiterhin Hinweise darauf, dal® Sporozoitenantigene im
Rahmen der HLA-Klasse-I-Prasentation prozessiert werden und damit einen alternativen

Weg fur das Priming von CD8-positiven T-Zellen darstellen konnen [Plebanski & Hill 2000].

In der oben erwahnten Studie von Hill et al. wurde auch der Klasse-ll-Haplotyp HLA-
DRB1*1302-DQB1*0501 mit Schutz vor schwerer Anamie beschrieben [Hill et al. 1991].
Obwohl in einer weiteren Studie bei einer anderen Population Hinweise auf einen Einfluf}
von HLA-Klasse-lI-Haplotypen fur die individuelle Manifestation der Malaria gefunden

wurde, konnten die Befunde von Hill et al. hier nicht bestatigt werden [Bennett et al. 1993].

In der Studiengruppe aus Gabun wurde fur das Allel DQB1*0501 eine Assoziation mit einer
Protektion vor Anamie bei milder und schwerer Malaria sowie vor weiteren Reinfektionen
nachgewiesen [May et al. 2001]. Sowohl bei den Kindern mit milder Malaria als auch bei

den Kindern mit schwerer Malaria lag der niedrigste Hamatokrit aller Reinfektionen bei
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DQB1*0501-Tragern signifikant hoher als bei DQB1*0501-negativen Individuen. In beiden
Gruppen lag der Hamatokrit bei homozygoten im Vergleich zu heterozygoten DQB1*0501-
Tragern hoher. Bei der Kaplan-Meier-Analyse des Profils aller Reinfektionen im Zeitraum
von uber 4 Jahren nach Beginn der Studie zeigte sich in der Gruppe mit schwerer Malaria
bei DQB1*0501-positiven Kindern eine signifikante Verlangerung der Intervalle bis zur
nachsten Reinfektion. In der Gruppe mit initial milder Malaria war der selbe, wenn auch
nicht signifikante, Trend zu erkennen. Entsprechend diesen Ergebnissen hatten in der
Gruppe mit schwerer Malaria DQB1*0501-Trager haufiger unter einer Infektion pro Jahr als
DQB1*0501-Negative. Ein indirekter Parameter fur die InfekOtionsstarke vor dem Zeitpunkt
der Untersuchung ist der Anteil der mit Malariapigment beladenen Monozyten im Blut
[Metzger et al. 1995]. DQB1*0501-Trager hatten signifikant haufiger einen Anteil

pigmentierter Monozyten im oberen Bereich (> 75te Perzentile) als Nicht-Trager.

Um zu untersuchen, inwieweit das Allel DQB1*0501 einen EinfluR auf die Immunantwort
gegen erythrozytare oder praerythrozytare Antigene hat, wurden PBMC der Patienten mit
Peptiden verschiedener Entwicklungsstadien stimuliert und der Plasmaspiegel von IFN-y
gemessen. Die Ergebnisse zeigten, dal DQB1*0501-Trager signifikant haufiger eine starke
IFN-y-Antwort gegen LSA-1-Antigene generierten als DQB1*0501-Negative; dies war bei
der Stimulation mit MSA-1-Antigenen nicht der Fall. Diese In-vitro-Ergebnisse deuteten
darauf hin, dal} ein mdglicher Mechanismus der beobachteten Assoziation eine verstarkte

IFN-y-Antwort bei Tragern von DQB1*0501 sein konnte [May et al. 2001].

In der Studie aus Gabun wurden die HLA-Klasse-lI-Allelgruppe DRB1*04 und das Allel
DPB1*1701 haufiger bei Patienten mit schwerer als bei solchen mit milder Malaria nachge-
wiesen [May et al. 1999b]. Zusatzlich wurden Assoziationen bestimmter HLA-Klasse-II-
Allele mit einzelnen Varianten des P.-falciparum-Oberflachenproteins MSA gefunden [May
et al. 1999b]. MSA-1 und MSA-2 werden von P. falciparum wahrend des Merozoitenstadi-
ums und auf der Oberflache von infizierten Erythrozyten exprimiert. Die MSA-Gene sind
polymorph und werden in Familien eingeteilt. Entsprechend der Homologie im zweiten von

17 vorhandenen Blocken kommen bei MSA-1 die Familien MAD20, K1 und RO33 vor
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[Tanabe et al. 1987]. Das MSA-2-Gen ist in zwei hochkonservierte flankierende und eine
variable zentrale Region organisiert, dessen repetitive Sequenzen die Familien FC27 und
2D7 definieren [Smythe et al. 1990]. Mehrere Assoziationen bestimmter MSA-Familien mit
dem Malariaverlauf wurden bisher beschrieben [Kimura et al. 1990, Scherf et al. 1991, Kun
et al. 1998]. In fruheren eigenen Arbeiten wurden Assoziationen zwischen dem Vorkommen
der Aminosaure Methionin an Position 11 (Met-11) des DPA1-Gens (Exon 2) und dem
Verlauf einer Infektion mit O. volvulus [Meyer et al. 1996] und S. haematobium [May et al.
1998b] beschrieben. In Gabun waren Met-11-positive Kinder mit milder und solche mit
schwerer Malaria seltener mit RO33-positiven P.-falciparum-Klonen infiziert als Met-11-
negative Kinder. Umgekehrt waren K1-positive Klone mit dem Vorkommen von Met-11
assoziiert. Die Ergebnisse betonen zum Teil auf die besondere Rolle von HLA-DP-Allelen,
deren Bedeutung fur die Immunantwort noch relativ unvollstandig definiert ist [Meyer et al.
1997]. Weitere Assoziationen zwischen HLA-Klasse-ll-Allelen und MSA-Familien deuten
darauf hin, da® MHC-Klasse-II-Allele in die Selektion von parasitaren Antigenen, wie MSA,

involviert sind [May et al. 1999Db].

In beiden MSA-Genen kommen Langenpolymorphismen vor, so dal} mit molekulargene-
tischen Methoden eine Infektion mit mehreren genetisch unterschiedlichen P.-falciparum-
Stammen nachgewiesen werden kann. Dies ermdglicht eine Abschatzung der Komplexitat
der Infektion bezuglich der Anzahl der P.-falciparum-Stamme. P.-falciparum-Infektionen mit
mehreren Parasitenstdmmen waren in Gabun mit dem Vorkommen bestimmter HLA-

Klasse-Il-Allele assoziiert [May et al. 1999b].

Bisher wurden nur wenige Assoziationen von HLA-Klasse-II-Allelen mit Manifestationen der
P.-falciparum-Infektion oder bestimmten Immunantworten bei Malaria beschrieben. In einer
Untersuchung war eine starke Antikorperantwort gegen das Epitop EENV des
P.-falciparum-Antigens Pf155/ RESA mit DQw2 assoziiert [Riley et al. 1992]. Andere
Autoren konnten diese Assoziation der Antikdrperantwort mit der genannten DQ-Spezifitat
jedoch nicht bestatigen. Eine weitere Studie beschreibt eine Assoziation der humoralen

Immunantwort gegen das synthetische Peptid SPf66 mit HLA-Klasse-lI-Faktoren [Beck et
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al. 1995]. In dieser Studie korrelierte DRB1*11 und DQB1*0301 positiv und DRB1*15
negativ mit der Antikdrperantwort gegen SPf66. Gleichfalls sind HLA-A2- und -B8-
restringierte zytotoxische T-Zellantworten gegen das Sporozoiten-Oberflachenprotein 2 von

P. falciparum (Pf SSP2) beschrieben worden.

Die in den eigenen Untersuchungen beobachteten Assoziationen von HLA-Klasse-lI-
Varianten mit Manifestationen der Malaria und der Reinfektionsrate Uber einen
mehrjahrigen Zeitraum lassen auf eine Beteiligung von Antigen-prasentierenden Zellen und
CD4-positiven T-Zellen bei der Entwicklung einer Immunitat gegen Malaria schlie3en. Die
HLA-Klasse-ll-restringierte Antigenprasentation durch APC ist der erste Schritt einer
Aktivierung von CD4-positiven T-Zellen und damit der Induktion einer Antikérperantwort. Die
Bedeutung von Antikérpern bei der Abwehr von Blutstadien ist in mehreren Studien gezeigt
worden [Playfair 1982, Bouharoun-Tayoun et al. 1990]. Die gefundenen Assoziationen
zwischen HLA-Klasse Il und Infektionsparametern lassen daher zunachst auf eine Kontrolle
von erythrozytaren Stadien durch Antikdrper-induzierte Immunantworten schlieBen. Da
Erythrozyten selbst keine HLA-Klasse-lI-Molekile exprimieren, mul® der Ansatzpunkt dieses
Mechanismus im praerythrozytaren Stadium liegen oder aber im Zusammenhang mit der
Phagozytose von Merozoiten oder Erythrozytenbestandteilen infizierter Zellen durch
Makrophagen stehen. Es ist unklar, ob durch die Prasentation von Parasitenantigenen aus
erythrozytaren Stadien ein Priming von Immunzellen hervorgerufen werden kann, das
letztlich zu einer Reduktion der Parasitamie und Verminderung der Komplikationsrate oder

dem Aufbau einer protektiven Immunitat fihren kann.

Da Erythrozyten keine HLA-Klasse-Molekile exprimieren, kann es zu keiner direkten
Zytotoxizitat gegen infizierte Erythrozyten kommen. Zur Zeit ist nicht bekannt, ob CD8-
positive T-Zellen eine protektive Bedeutung gegenuber Blutstadien haben. In vitro konnen
Parasitenantigen-induzierte T-Zellproliferation und Zytokinsekretion durch CD8-positive
T-Zellen inhibiert werden [Mshana et al. 1990]. In dieser Arbeit wurde mit Anti-HLA-Klasse-
[I-Antikdrpern demonstriert, dal® P.-falciparum-Schizonten spezifische, HLA-DQ-restringierte

CD8-positive T-Zellen CD4-positive T-Zellen supprimieren kdénnen.
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Es ist moglich, dal® durch die HLA-Klasse-ll-restringierte Prasentation die Zerstérung von
infizierten Hepatozyten vermittelt wird. Dies hatte zur Folge, dal3 alle Nachkommen aus
einem Sporozoiten und damit ein gesamter Parasitenklon vernichtet wirde. Dadurch kénnte
in einer frihen Phase die Komplexitat der Infektion, also die Anzahl der unterschiedlichen
Parasitenstamme, mit denen ein Individuum infiziert ist, reduziert werden. In der Folge

wulrde das Risiko gesenkt, mit einem besonders virulenten Stamm infiziert zu sein.

Mogliche Bedeutung von Nicht-HLA-Genen des MHC. Wenn nachgewiesene
Assoziationen von MHC-Markern mit Erkrankungen, bzw. Krankheitsmanifestationen,
interpretiert werden sollen, mul} die haufige Kopplung von Genen innerhalb der MHC-
Region berlcksichtigt werden. Dabei kbnnen auch Gene gekoppelt, die keine HLA-Molekile
kodieren. Bei vielen solcher in der MHC-Klasse-II-Region gelegenen Nicht-HLA-Gene, aber
auch bei Genen innerhalb des Klasse-llI-Kkomplexes, ist bereits eine funktionelle Relevanz
fur das Immunsystem nachgewiesen worden. Auch gekoppelte Pseudogene oder
Promotorsequenzen in diesem Bereich konnten trotz fehlenden Genproduktes von
funktionellem Interesse sein, da sie eine Rolle in der Genregulation spielen kénnen. Bei
vielen MHC- Genen ist die funktionelle Bedeutung unklar und es wird angenommen, dal}
ein Grolteil der Gene in dieser Region bisher noch nicht identifiziert wurde. Daher ist es
moglich, dal® die hier berechneten Assoziationen von Manifestationen der P.-falciparum-
Infektion mit bestimmten Allelen der MHC-Loci auf einer Kopplung mit einem anderen

polymorphen und funktionell relevanten Gen innerhalb des MHC-Komplexes beruht.

