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Zusammenfassung 

Malaria ist eine durch weibliche Anopheles-Mücken übertragene Infektionskrankheit, die 

bereits seit tausenden von Jahren zu Erkrankungen und Todesfällen beim Menschen führt. 

Obwohl sich die Anzahl der Malariafälle laut der Weltgesundheitsorganisation in den letzten 

Jahren stetig reduziert hat, ist die Anzahl der Erkrankungen und Todesfälle nach wie vor sehr 

hoch. Besonders Kinder sind anfällig. Jede zweite Minute stirbt ein Kind an Malaria. 

Die Hauptursache für diese Todesfälle ist das Auftreten der schweren Malaria, welche u. a. in 

Form von Anämie, Splenomegalie, pulmonale Ödeme, Leber- und Nierenversagen, 

Thrombozytopenie, Hypoglykämie und zerebralen Malaria auftreten kann. Die schwere 

Malaria tritt vor allem bei einer Plasmodium falciparum-Infektion auf. Allerdings wurde sie 

in den letzten Jahren ebenfalls für Plasmodium vivax-Infektionen vermehrt beobachtet. Die 

hohe Pathogenität dieser Parasiten wird u. a. mit der Zytoadhäsion der reifen 

intraerythrozytären Stadien (Trophozoiten und Schizonten) in den mikrovaskulären Gefäßen 

assoziiert, welche es ihnen ermöglicht eine Eliminierung durch die Milz zu vermeiden. 

In dieser Arbeit wurden mit Hilfe eines laminaren Flusssystems Untersuchungen zur 

Charakterisierung der Zytoadhäsion von P. falciparum infizierten Erythrozyten (PfiE) an die 

humanen Endothelrezeptoren CD36, ICAM-1, CD9 und P-Selektin durchgeführt. Hierfür 

wurden transgene CHO-Zelllinien (engl. chinese hamster ovary cells), welche die Rezeptoren 

auf der Oberfläche trugen, verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass die PfiE bei einer 

Scherkraft von ≤ 4 dyn/cm² an CD36 adhärierten und anschließend über die Zelloberfläche 

rollten. Die Adhäsion an ICAM-1 und P-Selektin fand ebenfalls bei ≤ 4 dyn/cm² statt und war 

statisch. Auf CD9 erfolgte die Adhäsion bei einer Scherkraft von ≤ 2 dyn/cm². Die meisten 

der an CD9 adhärierten PfiE wiesen ebenfalls eine statische Bindung auf, nur für wenige 

dieser Zellen konnte eine rollende Bewegung beobachtet werden. Weitere Ergebnisse deuten 

darauf hin, dass das Bindungsverhalten nicht nur vom Rezeptor, sondern auch vom P. 

falciparum-Liganden (Plasmodium erythrocyte membran protein 1 (PfEMP1)) abhängig ist. 

Anhand der erzielten Ergebnisse wurde in dieser Arbeit eine neue Hypothese für die Dynamik 

der Zytoadhäsion von PfiE an Endothelzellen aufgestellt. 

Des Weiteren wurde eine Lokalisationsstudie von P. vivax-Proteinen aus der VIR-

Proteinfamilie durchgeführt, welche sowohl mit der Antigenvariation als auch mit der 

Zytoadhäsion assoziiert werden. Da eine kontinuierliche in vitro Kultur von P. vivax derzeit 

nicht möglich ist, wurden hierfür transgene P. falciparum-Zelllinien generiert.  

Es konnte sowohl ein Export als auch eine unterschiedliche Lokalisation der P. vivax VIR-

Proteine nachgewiesen werden, was auf unterschiedliche Funktionen der Proteine hindeutet. 



Zusammenfassung 

 

5 

 

Zudem wurde ein VIR-Protein (VIR21-like - PVX_088790) identifiziert, welches an die 

Erythrozytenmembran exportiert wird und somit eine Rolle bei der Zytoadhäsion von P. vivax 

spielen könnte. 

Die Zytoadhäsion ist ein wichtiger Pathogenitätsfaktor bei der Malariaerkrankung und kann 

sowohl bei einer P. falciparum- als auch bei einer P. vivax-Infektion zur schweren Malaria 

führen, welche tödlich enden kann. Aus diesem Grund ist es von großer Wichtigkeit diesen 

Mechanismus genauer zu charakterisieren, damit geeignete Therapien und Impfstoffe gezielt 

entwickelt werden können. 
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Summary 

Malaria is an infectious disease transmitted by female Anopheles mosquitoes which is leading 

to diseases and deaths in human history for thousands of years. 

Although the number of malaria cases has steadily been reduced in recent years according to 

the World Health Organization, the number of illnesses and deaths is still very high. 

Especially children are vulnerable. Every second minute a child dies of malaria. 

The main cause of these deaths is the occurrence of severe malaria which can occur, i. a. in 

form of anemia, splenomegaly, pulmonary edema, liver and kidney failure, thrombocytopenia, 

hypoglycemia and cerebral malaria. Severe malaria occurs mainly during a Plasmodium 

falciparum infection. However, in recent years it has also been observed in Plasmodium vivax 

infections. The high pathogenicity of these parasites is associated with the cytoadhesion of the 

mature intraerythrocytic stages (trophozoites and schizonts) at the microvasculature which 

allows them to avoid the elimination by the spleen. 