Die Gene und Genprodukte der Loci DMA und DMB haben eine MHC-Klasse-ll-verwandte
Sequenz, aber auch groRe Ahnlichkeit zu Strukturen des Klasse-I-Komplexes [Kelly et al.
1991]. Zellmutationsuntersuchungen haben gezeigt, dald DMA und -DMB eine Bedeutung
fur die Bindung der HLA-Klasse-II-Molekule mit dem antigenen Petid und die gemeinsame

Bindung an der Zelloberflache haben [Fling et al. 1994, Morris et al. 1994].

Einige Gene der Region zwischen den DPA1- und DQB1-Loci besitzen Sequenzahnlich-
keiten zu HLA-Genen und haben eine Bedeutung fur die Prozessierung und Antigenpra-

sentation im Zusammenhang mit HLA-Klasse-I-Molekulen. Die Proteasomgene LMP2 und
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LMP7 (low molecular mass proteasome) [Beck et al. 1992] und die Gene der Transporter-
Superfamilie ABC (ATP-binding cassette) TAP1 und TAP2 (transporter associated with
antigen presentation) [ Trowsdale et al. 1990] sind mit MHC-D-Allelen gekoppelt [R@nningen
et al. 1993].

Bei der Verarbeitung antigener Peptide im Zytosol spielt der Proteasomkomplex eine
besondere Rolle. Der katalytische 20S-Kern des Proteasoms besteht aus 28 Unterein-
heiten, die in vier heptamerischen Ringen angeordnet sind [Tanaka et al. 1997]. Die inneren
Ringe des Komplexes bestehen aus Untereinheiten, die nach Stimulation mit INF-y durch
LMP2, LMP7 und MECL-1 (multicatalytic endopeptidase complex-like) ersetzt werden.
Durch diesen Vorgang wird das 20S-Protasom strukturell umorganisiert und gelangt in
einen ,Immunproteasom“ genannten Zustand, in dem die Substratspezifitat verandert und
das Peptidrepertoir erweitert wird [Griffin et al. 1998]. In diesem Zustand wird der Verdau
Ubiquitin-markierter Proteine zu Peptiden katalysiert. Das Proteasom kann potentiell antige-
ne Epitope generieren, aber auch zerstoren [Vinitsky et al. 1997]. Bisher wurden von LMP2
und LMP7 nur jeweils zwei Varianten beschrieben. Uber die Verteilung in afrikanischen
Populationen ist bisher nichts bekannt. LMP2 und LMP7 werden von Genen innerhalb der

MHC-Klasse-II-Region kodiert. Sie liegen dort etwa 200 kD telomer des DQB1-Locus.

Fur die effiziente Antigenprasentation durch HLA-Klasse-I-Moleklle ist die aktive Trans-
lokation der Peptide in das Endoplasmatische Retikulum erforderlich. Dieser Transport ist
beim Menschen mit TAP1 und TAP2, typischen Vertretern der ABC-Familie (ABC, ATP-
binding cassette), assoziiert. Ohne funktionell aktive TAP-Molekule ist der Zusammenbau
und der intrazellulare Transport von HLA-Klasse-I-Molekulen behindert [Hermel et al. 1991,
Esquivel et al. 1992]. Die Selektion der Peptidsequenzen, die durch TAP-Molekule trans-
portiert werden, ist an die Praferenzen der HLA-Klasse-I-Molekule angepasst [Gubler et al.
1998, Uebel & Tampe 1999]; allerdings tragen TAP-Varianten selbst ebenfalls zur
Epitopselektion bei [Daniel et al. 1998].

Ob diese Gene, die zwischen DPA1 und DQB1 liegen, an den beschriebenen Assoziatio-

nen beteiligt sind, ist bisher unklar. Da bei einer erythrozytaren Infektion mit P. falciparum
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eher von einer Prasentation durch HLA-Klasse-lI-Molekllen ausgegangen werden mulf},
sollten bei der Entwicklung einer Immunitat gegen erythrozytare Stadien in erster Linie
Gene involviert sein, die eine Bedeutung fur Regulation und Expression dieser Proteine
haben. Mdgliche Kandidaten waren insbesondere die oligomorphen Loci DMA und DMB,
bei denen vor kurzem eine entscheidende Bedeutung flr die Prozessierung exogener

Peptide aufgezeigt wurde [Ceman et al. 1995].

4.4. Polymorphismen von Nicht-HLA-Genen und Malaria

4.41. Tumornekrosisfaktor-Alpha

In der Studiengruppe aus Gabun wurde bestatigt, dal® der Quotient aus IL-10 und TNFo im
Plasma ein Risikomarker fur zerebrale Malaria und schwere Anamie ist. Bei Kindern mit
schwerer Malaria waren diese beiden Komplikationen mit einem IL-10/TNFo-Quotient < 1
assoziiert [May et al. 2000c]. Umgekehrt hatten Patienten mit einem IL-10/TNFa-Quotient
> 1 haufiger eine Hyperparasitamie. Diese Personen mit einem IL-10/TNFa-Quotient > 1
hatten haufiger die TNFo-Wildtyp-Variante, wahrend solche mit einer Mutation an Position
238 des TNFo-Promotors (TNF'ZSSA) immer einen niedrigeren IL-10 als TNFo-Plasma-
spiegel hatten. Allerdings war weder der TNFo-Plasmaspiegel noch der IL-10-Spiegel direkt
mit den TNFa-Promotorvarianten assoziiert. Da TNFo und IL-10 von den gleichen Zelltypen
- Monozyten/Makrophagen, B-Lymphozyten, T-Lymphozyten - sezerniert werden, ist es
vorstellbar, dalR eine leichte Hochregulierung von TNFo und eine relative
Herunterregulierung von IL-10 zu einem signifikanten Unterschied des IL-10/TNF-
Quotienten fuhren.

Die Ergebnisse in Gabun bestatigten die fruher gemachte Beobachtung, dal® das Allel

TNF 2 immer gemeinsam mit dem Allel TNF370A

vorkommt. Die Bedeutung der Mutation
TNF®"°* auf die Bindung eines Transkriptionsfaktors und die basale Genexpression wurde

in vitro gezeigt [Knight et al. 1999]. In vivo konnte eine Erhéhung des TNFa-Plasmaspiegels
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durch TNFo-Promotorvarianten bisher nicht nachgewiesen werden. Die Ergebnisse aus
Gabun legen nahe, dall TNFoa-Promotorvarianten einen Einflu auf die Balance von
IL-10 und TNFo bei Malariaerkrankten haben und dadurch den Verlauf der schweren

Malaria beeinflussen kdnnen [May et al. 2000c].

In der Studiengruppe aus Nigeria wurde nur die Verteilung der TNFa-Promotorvarianten,
nicht aber die TNFo- und IL-10-Plasmaspiegel untersucht. Es war bei den untersuchten
asymptomatischen Kindern keine Assoziation zwischen TNFo-Promotorvarianten und
Pravalenz oder Hohe der Parasitamien, dem Vorkommen von multiplen Infektionen oder

anderen malariologischen Parametern zu erkennen.

Eine direkte Assoziation zwischen dem homozygoten Auftreten einer TNFo-Promotor-
mutation an Position -308 und dem erhohten Risiko einer schweren Komplikation bei

Malaria wurde in einer groRen Querschnittstudie in Gambia nachgewiesen [McGuire et al.

-238A

1994]. In derselben Studienpopulation wurde spater die TNF -Variante als Risikofaktor

fur eine Anamie bei Malaria beschrieben [McGuire et al. 1999]. In einer neueren Arbeit der

-376A

selben Arbeitsgruppe wurde die Variante TNF als ein zusatzlicher Risikofaktor einer

-238A

zerebralen Malaria und TNF als ein relativer Schutzfaktor fur diese Komplikation

-308A

angesehen [Knight et al. 1999]. In Sri Lanka war die Variante TNF mit schweren

Infektionen assoziiert, unabhangig davon, ob es sich um eine Malaria oder eine andere
Infektion handelte [Wattavidanage et al. 1999]. Interessanterweise war die TNF308A .
Variante in der Gabuner Studiengruppe signifikant mit einer erhdhten Reinfektionsrate und

klrzeren Zeitperioden bis zur jeweils nachsten Reinfektion assoziiert.

4.4.2. Interzellulares Adhasions-Molekiil 1

Die in den Untersuchungen von Fernandez-Reyes [1997] beobachtete hohe Genfrequenz
von ICAM-1“"" in Kenia wurde in der eigenen Untersuchung in Gabun (27,0%) und Nigeria
bestatigt (31,6%) [Kun et al. 1999]. In Kenia wurde beobachtet, dal® Kinder mit der Kilifi-
Variante haufiger eine schwere Malaria hatten als Kinder mit dem ICAM-1-Wildtyp. In dieser

Studie hatten Individuen mit dem homozygoten ICAM-1K"iﬁ-Genotyp ein relatives Risiko von
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2,2 und heterozygote Gentrager ein Risiko von 1,4, an einer schweren Malaria zu erkranken
[Fernandez-Reyes et al. 1997]. Im Gegensatz dazu zeigte der Vergleich in Gabun, dal}
ICAM-1Ki"ﬁ—Tréger einen relativen Schutz vor schwerer Malaria hatten [Kun et al. 1999].
Dieses Ergebnis entspricht der Erwartung der Malariahypothese, nach der Genvarianten
sich in polymorphen Frequenzen in einem Malaria-endemischen Gebiet verbreiten konnten,
wenn sie einen relativen Schutz vor Malaria vermitteln. In einer Studie in Gambia wurde
keine Assoziation der ICAM-1-Variante mit der Schwere der Malaria gefunden [Bellamy et
al. 1998]. Ein verandertes Bindungsverhalten der Variante ICAM-1"" an
Erythrozytenrezeptoren konnte bisher nicht als Erklarungsmodell fir die beobachteten
Assoziationen bewiesen werden.

In der Studiengruppe aus Nigeria wurden bei Tragern von ICAM-1""" keine veranderten
malariologischen Parameter im Vergleich zu homozygoten Tragern des ICAM-1-Wildtyps
nachgewiesen. Entsprechend der Funktion dieses Adhasionsmolekils sprechen die

Ergebnisse daflr, da® die Variante einen Einfluld auf den Verlauf einer manifesten Malaria,

nicht aber auf das Infektionsrisiko hat.

4.4.3. Induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase

Im Rahmen der Studien in Gabun wurde kurzlich eine Punktmutation an Position -969 im
Promotor der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase iINOS™™2"" heschrieben. Diese
Mutation war bei heterozygoten Gentragern mit einer Protektion vor schwerer Malaria
assoziiert [Kun et al. 1998]. Um den pathophysiologischen Mechanismus der Protektion zu
untersuchen, wurden epidemiologische, klinische, proteinbiochemische und molekularbio-
logische Studien durchgefuhrt [Kun et al. zur Veroffentlichung eingereicht]. Die Variante
iINOS-2mP2"e" st mit einer Frequenz von etwa 10% am haufigsten in Afrika (Gabun, Nigeria,
Senegal) und mit 2,5 bis 3,6% seltener in Asien (Thailand, Papua Neuguinea) verbreitet. In
Deutschland wurde das Allel bisher nicht nachgewiesen. Diese Befunde deuten auf eine

Selektion der INOS-™2""_variante in Gegenden mit hoher Malariaendemizitat hin.
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Klinisch zeigte sich bei Tragern dieser Variante eine signifikant geringere Rate an sympto-
matischen Reinfektionen als bei Homozygoten mit der Wildtypvariante (P < 0,002). Ex vivo

glambarene_ajje| sieben mal

war die konstitutive NOS-Enzymaktivitat von Zellen mit dem iNO
hoher als von Zellen, die homozygot fur die Wildtypvariante waren (P < 0,003). In DNA-
Protein-Bindungsassays (EMSA, electrophoretic mobility shift assay) wurde gezeigt, dal® die
Bindung von Kernproteinen bei der Mutante im Vergleich zum Wildtyp verbessert ist [Kun et
al. zur Veroffentlichung eingereicht]. Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dal®
durch die Mutation bei der INOS"™**"*_variante Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren
verandert werden und in der Folge die Aktivitat des Enzyms erhdht wird. Eine hierdurch
gesteigerte Produktion von NOS verbessert wahrscheinlich die Kontrolle einer Parasitamie
mit P. falciparum und konnte eine Protektion vor schwerer Malaria bei Tragern der Mutante
vermitteln. Durch diesen Selektionvorteil kdnnte sich die Mutante in Gegenden mit
Malariapravalenz durchgesetzt haben.

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen wurden in einer Studie aus Tansania keine Assozia-

SHmPeré variante und einem Schutz vor schwerer Malaria

tion zwischen der iNO
beobachtet [Levesque et al. 1999]. Dieser Unterschied |aRt sich dadurch erklaren, dal} es
sich hier um eine Querschnittstudie handelte und andere Parameter untersucht wurden. In
einer neueren Studie wurde eine Assoziation von stromabwarts der iINOS"™"2""_Mutation
gelegenen  Pentanukleotid-Repeats des iINOS-Promotors mit einer erhohten
Empfanglichkeit fur zerebrale Malaria beschrieben [Burgner et al. 1998]. In der Gabuner

Studiengruppe konnte ein solcher Zusammenhang nicht beobachtet werden.

Der in der Studiengruppe in Gabun gefundene Beziehung zwischen einem erhdhten NO-
Spiegel bei Kindern mit der iNOS“™“".variante und einer Protektion vor schwerer
Malaria kénnte hypothetisch durch verschiedene Mechanismen erklart werden. Zum einen

ghambaréné_ajjels die Invasion von Leberzellen durch Sporozoiten

konnte bei Tragern der iNO
nach IFN-y-Induktion zu einer verstarkten Stimulation der iINOS mit einer schnelleren und
wirkungsvolleren Abwehr der Parasiten fihren. Zum anderen kdnnte durch eine bessere

Induzierbarkeit der INOS"™2""_variante die Reduktion von infizierten Erythrozyten durch
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eine Antikdrper-abhangige zellulare Inhibition beschleunigt werden. Der ADCI-
Mechanismus fuhrt nach Opsonierung von Merozoiten zur Sekretion von toxischen
Produkten durch aktivierte Monozyten. Die lokale Sekretion von NO nach Ingestion von

Merozoiten kdnnte zytoadharente infizierte Erythrozyten effizient reduzieren.

4.5. Polymorphismen von Erythrozytenvarianten und Malaria

Faktoren der angeborenen Immunitat - vor allem Varianten von Erythrozytenantigenen wie
das Sichelzellmerkmal, o-Thalassamie, G6PD-Mangel und Blutgruppenantigenen - haben
einen Effekt auf den erythrozytaren Zyklus des Parasiten. Sie kdnnen in unterschiedlichem
Male die Hohe der Parasitamie beeinfluBen. Wird die Entwicklung einer Hyperparasitamie
verzogert, so bleibt dem Immunsystem mehr Zeit, eine adaquate Antwort aufzubauen.
Allerdings wachsen Parasiten in der Anfangsphase der Infektion oft so stark, dal} eine
Wachstumshemmung durch Erythrozytenvarianten nur relativ geringe Auswirkungen auf die

Hohe der Parasitamie hat.

4.5.1. Sichelzellanamie

Der relative Schutz von heterozygoten Tragern des Sichelzellgens (HbAS) gegenuber der
Entwicklung einer schweren Malaria wurde in vielen Studien epidemiologisch nachgewiesen
[Pasvol & Weatherall 1980, Harrison 1982, Nagel 1990]. Auch bei der Gabuner Studien-
gruppe zeigte sich beim Vergleich der Kinder mit milder und schwerer Malaria ein protek-
tiver Effekt bei Tragern des Sichelzellmerkmals (OR 2,3, P < 0,4) [Lell et al. 1999]. Im longi-
tudinalen Vergleich zeigte sich eine signifikante Verringerung der Parasitamiehohe und des
Hamatokrit bei HbAS-Tragern im Vergleich zu Kindern mit normalen o-Globin; dagegen war

kein Unterschied in der Inzidenzrate feststellbar.

Im Gegensatz zu den Uberzeugenden Ergebnissen zum protektiven Einflu® des Sichelzell-
merkmals auf das Risiko einer schweren Malaria lagen bisher nur wenige Untersuchungen

zur Assoziation dieser Erythrozytopathie mit asymptomatischer Parasitamie oder mit der
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Pravalenz der Parasitamie in hochendemischen Gebieten vor. Bei den klinisch gesunden,
asymptomatischen Kindern der Nigerianischen Studiengruppe wurde kein EinfluR des
Sichelzellstatus auf die Haufigkeit einer Parasitdmie oder dem Vorkommen von sub-
patenten Infektionen gefunden. Ebenfalls wurde keine Assoziation zur Komplexitat der
P.-falciparum-Infektion oder zur Anzahl der Parasitenspezies bei Infizierten festgestellt.
Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu den Ergebnissen einer Studie aus Gabun, in der
bei Kindern mit Sichelzellgen eine erhdhte Pravalenz multipler Infektionen gefunden wurde
[Ntoumi et al. 1997]. In einer Studiengruppe aus Ghana wurde bei einer Querschnittsunter-
suchung an asymptomatischen Probanden unterschiedlicher Altersgruppen keine Assozia-
tion des Sichelzellmerkmals mit Infektionspravalenz, Hohe der Parasitamie, Milzrate oder

Milzgrolie festgestellt [Burchard et al. im Druck].

Die Ergebnisse bestatigen, dall Trager der Sichelzellmutation keinen Schutz vor einer
Infektion mit P. falciparum oder einer der anderen Parasitenspezies haben. Allerdings
haben Infizierte einen relativen Schutz vor einer hoheren Parasitdmie und dem Auftreten

schwerer Komplikationen.

4.5.2. o-Thalassamie

In Gabun zeigte sich kein ausgepragter protektiver Effekt der a-Thalassamie gegenuber
schwerer Malaria. In der Gruppe mit milder und schwerer Malaria gab es ahnlich viele
Kinder mit normalem o-Globin, mit heterozygoter a-Thalassamie und mit homozygoter
o-Thalassamie [Lell et al. 1999]. Dies steht im Widerspruch zu friheren Ergebnissen aus
Melanesien, wo ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Malaria und der
o-Thalassamie festgestellt wurde [Flint et al. 1986]. Spater wurde gezeigt, dal3 Kinder aus
dieser Region mit homozygoter o-Thalassamie relativ vor Malaria, aber auch vor anderen

Infektionserkrankungen, geschutzt waren [Allen et al. 1997].

In Gabun war der Hamatokritwert erwartungsgemal} bei Personen mit homozygoter Thalas-
samie am niedrigsten und am hochsten bei Probanden mit normalen o-Globin [Lell et al.

1999]. Im longitudinalen Vergleich zeigten sich weder in der Gruppe mit schwerer noch in

-64 -



der mit milder Malaria signifikante Unterschiede in der Inzidenzrate oder dem Ausmal} der
Parasitamie. Im Gegensatz dazu wurde bei einer Studie in Melanesien eine zweifach er-
hohte Inzidenz mit P. falciparum oder P. vivax bei Kindern mit homozygoter a-Thalassamie

festgestellt [Williams et al. 1996].

Bei der Studiengruppe aus Nigeria war der o-Thalassamiestatus der Probanden nicht mit
der Pravalenz einer P.-falciparum-Infektion oder der Hohe der Parasitamie assoziiert
[Mockenhaupt et al. 1999]. Erwartungsgemal hatten Kinder mit o-Thalassamie geringere
Hamoglobinwerte, ein kleineres MCV und ein geringeres MCH als Kinder ohne
o-Thalassamie. Die weitere Analyse der Daten zeigte, dal® bei infizierten und nicht-
infizierten Kinder mit homozygoter o-Thalassamie der Hamoglobinspiegel ahnlich war,
wahrend er bei Kindern mit heterozygoter o-Thalassamie oder solchen ohne o-Thalassamie
abhangig vom Infektionsstatus war [Mockenhaupt et al. 1999]. Dabei war eine mit o-
Thalassamie einhergehende Mikrozytose korreliert mit einem Schutz vor einem durch eine
P.-falciparum-assoziierten Hamoglobinabfall. Diese Beobachtungen konnten durch einen
reduzierten Effekt von Chloroquin gegen P. falciparum bei o-thalassamischen Kindern

erklarbar sein [Mockenhaupt et al. im Druck].

4.5.3. Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Mangel

In der Gabuner Studiengruppe war die Verteilung der G6PD-Genotypen bei Kindern mit
schwerer und leichter Malaria nahezu identisch [Lell et al. 1999]. Bei dem Vergleich der
longitudinal erhobenen Daten war weder die Inzidenzrate noch die Parasitamiehdhe oder
der Hamatokrit mit dem G6PD-Genotyp assoziiert. Frihere Arbeiten Uber die protektive
Rolle des G6PD-Mangels fuhrten zu widerspruchlichen Ergebnissen [Gilles et al. 1967,
Bienzle et al. 1972, Martin et al. 1979]. Eine grolRe Querschnittstudie bei Kindern aus
Gambia zeigte einen protektiven Effekt der Mangelvariante G6PD A" gegenlber schwerer
Malaria [Ruwende et al. 1995]; dieser Effekt wurde in der Gabuner Langsschnittstudie nicht

bestatigt.
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In Nigeria zeigte sich keine Assoziation zwischen G6PD-Genotypen und der Pravalenz der
Plasmodieninfektion, der Hohe der Parasitamie oder der Komplexitat der Infektion bezuglich
der Anzahl der Plasmodiumspezies oder der detektierbaren P.-falciparum-Klone [May et al.
2000b]. In der Studie konnte gezeigt werden, dal® hemi- und homozygote Kinder mit G6PD
A-Mangel eine signifikant erniedrigte Erythrozytenzahl hatten. Die Pyruvatkinase-Aktivitat
als Indikator flr ein niedriges Erythrozytenalter war bei Kindern mit G6PD-Mangel ebenfalls
erniedrigt. Aufgrund dieser Ergebnisse kann vermutet werden, dal® auch der relativ
geringgradige afrikanische G6PD-Mangel zu einer subklinischen Hamolyse und dadurch zu
einer jungeren Erythrozytenpopulation flhrt. Als praktische Konsequenz hat dies zur Folge,
dall die Diagnose eines heterozygoten G6PD-Mangels (G6PD B/A) mit biochemischen
Methoden haufig zu falsch negativen Ergebnissen fuhrt [May et al. 2000b]. Wenn maglich,
sollte bei derartigen Fragestellungen eine Typisierung der G6PD-Varianten auf DNA-Ebene
erfolgen. Im Verlauf dieser Studien wurde die bisher unbekannte Variante G6PD™!
beschrieben, die die Erstellung eines partiellen Stammbaums afrikanischer G6PD-Varianten
ermdglicht. In einer anderen Studie an klinisch gesunden Personen aus Ghana wurde,
ahnlich den Ergebnissen in Nigeria ebenfalls kein Zusammenhang zwischen G6PD-Mangel
und Plasmodienpravalenz, Parasitamie oder epidemiologischen Milzrate gefunden

[Burchard et al. im Druck].

Andere klinische Studien haben zu unterschiedlichen Ergebnissen geflhrt. Eine frihe
Studie von 700 Kindern in Nigeria zeigte eine partielle Protektion vor Malaria bei Mannern
mit G6PD A und vor allem bei Frauen mit dem GdB/GdA--Genotyp. Patienten mit den
Genotypen GdA und GdA- hatten insgesamt weniger Parasiten als GdB-Trager. Kein
Schutz wurde fur defiziente Hemizygote und Homozygote nachgewiesen [Bienzle et al.
1972]. Einen Schutz von G6PD-Defizienten gegenuber einer letalen Malaria fanden weitere
Arbeitsgruppen, die allerdings eine Differenzierung von heterozygoten und defizienten
Frauen nicht vornahmen [Gilles et al. 1967]. Eine neuere Arbeit aus West- und Ostafrika hat
einen geschlechtsunabhangigen partiellen Schutz vor schwerer Malaria fur G6PD A--Trager

ermittelt (46-58% reduziertes Risiko); eine Protektion fir Heterozygote konnte nicht
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bestatigt werden [Ruwende et al. 1995]. Andere Untersuchungen fanden keinen Hinweis
auf eine Protektion vor Malaria bei G6PD-Defizienten [Martin et al. 1979], bzw. keine

Verringerung der Parasitendichte bei Infizierten [Porter et al. 1964].

4.5.4. Blutgruppen

In der Gabuner Studiengruppe waren Patienten mit schwerer Malaria haufiger positiv fur die
Blutgruppe A als die Patienten mit milder Malaria [Lell et al. 1999]. Diese Befunde ent-
sprechen frUheren Ergebnissen aus Zimbabwe [Fischer & Boone 1998]. Ein niedrigerer
Hamoglobinspiegel bei Patienten mit Blutgruppe A, so wie er in Zimbabwe beschrieben
wurde, konnte aber in Gabun nicht gefunden werden. Als Trend war zu beobachten, daf}
Patienten aus Gabun mit Blutgruppe A bei Reinfektionen héhere Parasitamien aufwiesen.
Bei diesen Patienten wurde auch eine hohere Rate an Rosetten-formierenden Parasiten-
isolaten gefunden als bei Patienten mit anderen Blutgruppen [Kun et al. 1998]. Diese
Ergebnisse haben Untersuchungen nach sich gezogen, in denen experimentell gezeigt
wurde, dall das Blutgruppenantigen A ein Korezeptor bei der Rosettenformation von
P.-falciparum-infizierten Erythrozyten ist [Barragan et al. 2000]. Dies bestatigt die Beob-
achtungen vorangegangener Arbeiten, in denen eine hdhere Rosettingrate bei Patienten mit

Blutgruppe A beschrieben wurde [Udomsangpetch et al. 1993].

Eine andere Hypothese vermutet die Beteiligung von immunologischen Mechanismen, bei
denen es zu einer Kreuzreaktion von Antikdrpern gegen Blutgruppe A gegen Antigene von
P.-falciparum-infizierten Erythrozyten kommt [Harrison & Ridley 1975]. Unklar war bisher, ob
Blutgruppen-Antigene auch die Parasitamie oder hamatologische Parameter bei asympto-
matisch infizierten Kindern beeinfluRen kdnnen. In der Studie in Nigeria konnte ein solcher

Einfluld bei keiner Blutgruppenkonstellation nachgewiesen werden.
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4.6. Koevolution von Wirt und Parasit

Neuere Untersuchungen zeigen, dal® es nicht nur zu einer Anpassung des Wirtes an den
Parasiten, sondern umgekehrt auch zu einer Anpassung des Parasiten an den Wirt
gekommen ist. In den letzten Jahren wurden eine Reihe von Untersuchungen zu
Assoziationen von Genvarianten von P. falciparum mit dem Verlauf einer Malaria tropica
veroffentlicht [Engelbrecht et al. 1995, Robert et al. 1996]. Zum Teil waren diese Asso-
ziationen von der Transmissionsstarke und anderen Faktoren abhangig [Walliker et al.
1998]. In anderen Untersuchungen wurden geographische Unterschiede von
Plasmodiengenvarianten nachgewiesen, die auf einen Selektionsdruck einiger dieser Allele

hindeuteten [Creasey et al. 1990, Conway et al. 1992, Conway 1997].

Die hier zusammengefallten Untersuchungen unterstitzen die Hypothese, dal3 die Aus-
einandersetzung von Mensch und Plasmodien zu einer standigen gegenseitigen Beeinflus-
sung und Anpassung gefuhrt hat. Die koevolutonare Veranderung der Genome der beiden
Organismen ist wahrscheinlich mitverantwortlich fur die unterschiedliche geographische
Verteilung von polymorphen Genen sowohl des Menschen als auch der Plasmodien und
scheint auch heute noch Teil einer komplexen und dynamischen Anpassung von Wirt und

Parasit zu sein [Schnittger et al. 1997, May et al. 1998a, May et al. 1999Db].
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6. Anhang

6.1. Abkurzungen

ABC
ABS
ADCC

APC
ASO
CSA

CTL
EMSA
GM-CSF
G6PD
HLA
HMS

IFN-o

LMP
LSA-1
MECL-1

ATP-Bindungs-Kassette (engl. ATP-binding cassette)
Antigenbindungsregion (engl. antigen binding side)

antikérperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat (engl. antibody-dependent
cell-mediated cytotoxicity)

Antigen-prasentierende Zellen (engl. antigen presenting cells)
Allelspezifische Oligonukleotide

Circumsporozoiten-Oberflachen-Antigen (engl. circumsporozoite surface
antigen)

zytotoxische T-Zellen (engl. cytotoxic T cells)
Gelshift-Assay (engl. electrophoretic mobility shift assay)
Granulozyten-Makrophagen-Kolonien-stimulierender Faktor
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase

Humane Leukozytenantigene

hyperreaktive Malaria-Splenomegalie

Alpha-Interferon

Gamma-Interferon

Immunglobulin G

Immunglobulin M

Interleukin

induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase

Kapitel

engl. low molecular mass proteasome
Leberstadien-spezifisches Antigen (engl. liver stage-specific antigen 1)

multicatalytic endopeptidase complex-like
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MHC

MLR
NK-Zellen
NO

NOS

O. volvulus
OR

P. falciparum
P. malariae
P. ovale

P. vivax
PCR
PfEMP-1
PECAM-1
PBMC

SALSA
SSOP

STARP
TAP
TNF
TCR
VCAM-1

Haupthistokompatibilitatskomplex (engl. major histocompatibility complex)
Gemischte Lymphozytenkultur (engl. mixed lymphocyte reaction)
Naturliche Killerzellen

Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid-Synthase

Onchocerca volvulus

engl. odds ratio

Plasmodium falciparum

Plasmodium malariae

Plasmodium ovale

Plasmodium vivax

Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
engl. Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1
engl. platelet endothelial cell adhesion molecule-1

periphere mononukleare Blutzellen (engl. peripheral blood mononuclear
cells)

engl. sporozoite and liver stage antigen

Sequenzspezifische Oligonukleotid-Sonde (engl. sequence-specific
oligonucleotide probe)

engl. sporozoite threonine and asparagine-rich protein
engl. transporter associated with antigen presentation
Tumornekrosisfaktor

T-Zellrezeptor (engl. T cell receptor)

engl. vascular cellular adhesion molecule-1
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6.2. Programm-Code zur Auswertung der Typisierungssignale
("BLOT")

Der Programmcode fur BLOT ist in Visual Basic (Microsoft) als Makro fur Excel Office 98

(Microsoft) auf einem Maclntosh geschrieben.

B e BlotAnalyse v5.0 30.07.00 -------------------—-~—-~—-~---
Type GenotypBeschreibung

AnzKombi As Single

BinSumme As Double

Kombi (25) As String
End Type

Type ProbenBeschreibung
BinSumme As Double
Name As String

End Type

Dim Genotyp(2000) As GenotypBeschreibung
Dim Probe (500) As ProbenBeschreibung
Dim Allel (100) As ProbenBeschreibung
Dim Sonde (40) As Single

Dim Result (1000, 500) As Single

Dim FehlerProbes (1000, 500) As Single
Dim FehlerProbesImp (1000, 500) As Single

Dim AnzGenotypen As Single
Dim AnzProben As Single
Dim AnzSonden As Single
Dim AnzAllele As Single
Dim MaxAnzKombi As Single

Sub Hauptroutine ()

Call L&schen

Call ProbenLesen

Call Allelelesen

Call SondenLesen

Call GenotypenBerechnen

Call Berechnen

Call ResultsSchreiben?2
End Sub

Sub Léschen ()
For u Go = 1 To 2000
Genotyp (u_Go) .AnzKombi = 1
Next u_Go
End Sub

Sub ProbenLesen ()
Dim u_Go As Single
Sheetg ("Bits") .Activate
AnzSonden = SpaltenAnzahl (1) - 1
AnzProben = ZeilenAnzahl (1) - 1
For u Go = 2 To AnzProben + 2
BindrSum = 0
For GoS = 2 To AnzSonden + 2
Bit = Cells(u _Go, GoS)

A

BindrSum = BindrSum + Bit * 2 (GoS - 2)
Next GoS
Probe (u_Go - 1).BinSumme = BindrSum

Probe(u Go - 1) .Name = Cells(u Go, 1)
Next u_Go
End Sub
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Sub Allelelesen ()
Dim u_Go As Single
Sheetg ("Key") .Activate
AnzAllele = ZeilenAnzahl (1) - 1
For u Go = 2 To AnzAllele + 2
BindrSum = 0
For GoS = 2 To AnzSonden + 1
Bit = Cells(u_Go, GoS)

A

BindrSum = BindrSum + Bit * 2 (GoS - 2)
Next GoS
Allel(u Go - 1) .BinSumme = BindrSum

Allel(u Go - 1) .Name = Cells(u Go - 1, 1)
Next u_Go
End Sub

Sub SondenLesen ()
Dim Column As Single
For Column = 2 To AnzSonden + 2
Sonde (Column - 1) = Cells (1, Column)
Next Column
End Sub

Sub GenotypenBerechnen ()
Dim u_Go As Single: Dim GoO As Single: Dim GoI As Single
'BlattListe ("key") .Aktivieren
u Go =0
For GoO = 1 To AnzAllele
For GoI = GoO To AnzAllele
u Go = u Go + 1
Genotyp (u_Go) .BinSumme = Allel (GoO) .BinSumme Or Allel (GoI) .BinSumme
x = Genotyp (u_Go) .AnzKombi
Genotyp (u_Go) .Kombi (x) = Allel(GoO + 1) .Name + "/" + Allel(GoI + 1) .Name
GoX =1
Do While GoX < u Go
If Genotyp(u Go) .BinSumme = Genotyp (GoX) .BinSumme Then
Genotyp (GoX) .AnzKombi = Genotyp (GoX) .AnzKombi + 1
If Genotyp (GoX) .AnzKombi > MaxAnzKombi Then MaxAnzKombi =
Genotyp (GoX) .AnzKombi
X = Genotyp (GoX) .AnzKombi
Genotyp (GoX) .Kombi (x) = Allel (GoO + 1) .Name + "/" +
Allel (GoI + 1) .Name
u Go = u Go - 1

End If
GoX = GoX + 1
Loop
Next GoI
'ZelleListe(1l; 1) = GoO
Next GoO
AnzGenotypen = u_Go
End Sub

Sub GenotypSchreiben ()
Dim GoZ As Single: Dim u _Go As Single
Sheetg ("results") .Activate
Call InhaltLdéschen
For GoZ = 1 To AnzGenotypen

Cells(GoZ + 1, 1) = Goz
Cells(GoZz + 1, 2) = Genotyp (GoZ) .BinSumme
For u Go = 1 To Genotyp (GoZ) .AnzKombi
Cells(GoZ + 1, u Go + 2) = Genotyp (GoZ) .Kombi (u_Go)
Next u_Go
Next GoZzZ

End Sub

Sub Berechnen ()
Dim GoO As Single: Dim GoI As Single
For GoO = 1 To AnzGenotypen
For GoI = 1 To AnzProben

Result (GoO, GoI) = QuerSumme (Abs ( (Genotyp (GoO) .BinSumme Eqv
Probe (GoI) .BinSumme) + 1))
FehlerProbes (GoO, GoI) = Abs((Genotyp (GoO) .BinSumme Eqv
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Probe (GoI) .BinSumme) + 1)
FehlerProbesImp (GoO, GoI) = Abs((Genotyp (GoO) .BinSumme Imp
Probe (GoI) .BinSumme) + 1)
Next GolI
Next GoO
End Sub

Sub ResultsSchreiben ()
Dim GoO As Single: Dim GoI As Single
Sheetg ("results") .Activate
For GoO = 1 To AnzGenotypen
For GoI = 1 To AnzProben

Cells (GoO + 1, GoI + MaxAnzKombi + 2) = Result (GoO, GoI)
Next GoI
Next GoO
ActiveSheet .Range (Columns ("A"), Columns ("AA")) .AutoFit

End Sub

Sub ResultsSchreiben2 ()
Dim Row As Single: Dim Nr As Single: Dim Zahler As Single: Dim ZahlerB As Single
Sheets ("results2") .Activate
Call InhaltLdschen
ActiveSheet.Rows (1) .Orientation = x1Upward

Zahler = 1
For Column = MaxAnzKombi + 4 To AnzSonden + MaxAnzKombi + 3
Cells (1, Column) = Sonde (Zahler)

Zadhler = Zahler + 1
Next Column
Row = 2
For Nr = 1 To AnzProben
With Application.Range(Cells(Row, 1), Cells(Row, 30)) .Borders (x1Top)
.Weight = x1Thin
.Color = RGB(0, 0, 0)

End With
Cells (Row, 1) = Probe (Nr) .Name
Cells (Row, 2) = Probe (Nr) .BinSumme

Match = AnzSonden
Row = Row + 1
For Zahler = 1 To AnzGenotypen
If Result (Zadhler, Nr) < Match Then Match = Result (Zahler, Nr)
Next Zahler
For Zahler = 1 To AnzGenotypen

If Result (Zahler, Nr) = Match Then
Cells (Row, 2) = Result (Zahler, Nr)
For ZahlerB = 1 To Genotyp (Zaéhler) .AnzKombi
Cells (Row, Za&hlerB + 2) = Genotyp(Zahler) .Kombi (ZédhlerB)
Next ZahlerB
'ZellelListe (Zeile; 10) = FehlerProbes (Zdhler; Nr)

Call FehlerProbenSchreiben (FehlerProbes (Zédhler, Nr),
FehlerProbesImp (Zahler, Nr), Row)
Row = Row + 1
End If
Next Zahler
Next Nr
ActiveSheet .Range (Columns ("A"), Columns ("BB")) .AutoFit
End Sub

Sub FehlerProbenSchreiben(x, y, Row)
Dim Column As Single
For Column = MaxAnzKombi + 4 To AnzSonden + MaxAnzKombi + 3
While x > 0
If x / 2 <> Fix(x / 2) Then

'ZelleListe (Zeile; Spalte) = "X"
If y / 2 <> Fix(x / 2) Then _
Cells (Row, Column) = "-" Else Cells(Row, Column) = "+"
End If
X = Fix(x / 2)
y = Fix(y / 2)
Column = Column + 1
Wend
Next Column

End Sub
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Sub BindrSchreiben ()
Sheets ("results3") .Activate
Call InhaltLéschen
GoX = 3
For GoZ = 1 To AnzGenotypen
For u Go = 1 To Genotyp (GoZ) .AnzKombi
Cells (GoX, 1) = Genotyp (GoZ) .Kombi (u_Go)
Column = 2
X = Genotyp (GoZ) .BinSumme
While x > 0

If x / 2 <> Fix(x / 2) Then Cells(GoX, Column) = 1 _
Else Cells (GoX, Column) = 0
x = Fix(x / 2)
Column = Column + 1
Wend

GoX = GoX + 1
Next u_ Go
Next GoZ
End Sub

Sub BindrSchreiben?2 ()

Sheetg ("results4") .Activate

Call InhaltLdéschen

GoX = 3

For GoZ = 1 To AnzGenotypen

For u Go = 1 To Genotyp (GoZ) .AnzKombi

Cells (GoX, 1) = Genotyp (GoZ) .Kombi (u_Go)
Cells(u _Go, 2) = FehlerProbes(u_Go, GoZ)
Column = 2
X = Genotyp (GoZ) .BinSumme
While x > 0

If x / 2 <> Fix(x / 2) Then Cells(GoX, Column) = 1 _
Else Cells (GoX, Column) = 0
x = Fix(x / 2)
Column = Column + 1
Wend

GoX = GoX + 1
Next u_Go
Next GoZ
End Sub

Sub InhaltLd&schen ()

'Loscht Inhalt des aktuellen Tabelleblatts
Cells.Select
Selection.ClearContents
Selection.ClearFormats
Range ("A1l") .Select

End Sub

Function QuerSumme (X)
BitCounter = 0
While x > 0
If x / 2 <> Fix(x / 2) Then BitCounter = BitCounter + 1
x = Fix(x / 2)
Wend
QuerSumme = BitCounter
End Function

Function ZeilenAnzahl (SpaltenNr) As Integer
'Zédhlt die Zeilen der Spalte (SpaltenNr), die einen Eintrag haben
Dim u_Go As Integer
uGo =1
Do While Cells(u Go, SpaltenNr).Value <> ""
u Go = u Go + 1
Loop
ZeilenAnzahl = u Go - 1
End Function

Function SpaltenAnzahl (ZeilenNr) As Integer

'Zahlt die Spalten der Zeile (ZeilenNr), die einen Eintrag haben
Dim u_Go As Integer
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uGo =1
Do While Cells(ZeilenNr, u_Go) .Value <> "'
u Go = u Go + 1
Loop
SpaltenAnzahl = u Go - 1
End Function

Function BindrSumme (AnzSonden, ProbenNr)
Dim u_Go As Single
x =0
faktor = 1
For u Go = 1 To AnzSonden
'ZelleInhalt = Bits(ProbenNr + 1; Go + 1)
ZelleInhalt = Cells(ProbenNr + 1, u Go + 1)
x = x + ZelleInhalt * 2 * (u Go - 1)
faktor = faktor * 2
Next u_Go
BindrSumme = x
End Function

Function testl(x As Double, y As Double)
testl = x Eqv y
End Function

6.3. Programm-Code zur Berechnung von Allelfrequenzen polymorpher
Genloci ("FAST")

Der Programmcode fur FAST ist in Visual Basic (Microsoft) als Makro fur Excel Office 98

(Microsoft) auf einem Maclntosh geschrieben.

'VARIABLENDEFINITIONEN

Type ProbeBeschreibung
KategorienName As String
NameP (800) As String
Zeiger (800) As Integer
Category (800) As String
LocusName (10) As String
Allel (800, 10) As String

End Type

Type EpitopeBeschreibung
LocusName As String
AnzEpitope As Integer
AnzAllele As Integer
AnzFaktoren As Integer
EpitopName (20) As String
FaktorenName (150) As String
Epitop (100, 20) As Integer

End Type

Type AnalyseBeschreibung
AnzTotal As Single 'Anz der Proben einer bestimmten Kategorie
GF (2, 140) As Single
PF(2, 140) As Single
HF (120, 120) As Single
End Type

-905 -



Dim
Dim
Dim

Dim
Dim
Dim

Dim
Dim
Dim
Dim
Dim

Dim
Dim

Dim
Dim
Dim
Dim
Dim
Dim

Dim
Dim
Dim
Dim
Dim
Dim
Dim
Dim

Probe As ProbeBeschreibung
Epitop(2) As EpitopeBeschreibung
Count (5, 2) As AnalyseBeschreibung

Frequenz (
Delta (4,
Statistik

2) As AnalyseBeschreibung

2) As AnalyseBeschreibung

(3, 2) As AnalyseBeschreibung
AllelZeiger(6, 2) As Integer
EpitopZeiger (6, 2) As Integer
AnzProben As Integer

AnzPosProben As Integer

AnzSuchLoci As Integer

AnzLoci As Integer
AnzKategorien As Integer

SuchLocusSpalte(6) As Integer
KategorienSpalte As Integer
VergleichsAuswahl As Integer
AnalyseAuswahl As Integer
KategorieAuswahl (2) As String
AnalyseArt As Integer

KatName (100) As String
ProName (10) As String
Deltaformel As Integer
CheckFlag As Boolean
KategorienScan As Boolean
YatesFlag As Boolean
Bonferroni As Integer
DeltaFlag As Integer

'1l:SuchLocusl, 2: SuchLocus2
'1: +4, 2:+-, 3:-4; 4:
5:PH1/1:1.Kategorie;
'Frequenzen fuir GF, PF, HF
'Chi, 2: p, 3: Delta,4:0R

'Anz aller gelisteten Proben

'Anz der Loci, bei denen eine
durchgefiuhrt wird

'1:1 Locus, 1 Faktor;2:2 Loci
:1 Locus 2 Faktoren;4:2 Loci,

2:2. Kategorie

Zahlung

1 Faktor;3 _
2 Faktoren

'HAUPTROUTINE

Sub

HauptProgramm ()

'Hauptroutine zur Suche von Assoziationen, die mit Wahl+Befehl+r aufgerufen wird

Dim zdhler As Integer
Application.OnKey "{ESC}",
KategorienScan = False
Call BasisDatenAnalyse

START: Call ErgebnisseLoschen

End

Sub

End

Call ParameterEingabe

Call DatenKopieren

For zahler = 1 To AnalyseAuswahl
Call Za&hlRoutine (zdhler)

"Schaltfl&che3 BeiKlick"

Next zahler
Call DatenAnalyse
Call DatenAusgabe
Beep
GoTo START
Sub
ErgebnisseLdschen ()
Dim zadhlerZ As Integer: Dim zahlerS As Integer
For zahlerZ = 1 To 140
For zahlerS = 1 To 2
Count (1, 1) .AnzTotal = 0: Count (1, 2).AnzTotal = 0
Count (1, 1) .GF(zdhlerS, zadhlerz) = 0: Count(l, 2).GF(zadhlers,
Count (1, 1) .PF(zdhlerS, zadhlerzZ) = 0: Count(l, 2).PF(zahlersS,
Next zahlersS
Next zahlerZz
For zahlerZ = 1 To 120
For zahlerS = 1 To 120
Count (1, 1) .HF(zdhlerS, zadhlerZz) = 0: Count(1l, 2).HF(zadhlers,

Next zahlerS
Next zahlerZz
Sub
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' ZAHL -ROUTINEN

Sub
Dim
For

ZahlRoutine (KategorieNr)

zdhlerZ As Integer: Dim z&hler As Integer: Dim NeunNeunNeunFlag As Boolean

zdhlerZ = 1 To AnzPosProben

NeunNeunNeunFlag = False

If Probe.Category(zdhlerZ) = KategorieAuswahl (KategorieNr) Then
For zahler = 1 To AnzSuchLoci

AllelZeiger (zahler, 1) AnalysiereAllelNr (Probe.Allel (z&dhlerZ,

SuchLocusSpalte (zahler) - 1), zahler)

AllelZeiger (zdhler, 2) = AnalysiereAllelNr (Probe.Allel (zdhlerZz,
SuchLocusSpalte (zahler)), zahler)

If AllelZeiger(zdhler, 1) = 999 Or AllelZeiger(zahler, 2) = 999

Then

Count (1, KategorieNr) .AnzTotal = Count (1, KategorieNr) .AnzTotal - 1

NeunNeunNeunFlag = True
Exit For
End If
For zadhlerX = 1 To Epitop(zadhler) .AnzEpitope + 1
Allell = Epitop(zahler) .Epitop(AllelZeiger (zdhler, 1)

zadhlerX)

Allel2 = Epitop(zahler) .Epitop(AllelZeiger (zdhler, 2), zadhlerX)

If Allel2 = Allell Then Allel2 = 0
Call ZahlFrequenzen (zdhler, Allell, Allel2, KategorieNr)
Next zdhlerX
Next zahler
zédhler = zdhler - 1
If NeunNeunNeunFlag = False Then
For zadhlerX = 1 To Epitop(zadhler) .AnzEpitope + 1
AllelAl = Epitop(l) .Epitop(AllelZeiger (1, 1), zahlerX)
AllelA2 = Epitop(l) .Epitop(AllelZeiger (1, 2), zahlerX)
If AllelA2 = AllelAl Then AllelA2 = 0
For zahlerY = 1 To Epitop(zadhler) .AnzEpitope + 1
AllelBl = Epitop(2) .Epitop(AllelZeiger (2, 1), zahlerY)
AllelB2 = Epitop(2) .Epitop(AllelZeiger (2, 2), zahlerY)
If AllelB2 = AllelBl Then AllelB2 = 0
Call ZahlHaplotypen(AllelAl, AllelA2, AllelB1l, AllelB2,
If AllelA2 = 0 Or AllelB2 = 0 Then Call

ZahlSichereHaplotypen (AllelAl, AllelA2, AllelB1,

KategorieNr)
Next zahlerY
Next zahlerX
End If
End If

Next zahlerZz

End

Sub

End

Sub

End

Sub

ZahlFrequenzen (zahler, Allell, Allel2, KategorieNr)
Count (1, KategorieNr) .GF (z&hler, Allell) = _
Count (1, KategorieNr) .GF (zdhler, Allell) + 1
Count (1, KategorieNr) .PF(z&hler, Allell) = _
Count (1, KategorieNr) .PF(zdhler, Allell) + 1
If Allel2 = 0 Then
Count (1, KategorieNr) .GF (z&hler, Allell) = _
Count (1, KategorieNr) .GF (zdhler, Allell) + 1
Else: Count (1, KategorieNr).GF(zdhler, Allel2) = _
Count (1, KategorieNr) .GF (zdhler, Allel2) + 1
Count (1, KategorieNr) .PF (zdhler, Allel2) = _
Count (1, KategorieNr) .PF(zdhler, Allel2) + 1
End If
Sub

ZahlHaplotypen (AllelAl, AllelA2, AllelBl, AllelB2, KategorieNr)
Count (1, KategorieNr) .HF (AllelAl, AllelBl) = _
Count (1, KategorieNr) .HF (AllelAl, AllelBl) + 1
If AllelA2 <> 0 Then Count (1, KategorieNr) .HF(AllelA2, AllelB1)
Count (1, KategorieNr) .HF (AllelA2, AllelBl) + 1
If AllelB2 <> 0 Then Count (1, KategorieNr) .HF(AllelAl, AllelB2)
Count (1, KategorieNr) .HF (AllelAl, AllelB2) + 1
If AllelA2 <> 0 And AllelB2 <> 0 _
Then Count (1, KategorieNr) .HF (AllelA2, AllelB2) =

Count (1, KategorieNr) .HF (AllelA2, AllelB2) + 1

Sub
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Sub ZahlSichereHaplotypen (AllelAl, AllelA2, AllelB1l, AllelB2,

'counting proven
If Alleln2 =

KategorieNr)
haplotypes (Anzahl (5)) according homozygociticy

0 And AllelB2 = 0 Then Count (5, KategorieNr) .HF(AllelAl, AllelBl) = _
Count (5, KategorieNr) .HF (AllelAl, AllelBl) + 2

If AllelA2 = 0 And AllelB2 <> 0 Then
Count (5, KategorieNr) .HF(AllelAl, AllelBl) = _
Count (5, KategorieNr) .HF (AllelAl, AllelBl) + 1
Count (5, KategorieNr) .HF(AllelAl, AllelB2) = _
Count (5, KategorieNr) .HF (AllelAl, AllelB2) + 1
End If
If AllelB2 = 0 And AllelA2 <> 0 Then
Count (5, KategorieNr) .HF(AllelAl, AllelBl) = _
Count (5, KategorieNr) .HF (AllelAl, AllelBl) + 1
Count (5, KategorieNr) .HF(AllelA2, AllelBl) = _
Count (5, KategorieNr) .HF (AllelA2, AllelBl) + 1
End If
End Sub

'ANALYSE-ROUTINEN

Sub DatenAnalyse ()
Call FrequenzAnalyse (1)
Select Case AnalyseArt

Case 2
Call
Call

Case 3
Call
Call

Case 4
Call
Call

End Select

End Sub

VerteilungsAnalyse (AnalyseAuswahl)
HaplotypenAnalyse (AnalyseAuswahl)

FrequenzAnalyse (2)

HeterogenitatsAnalyse (KategorieAuswahl (1), KategorieAuswahl (2))

FrequenzAnalyse (2)
HeterogenitatsAnalyseHaplo (KategorieAuswahl (1),

Sub FrequenzAnalyse (KategorieNr)

KategorieAuswahl (2))

Dim zadhler As Integer: Dim zdhlerA As Integer
For zadhler = 1 To AnzSuchLoci
For zahlerA = 1 To Epitop(zadhler) .AnzFaktoren

Frequenz (KategorieNr) .PF (zdhler, z&dhlerAd) =

Count (1, KategorieNr) .PF(zihler, zdhlerdA) / _

Count (1, KategorieNr) .AnzTotal
Frequenz (KategorieNr) .GF (zdhler, z&dhlerd) =

Count (1, KategorieNr) .GF (zihler, zdhlerdA) / _

Next zahlerA
Next zahler

(2 * Count (1, KategorieNr) .AnzTotal)

For zadhler = 1 To Epitop(1l) .AnzFaktoren
For zahlerA = 1 To Epitop(2) .AnzFaktoren
Frequenz (KategorieNr) .HF (zdhler, zadhleraA) = _
Count (1, KategorieNr) .HF (z&hler, z&hlerad) /

Next zahlerA
Next zahler
End Sub

Count (1, KategorieNr) .AnzTotal

Sub VerteilungsAnalyse (KategorieNr)
Dim zadhlerX As Integer: Dim zahlerY As Integer
For zahlerX = 1 To Epitop(l) .AnzFaktoren

For zahlerY =
Count (2,

1 To Epitop(2) .AnzFaktoren

KategorieNr) .HF (zdhlerX, zahlerY) =

Count (1, KategorieNr) .PF(1l, z&hlerX) - _
Count (1, KategorieNr) .HF (zdhlerX, zadhlerY)

Count (3,

KategorieNr) .HF (zdhlerX, zahlerY) =

Count (1, KategorieNr) .PF (2, z&hlerY) - _
Count (1, KategorieNr) .HF (zdhlerX, zadhlerY)

Count (4,

KategorieNr) .HF (zdhlerX, z&hlerY) = _

Count (1, KategorieNr) .AnzTotal -

Count (1, KategorieNr) .PF(2, zahlerY) -

Count (2, KategorieNr) .HF (zadhlerX, zahlerY)
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Next zahlerY
Next zahlerX
End Sub

Sub HaplotypenAnalyse (KategorieNr)
Dim zadhlerX As Integer: Dim zahlerY As Integer
For zahlerX = 1 To Epitop(1l) .AnzFaktoren
For zahlerY = 1 To Epitop(2) .AnzFaktoren
a = Count (1, KategorieNr) .HF (zdhlerX, zadhlerY)
u b = Count (2, KategorieNr) .HF (zdhlerX, zdhlerY)
c = Count (3, KategorieNr) .HF (zdhlerX, zahlerY)
d = Count (4, KategorieNr) .HF (zdhlerX, zadhlerY)
Delta(1l, KategorieNr) .HF (zdhlerX, z&hlerY) = Chi(a, u b, c, d)
Delta (2, KategorieNr) .HF (zdhlerX, z&hlerY) = _
p(Delta(l, KategorieNr) .HF (zdhlerX, zahlerY))
Delta (3, KategorieNr) .HF (zdahlerX, zdhlerY) = DeltaWert(a, u b, c, d)
Next zahlerY
Next zahlerX
End Sub

Sub HeterogenitatsAnalyse (KategorieNrl, KategorieNr2)
Dim zahler As Integer
For zadhler = 1 To Epitop(VergleichsAuswahl) .AnzFaktoren
a = Count (1, KategorieNrl) .PF (VergleichsAuswahl, zahler)
u_ b = Count (1, KategorieNr2) .PF (VergleichsAuswahl, zahler)
¢ = Count(1l, KategorieNrl) .AnzTotal - a
d = Count (1, KategorieNr2) .AnzTotal - u b
Delta(1l, 1) .PF(VergleichsAuswahl, z&hler) = Chi(a, u b, c, d)
Delta(2, 1) .PF(VergleichsAuswahl, zahler) .
p(Delta(l, 1).PF(VergleichsAuswahl, z&hler))
Delta (3, 1).PF(VergleichsAuswahl, z&hler) = OddsRatio(a, u b, c, d)
Next zadhler
For zahler = 1 To Epitop(VergleichsAuswahl) .AnzFaktoren
a = Count (1, KategorieNrl) .GF (VergleichsAuswahl, zahler)
u_ b = Count (1, KategorieNr2) .GF (VergleichsAuswahl, zahler)
¢ = Count (1, KategorieNrl) .AnzTotal * 2 - Count(l, 1).GF(VergleichsAuswahl, zahler)
d = Count (1, KategorieNr2) .AnzTotal * 2 - Count (1, 2).GF(VergleichsAuswahl, zahler)

Delta(1l, 1) .GF(VergleichsAuswahl, z&hler) = Chi(a, u b, c, d)

Delta(2, 1) .GF(VergleichsAuswahl, zadhler) = p(Delta(l, 1).GF(VergleichsAuswahl,
zahler))
Next zahler
End Sub

Sub HeterogenitadtsAnalyseHaplo (KategorieNrl, KategorieNr2)
Dim zadhlerX As Integer: Dim zahlerY As Integer
For zahlerX = 1 To Epitop(l) .AnzFaktoren

For zahlerY = 1 To Epitop(2) .AnzFaktoren

a = Count (1, KategorieNrl) .HF (zadhlerX, z&hlerY)
u b = Count (1, KategorieNr2) .HF (zdhlerX, z&hlerY)
c = Count (1, KategorieNrl) .AnzTotal -

Count (1, KategorieNrl) .HF (z&hlerX, zdhlerY)
d = Count (1, KategorieNr2) .AnzTotal - _
Count (1, KategorieNr2) .HF (zdhlerX, z&dhlerY)

Statistik(1l, 1) .HF(zdhlerX, zdhlerY) = Chi(a, u b, c, d)
Statistik (2, 1) .HF(zadhlerX, zahlerY) = p(Statistik(l, 1) .HF(zadhlerX, zadhlerY))
Statistik (3, 1) .HF(zdhlerX, z&hlerY) = OddsRatio(a, u b, c, d)

Next zahlerY
Next zahlerX
End Sub

' INPUT-ROUTINEN

Sub ParameterEingabe ()
'Ladt die EingabeParameter flir die weiteren Analysen
Windows ("FAST-Analyse") .Activate
If KategorienScan = True And AnzKategorien + 1 > Cells(1l, 2) Then

Cells (1, 2) = Cells(l, 2) + 1 Else Application.DialogSheets ("Dialogl") .Show
SuchLocusSpalte(l) = 2 * Cells (1, 1) - 2
SuchLocusSpalte(2) = 2 * Cells(2, 1) - 2
KategorienSpalte = Cells(1l, 2)
KategorieAuswahl (1) = Cells (1, 5) - 1
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KategorieAuswahl (2) = Cells (2, 5) - 1

VergleichsAuswahl = Cells (1, 3)

AnzSuchLoci = VergleichsAuswahl

AnalyseAuswahl = Cells(1l, 4)

AnalyseArt = VergleichsAuswahl + (AnalyseAuswahl - 1) * 2
DeltaFlag = Cells(1l, 6)

Bonferroni = Cells (1, 7)
KategorienScan = Cells (1, 11)
If Bonferroni = 0 Then Bonferroni = 1

YatesFlag = Cells (1, 8)
CheckFlag = Cells (1, 9)
End Sub

Sub BasisDatenAnalyse ()
Dim zadhlerZ As Integer: Dim zahlerS As Integer
Workbooks.Open FileName:="Datenblatt"
Sheets ("Daten") .Select

AnzLoci = SpaltenAnzahl (1) - 1
For zahlerS = 2 To AnzLoci + 1 Step 2
ProName (z&hlerS / 2) = Left(Cells(l, z&hlerS), 4)

Next zahlerS
Sheets ("Kategorien") .Select
AnzKategorien = SpaltenAnzahl (1) - 1
For zahlerS = 2 To AnzKategorien + 1
KatName (zdhlerS - 1) = Cells (1, z&hlerS)
Next zahlerS
Windows ("FAST-Analyse") .Activate
Sheetsg ("Eingabe") .Select
Call InhaltEingabeLdschen
For zahlerZ = 4 To AnzLoci + 4
Cells (zahlerZ, 1) = ProName (zdhlerZ - 4)
Next zahlerZ
For zahlerZ = 4 To AnzKategorien + 4
Cells (zahlerZ, 2) = KatName (zdhlerzZ - 4)
Next zahlerZ
End Sub

Sub DatenKopieren ()
'Ladt die Daten aus Datei "Datenblatt" im selben Ordner
Windows ("Datenblatt") .Activate
Dim LocusBlatt As String
Call KategorienKopieren
Call ProbenKopieren
Workbooks.Open FileName:="FASTKey"
For zahler = 1 To AnzSuchLoci
LocusBlatt = Left (Probe.LocusName (SuchLocusSpalte (zahler) - 1), 4)
Call EpitopeKopieren (LocusBlatt, zahler)
Next zahler
End Sub

Sub KategorienKopieren ()
'Ladt Probendaten zu Kategorien aus Tabellenblatt "Kategorien" der aktuellen Datei
Dim z&hlerZ As Integer
Sheetsg ("Kategorien") .Select
Probe.KategorienName = Cells (1, KategorienSpalte)
AnzProben = ZeilenAnzahl (1) - 1
AnzPosProben = 0
For zahlerZ = 2 To AnzProben + 1

If Cells(zdhlerZ, KategorienSpalte) = KategorieAuswahl (1) Or _
Cells(zdhlerZ, KategorienSpalte) = KategorieAuswahl (2) Then
AnzPosProben = AnzPosProben + 1
Probe.NameP (AnzPosProben) = Cells(zdhlerz, 1)
Probe.Zeiger (AnzPosProben) = zahlerZ
Probe.Category (AnzPosProben) = Cells(zadhlerZ, KategorienSpalte)

(z
If Cells(zdhlerZ, KategorienSpalte) = KategorieAuswahl (1) Then _
Count (1, 1) .AnzTotal = Count(l, 1) .AnzTotal + 1
If Cells(zdhlerZ, KategorienSpalte) = KategorieAuswahl (2) Then _
Count (1, 2).AnzTotal = Count(l, 2).AnzTotal + 1
End If
Next zahlerZz
AnzProben = zahlerzZ - 2
End Sub
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Sub ProbenKopieren ()

'Ladt Probendaten aus Tabellenblatt "Daten" der aktuellen Datei
Dim zadhlerZ As Integer: Dim zahlerS As Integer
Sheets ("Daten") .Select

AnzLoci = SpaltenAnzahl (1) - 1
For zahlerS = 2 To AnzLoci + 1
Probe.LocusName (zdhlerS - 1) = Cells (1, z&hlerS)

Next zahlersS
For zahlerZ = 1 To AnzPosProben
For zahlerS = 1 To AnzSuchLoci
Probe.Allel (zédhlerZ, SuchLocusSpalte (zdhlerS) - 1) = _
Cells (Probe.Zeiger (zdhlerZ), SuchLocusSpalte (zdhlerS))
Probe.Allel (zéahlerZ, SuchLocusSpalte (zdhlerS)) = _
Cells (Probe.Zeiger (zdhlerZ), SuchLocusSpalte(zdhlerS) + 1)
Next zahlerS
Next zahlerZz
End Sub

Sub EpitopeKopieren (LocusBlatt, Nr)
Dim z&hlerZ As Integer: Dim zdhlerS As Integer: Dim zdhlerX As Integer:
Dim zadhler As Integer
Sheets (LocusBlatt) .Select
With Epitop (Nr)
.LocusName = Cells (1, 1)

.AnzEpitope = SpaltenAnzahl (1) - 1

.AnzAllele = ZeilenAnzahl (1) - 1

For zahlerS = 2 To .AnzEpitope + 1
.EpitopName (zdhlerS) = Cells(l, zahlerS)

Next zahlerS

For zahlerZ = 1 To .AnzAllele + 1
.FaktorenName (zdhlerZ) = Cells(zadhlerZ + 1, 1)
.Epitop(zadhlerz, 1) = zahlerz

Next zahlerZz

zdhlerX = zadhlerz - 1

For zahlerS = 2 To .AnzEpitope + 1
For zahlerZ = 2 To .AnzAllele + 1

If Cells(zéhlerZ, zadhlerS) = "" Then _

Exit For Else .FaktorenName (zdhlerX) = _

.EpitopName (zdhlerS) + "-" + Cells(zadhlerZ, zahlerS)
zdhler = .AnzAllele + 1

Do While .FaktorenName (zdhlerX) <> .FaktorenName (zdhler)
zdhler = zahler + 1

Loop
If zdhler = zdhlerX Then zahlerX = zdhlerX + 1
.Epitop(zadhlerZ - 1, zahlerS) = zahler

Next zahlerZz
Next zahlersS
.AnzFaktoren = zdhlerX - 1
End With
End Sub

'OUTPUT-ROUTINEN

Sub DatenAusgabe ()
Workbooks.Add
Do While ActiveWorkbook.Sheets.Count < 10

Sheets.Add

Loop

Select Case AnalyseArt
Case 1

Auswahll = AnalyseAuswahl
Auswahl2 = VergleichsAuswahl

Call Tabelle2Ausgabe (1, "Frequenzen", Auswahl2, Auswahll, Frequenz (Auswahll),
Call Tabelle2Ausgabe (2, "Zahlung", Auswahl2, Auswahll, Count (1, Auswahl2),

FileName = Epitop(1l) .LocusName + " " + Probe.KategorienName
Case 2
Auswahll = AnalyseAuswahl
Call TabellelAusgabe (1, "Frequenzen", Auswahll, Frequenz (Auswahll), O,
Call TabellelAusgabe (2, "++", Auswahll, Count (1, Auswahll), 0, 2)
Call TabellelAusgabe (3, "+-", Auswahll, Count (2, Auswahll), 0, 2)
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Call TabellelAusgabe (4, "-+", Auswahll, Count (3, Auswahll), 0, 2)

Call TabellelAusgabe (5, "--", Auswahll, Count (4, Auswahll), 0, 2)

Call TabellelAusgabe (6, "PH", Auswahll, Count (5, Auswahll), 0, 2)

Call TabellelAusgabe (7, "Chi", Auswahll, Delta(l, Auswahll), 3.84,

Call TabellelAusgabe (8, "p", Auswahll, Delta(2, Auswahll), 0, 4)

Call TabellelAusgabe (9, "Delta", Auswahll, Delta (3, Auswahll), -1,

FileName = Epitop(1l) .LocusName + "-" + Epitop(2) .LocusName + " pop"
Case 3

Auswahll = VergleichsAuswahl

Call Tabelle3Ausgabe (1, "PF", Auswahll)

FileName = Epitop(Auswahll) .LocusName + " " + Probe.KategorienName
Case 4

Auswahll = 1
Auswahl2 = 2

1)

Call TabellelAusgabe (1, "Frequenzen (1)", Auswahll, Frequenz (Auswahll),
Call TabellelAusgabe (2, "++ (1)", Auswahll, Count(l, Auswahll), 0, 2)
Call TabellelAusgabe (3, "Frequenzen2", Auswahl2, Frequenz (Auswahl2),
Call TabellelAusgabe (4, "++ (2)", Auswahl2, Count(l, Auswahl2), 0, 2)
Call TabellelAusgabe (5, "Chi", Auswahl2, Statistik(1l, 1), 3.84, 3)
Call TabellelAusgabe (6, "p", Auswahl2, Statistik(2, 1), 0, 4)
Call TabellelAusgabe (6, "OR", Auswahl2, Statistik(3, 1), 0, 3)
FileName = Epitop(l) .LocusName + "-" + Epitop(2).LocusName + " " +
Probe.KategorienName
Case Else

Error 65534

End Select

ActiveWorkbook.SaveAs FileName:=FileName

ActiveWorkbook.Close

End Sub

Sub TabellelAusgabe (BlattName, BlattNameNeu, Selection, ObjektName As

AnalyseBeschreibung,

UntereGrenze As Single,

'Vergleich 2 Faktoren auf 2 Loci

End

Sub

FormatCode As Integer)

Sheets (BlattName) .Select

Sheets (BlattName) .Name = BlattNameNeu

Call TabellelFormatieren (FormatCode)

Cells (3, 3) = Count(l, Selection).AnzTotal

Cells(3, 1) = "PF"

Cells (3, 2) = "GF"

Cells (1, 3) = "PF"

Cells (2, 3) = "GF"

Cells(2, 1) = Epitop(1l) .LocusName

Cells (1, 2) = Epitop(2) .LocusName

Cells (2, 2) = KategorieAuswahl (Selection)

Cells (1, 1) = Probe.KategorienName

For zahlerS = 1 To Epitop(2) .AnzFaktoren
Cells (1, zahlerS + 3) = ObjektName.PF (2, zahlerS)
Cells (2, zahlerS + 3) = ObjektName.GF (2, zahlerS)
Cells (3, zadhlerS + 3) = Epitop(2).FaktorenName (z&dhlerS)

Next zahlerS

For zahlerZ = 1 To Epitop(l) .AnzFaktoren
Cells(zdhlerZ + 3, 1) = ObjektName.PF (1, zahlerZ)
Cells(zdhlerZ + 3, 2) = ObjektName.GF (1, zahlerZ)
Cells(zéhlerZ + 3, 3) = Epitop(1l).FaktorenName (zédhlerZz)
For zahlerS = 1 To Epitop(2) .AnzFaktoren

If ObjektName.HF (zdhlerZ, zdhlerS) > UntereGrenze And _
ObjektName.HF (zdhlerZ, zahlerS) <> 0 Then _
Cells(zdhlerZ + 3, zahlerS + 3) = ObjektName.HF (zdhlerZz,

Next zahlerS

Next zahlerZ

ActiveSheet .Range (Columns ("A"), Columns("GZ")) .AutoFit

Sub

Tabelle2Ausgabe (BlattName, BlattNameNeu, LocusNr, KategorieNr,

Analy
Sheets (Bl
Sheets (Bl

seBeschreibung,
attName) .Select

attName) .Name = Bl

attNameNeu

Call Tabelle2Formatieren (FormatCode)

Cells (1,
Cells (1,
Cells (3,
Cells (3,

= KategorieAuswahl (KategorieNr)
KategorieNr) .AnzTotal

1)

3) = Count (1,

1) = Epitop(1l) .LocusName
2) npgn

-102 -

FormatCode As Integer)

ObjektName As _

0, 1)
0, 1)
zdhlersS)



Cells (3, 3) = "GF"

For zahlerZ = 1 To Epitop (LocusNr) .AnzFaktoren
Cells (zahlerZ + 3, ) = Epitop (LocusNr) .FaktorenName (zdhlerZ)
Cells (zahlerZ + 3, 2) ObjektName.PF (LocusNr, zahlerZ)
Cells (zahlerZ + 3, ) = ObjektName.GF (LocusNr, zahlerZ)

Next zahlerZz

ActiveSheet .Range (Columns ("A"), Columns ("CC")) .AutoFit

End Sub

Sub Tabelle3Ausgabe (BlattName, BlattNameNeu, LocusNr)
'Vergleich 2 Faktoren auf 1 Locus

Sheets (BlattName) .Select

Sheetg (BlattName) .Name = BlattNameNeu

Call Tabelle3Formatieren

Cells (1, 1) = Probe.KategorienName
Cells (2, 2) = Count(l, 1) .AnzTotal
Cells (2, 3) = Count(l, 2).AnzTotal
Cells (2, 4) = "PF"

Cells (2, 6) = "chi"

Cells (2, 7) = "p"

Cells (2, 8) = "OR"

Cells (3, 1) = Epitop(LocusNr) .LocusName
Cells (3, 2) = KategorieAuswahl (1)
Cells (3, 3) = KategorieAuswahl (2)
Cells (3, 4) = KategorieAuswahl (1)

Cells (3, 5) = KategorieAuswahl (2)2)
For zadhlerZ = 1 To Epitop (LocusNr) .AnzFaktoren

Cells(zdhlerZ + 3, 1) = Epitop (LocusNr) .FaktorenName (zdhlerZ)
Cells(zdhlerz + 3, 2) = Count(l, 1).PF(LocusNr, zahlerZ)
Cells(zdhlerZ + 3, 3) = Count(l, 2).PF(LocusNr, zahlerZ)
Cells(zdhlerZ + 3, 4) = Frequenz(l).PF(LocusNr, zahlerZ)
Cells(zdhlerZ + 3, 5) = Frequenz(2) .PF(LocusNr, zahlerZ)
Cells (zahlerZ + 3, 6) = Delta(l, 1).PF(LocusNr, zahlerZz)
DeltaText = Format(Delta( 1) .PF(LocusNr, zahlerZ))

If DeltaText = "0" Then DeltaText = "n.g."

Cells (zahlerZ + 3, 7) = DeltaText

If DeltaText <> "n.s." Then
ORText = Delta(3, 1) .PF(LocusNr, zahlerZ)

If ORText = 0 Then ORText = "n.c."
Cells (zahlerZ + 3, 8) = ORText
End If
Next zahlerZ
ActiveSheet .Range (Columns ("A"), Columns("Z")) .AutoFit

Sheets (2) .Select
Sheetg (2) .Name = "GF"
Call Tabelle3Formatieren

Cells (1, 1) = Probe.KategorienName

Cells (2, 2) = Count(l, 1).AnzTotal

Cells (2, 3) = Count(l, 2).AnzTotal

Cells (2, 4) = "GF"

Cells (2, 6) = "chin

Cells (2, 7) = "p"

Cells (3, 1) = Epitop(LocusNr) .LocusName

Cells (3, 2) = KategorieAuswahl (1)

Cells (3, 3) = KategorieAuswahl (2)

Cells (3, 4) = KategorieAuswahl (1)

Cells (3, 5) = KategorieAuswahl (2)

Cells (3, 6) = KategorieAuswahl (1)

Cells (3, 7) = KategorieAuswahl (2)

For zahlerZ = 1 To Epltop(LocusNr) .AnzFaktoren
Cells(zdhlerZ + 3, 1) = Epitop (LocusNr) .FaktorenName (zdhlerZ)
Cells(zdhlerZ + 3, 2) = Count(l, 1).GF(LocusNr, zahlerZ)
Cells(zdhlerZ + 3, 3) = Count(l, 2).GF(LocusNr, zahlerZ)
Cells(zdhlerZ + 3, 4) = Frequenz(l).GF(LocusNr, zahlerZ)
Cells(zdhlerZ + 3, 5) = Frequenz(2) .GF (LocusNr, zahlerZ)
Cells (zahlerZ + 3, 6) = Delta(l, 1).GF(LocusNr, zahlerZz)
DeltaText = Format(Delta( 1) .GF (LocusNr, zahlerZ))

If DeltaText = "0" Then DeltaText = "n.s."
Cells (zdhlerz + 3, 7) = DeltaText

Next zahlerZz
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ActiveSheet .Range (Columns ("A"), Columns("Z")) .AutoFit
End Sub

' TABELLENFORMAT-ROUTINEN

Sub TabellelFormatieren (FormatCode As Integer)
ActiveSheet.Cells (1, 1).Font.Color = RGB (255, 0,

0)
ActiveSheet.Cells (2, 2).Font.Color = RGB(255, 0, 0)
ActiveSheet.Cells (1, 2).Font.Color = RGB(0, 0, 255)
ActiveSheet.Cells (2, 1).Font.Color = RGB(0, 0, 255)
Select Case FormatCode
Case 1
ActiveSheet .Range (Cells (1, 4), Cells(2, 150)) .NumberFormat = "##0.000"
ActiveSheet.Range (Cells (4, 1), Cells (150, 2)) .NumberFormat = "##0.000"
ActiveSheet .Range (Cells (4, 4), Cells (150, 150)) .NumberFormat = "##0.000"
Case 2
ActiveSheet .Range (Cells (1, 4), Cells(2, 150)) .NumberFormat = "##0"
ActiveSheet .Range (Cells (4, 1), Cells (150, 2)) .NumberFormat = "##0"
ActiveSheet .Range (Cells (4, 4), Cells (150, 150)) .NumberFormat = "##0"
Case 3
ActiveSheet .Range (Cells (1, 4), Cells(2, 150)) .NumberFormat = "##0"
ActiveSheet .Range (Cells (4, 1), Cells (150, 2)) .NumberFormat = "##0"
ActiveSheet .Range (Cells (4, 4), Cells (150, 150)) .NumberFormat = "##0.0"
Case 4
ActiveSheet.Range (Cells (1, 4), Cells(2, 150)) .NumberFormat = "##0"
ActiveSheet .Range (Cells (4, 1), Cells (150, 2)) .NumberFormat = "##0"
ActiveSheet.Range (Cells (4, 4), Cells (150, 150)) .NumberFormat = "OE+00"

End Select
With Application.Range (Cells (3, 1), Cells(3, Epitop(2).AnzFaktoren + _
3)) .Borders (x1Bottom)
.Weight = x1Medium
.Color = RGB(0, 0, 0)
End With
With Application.Range (Cells (3, 4), Cells(3, Epitop(2).AnzFaktoren + _
3)) .Borders (x1Top)
.Weight = x1Thin
.Color = RGB(0, 0, 0)
End With
With Application.Range (Cells(1l, 3), Cells(Epitop(1l) .AnzFaktoren + _
3, 3)) .Borders (x1Right)
.Weight = x1Medium
.Color = RGB(0, 0, 0)
End With
With Application.Range (Cells (4, 3), Cells(Epitop(l) .AnzFaktoren + _
3, 3)) .Borders (xlLeft)
.Weight = x1Thin
.Color = RGB(0, 0, 0)
End With
End Sub

Sub Tabelle2Formatieren (FormatCode As Integer)
ActiveSheet.Cells (1, 1) .Font.Color = RGB(255, 0, 0)

ActiveSheet.Range (Cells (1, 1), Cells(1l, 6)).NumberFormat = "##0"
Select Case FormatCode
Case 1
ActiveSheet.Range (Cells (4, 2), Cells (150, 6)) .NumberFormat = "##0,000"
Case 2
ActiveSheet .Range (Cells (4, 2), Cells (150, 6)) .NumberFormat = "##0"

End Select

With Application.Range(Cells (2, 1), Cells(2, 3)) .Borders(x1lBottom)
.Weight = x1Medium
.Color = RGB(0, 0, 0)

End With

With Application.Range(Cells (3, 1), Cells(3, 3)) .Borders(xlBottom)
.Weight = x1Thin
.Color = RGB(0, 0, 0)

End With

With Application.Range(Cells (3, 1), Cells(Epitop(VergleichsAuswahl) .AnzFaktoren

4, 1)) .Borders (x1Right)
.Weight = x1Thin
.Color = RGB(0, 0, 0)
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End With
End Sub

Sub Tabelle3Formatieren()

'8te Spalte
ActiveSheet.Cells
ActiveSheet.Cells
ActiveSheet.Range

1, 1) .Font.Color = RGB(255, 0, 0)
1, 2).Font.Color = RGB(255, 0, 0)

Cells

(
(
( 1), Cells(1l, 6)) .NumberFormat = "##0"
(

(11
ActiveSheet .Range (Cells (4, 4), Cells (200, 6)) .NumberFormat = "##0.000"
Cells (200, 8)) .NumberFormat = "##0.00"

ActiveSheet .Range (Cells (4, 8),
With Application.Range(Cells (2, 1), Cells(2, 8)) .Borders (x1Bottom)
.Weight = x1Medium
.Color = RGB(0, 0, 0)
End With
With Application.Range(Cells (3, 1), Cells(3, 8)) .Borders (x1Bottom)
.Weight = x1Thin
.Color = RGB(0, 0, 0)
End With

With Application.Range (Cells (3, 1), Cells(Epitop(VergleichsAuswahl) .AnzFaktoren + _

3, 1)) .Borders (x1Right)
.Weight = x1Thin
.Color = RGB(0, 0, 0)
End With
End Sub

Sub Farbe (Zeile, Spalte, Wert)
FarbWert = Int (Wert * 10)
If FarbWert > 255 Then FarbWert = 255

ActiveSheet.Cells (Zeile, Spalte).Interior.Color = RGB(FarbWert, FarbWert,

End Sub

'HILFS-ROUTINEN

Sub InhaltLd&schen()

'Loscht Inhalt des aktuellen Tabelleblatts
Cells.Select
Selection.ClearContents
Range ("A1l") .Select

End Sub

Sub InhaltEingabeLdschen ()

'Léscht Inhalt des Tabelleblatts "Eingabe"
ActiveSheet.Range (Cells (5, 1), Cells (50, 2)).ClearContents
Range ("A1l") .Select

End Sub

' FUNKTIONEN

Function AnalysiereAllelNr (Allel As String, Nr As Integer) As Integer
'Analysiert die laufende Nr des Allels eines Locus; gibt Nr, 0 ("-"),
'oder Fehler 65535 (anderes Zeichen, auch " ") zurltck
Dim z&hlerZ As Integer
Select Case Allel
Case n_n
AnalysiereAllelNr = 0
Exit Function
Case n “I Il?ll
AnalysiereAllelNr = 999
Exit Function
Case "#"
AnalysiereAllelNr = 998
Exit Function
End Select
zahlerZ = 1
Do While z&hlerZ <= Epitop (Nr) .AnzAllele
If Allel = Epitop(Nr) .FaktorenName (zdhlerZ) Then
AnalysiereAllelNr = zahlerZz
Exit Function
End If
zédhlerZ = zdhlerZ + 1
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Loop
Error 65535
End Function

Function Chi(a, u b, ¢, d) As Single
'Berechnet Chi-Quadrat und gibt "Leer" als Ergebnis, wenn unerlaubte Division
'durch 0 erfolgte
n=a+ub+c+d
If (a + ub) * (a +c) * (uUub + d) * (c + d) <> 0 Then
Select Case YatesFlag
Case True
Chi = (n * (Abs(a *d -ub*c¢c) - (n/2) "2 /
((a +ub) * (a+c) * (ub +d * (c +d))

Case False
Chi = (n * (Abs(a * d - ub *c¢c)) * 2) /
((a + ub) * (a+c) * (ub + d)

* (c + d))
End Select

Else: Chi = Empty
End If
End Function

Function OddsRatio(a, u b, ¢, d) As Single
'Berechnet OddsRatio und gibt "Leer" als Ergebnis, wenn unerlaubte Division
'durch 0 erfolgte
Haldane = False
If a <> 0 And ub <> 0 And ¢ <> 0 And d <> 0 Then
Select Case Haldane
Case True
OddsRatio = 0
Case False
OddsRatio = (a * d) / (ub * c)
End Select
Else: OddsRatio = Empty
End If
End Function

Function DeltaWert(a, u b, ¢, d) As Single

'Berechnet Deltawert und gibt "Leer" als Ergebnis, wenn unerlaubte Division
'durch 0 erfolgte

n=a+ub+c+d

r= ((a+ub) / n)
a= ((a +c) / n)
Select Case DeltaFlag
Case 1
Case 2

If n <> 0 Then
DeltaWert = Sgr(d / n) - Sgr((ub +d) * (¢ +4d) / (n " 2))
Else: DeltaWert = Empty
End If
Case 3
If n <> 0 Then
Dstore = n - r * g
If Dstore > 0 Then

Ifr* (1 -q9g) <g* (1L - r) Then Dmax = r * (1 - gq) Else _
Dmax = q * (1 - 1)
Else: If r * g < (1 - r) * (1 - gq) Then Dmax = r * g Else _
Dmax = r * g < (1L - r) * (1 - q)
End If

DeltaWert = Dstore / Dmax
Else: DeltaWert = Empty
End If
End Select
End Function

Function p(ChiWert) As Single
'Liefert die Signifikanz (p) des Chi-Wertes in 5 Kategorien
Select Case ChiWert
Case Empty

p = Empty
Case Is > 15
p = 0.0001
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Case Is < 3.841
p=20
Case Is < 6.635
p = 0.05
Case Is < 7.879
p = 0.01
Case Is < 10.83
p = 0.005
Case Is < 12.12
p = 0.001
Case Is < 15.15
p = 0.0005
Case Is < 16.47
p = 0.0001
Case Is < 19.61
p = 0.00005
Case Is < 21.04
p = 0.00001
Case Is < 25.06
= 0.000005

End Select
p = p * Bonferroni
End Function

Function ZeilenAnzahl (SpaltenNr) As Integer
'Zédhlt die Zeilen der Spalte (SpaltenNr), die einen Eintrag haben
Dim zdhler As Integer
zdhler =1
Do While Cells(zahler, SpaltenNr) .Value <> ""
zédhler = zdhler + 1
Loop
ZeilenAnzahl = zahler - 1
End Function

Function SpaltenAnzahl (ZeilenNr) As Integer
'Zahlt die Spalten der Zeile (ZeilenNr), die einen Eintrag haben
Dim z&dhler As Integer
zdhler = 1
Do While Cells(ZeilenNr, zahler) .Value <> ""
zdhler = zahler + 1
Loop
SpaltenAnzahl = zdhler - 1
End Function
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