In this work, the cytoadhesion of P. falciparum infected erythrocytes (PfiE) to the human 

endothelial receptors CD36, ICAM-1, CD9 and P-selectin was characterized using a laminar 

flow system. For this purpose, transgenic CHO cell lines (chinese hamster ovary cells) 

carrying the receptors on the surface were used. It was shown that the PfiE adhered to CD36 

at a shear stress of ≤ 4 dynes/cm² and then rolled over the cell surface. Adhesion to ICAM-1 

and P-selectin also occurred at ≤ 4 dynes/cm² and was stationary. On CD9 the adhesion was 

observed at a shear stress of ≤ 2 dynes/cm². Most of the PfiE which adhered to CD9 also 

showed a stationary binding, only for a few of these cells rolling could be observed. Further 

results indicate that the binding behaviour depends not only on the receptor, but also on the P. 

falciparum ligand (Plasmodium erythrocyte membranprotein 1 (PfEMP1)). Based on the 

results, a new hypothesis for the dynamics of the cytoadhesion of PfiE to endothelial cells was 

proposed. 

Furthermore, a localization study of P. vivax proteins of the VIR protein family was 

performed. This protein family is thought to be associated with both, antigen variation and 

cytoadhesion. Since a continuous in vitro culture of P. vivax is currently not possible, 

transgenic P. falciparum cell lines were generated. 

An export as well as a different localization of the P. vivax VIR proteins could be detected 

which indicates different functions of the proteins. In addition, a VIR protein (VIR21-like - 

PVX_088790) was identified which is exported to the erythrocyte membrane and could play a 

role in the cytoadhesion of P. vivax. 
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Cytoadhesion is an important pathogenicity factor in malarial disease and can lead to severe 

malaria in both P. falciparum and P. vivax infections which can be fatal. For this reason, it is 

of great importance to characterize this mechanism more precisely, so that suitable therapies 

and vaccines can be developed in a targeted manner. 
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1 Einleitung 

 

1.1 Malaria 

Die Malaria ist eine durch weibliche Anopheles-Mücken übertragene Infektionskrankheit, die 

bereits seit tausenden von Jahren zur Erkrankungen und Todesfällen beim Menschen führt. 

Die erste Beschreibung einer Krankheit, bei der es sich um Malaria handeln könnte, stammt 

aus einem chinesischen Bericht aus dem Jahr 2700 v. Chr. (Cox, 2010). Andere Berichte aus 

den Jahren 850 - 400 v. Chr. beschreiben charakteristische Symptome, wie Fieberschübe und 

vergrößerte Milz bei Personen, die in sumpfigen Gebieten lebten. Lange Zeit dachte man aus 

diesem Grund, dass die Krankheit durch die Luft in den Sümpfen verursacht wurde, daher der 

Name Malaria aus dem Italienischen „mala aria“, das übersetzt „schlechte Luft“ bedeutet 

(Cox, 2010). Im Jahr 1880 entdeckte Charles L. A. Laveran den wahren Malariaerreger 

(Laveran, 1881) und 1887 wurde die Übertragung des Erregers mit Mücken in Verbindung 

gebracht (Ross, 1897).  

Malaria kommt hauptsächlich in den tropischen und subtropischen Regionen vor (Siehe 

Abb. 1) und ist auch heute noch eine der bedeutendsten Infektionskrankheiten weltweit. Circa 

die Hälfte der Weltbevölkerung lebt heute in Malariarisikogebieten.  

 

Malariafälle        

Abbildung 1: Verbreitungsgebiet der Malariafälle. Die Karte zeigt die Verbreitung sowie Häufigkeit der 

Malariafälle weltweit im Jahr 2015. Laut dem letzten Bericht (2016) der Weltgesundheitsorganisation (WHO) 

gab es im Jahr 2015 etwa 212 Mio. Malariafälle weltweit und ca. 429.000 davon endeten tödlich. Quelle: 

WHO, World Malaria Report 2016. 
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Die letzten Jahre waren in vielerlei Hinsicht sehr optimistisch in Bezug auf die 

Malariabekämpfung. Laut dem letzten Bericht der Weltgesundheitsorganisation (WHO) gab 

es eine Reduzierung von 21 % bei den Erkrankungsfällen sowie von 29 % bei den 

Todesfällen zwischen 2010 und 2015. Dennoch erkrankten im Jahr 2015 weltweit ca. 212 

Millionen Menschen an Malaria und ca. 429.000 starben infolge der Krankheit. Besonders 

betroffen sind Kinder unter fünf Jahren. Allein im Jahr 2015 starben 303.000 Kinder dieser 

Altersstufe an Malaria. Damit bleibt Malaria, trotz einer Verbesserung der Statistik, die 

Hauptursache der Todesfälle bei Kindern unter fünf Jahren (WHO, 2016). In anderen Zahlen 

ausgedrückt, bedeutet das, dass alle zwei Minuten ein Kind an Malaria stirbt. 

 

1.2 Der Malariaerreger und die Verlaufsform der Krankheit 

Malaria wird durch einzellige eukaryotische Parasiten der Gattung Plasmodium verursacht. 

Diese gehören wiederum zum Phylum der Apicomplexa, dem viele wichtige human- und 

tiermedizinisch relevante Parasiten wie z. B. Toxoplasma, Theileria Eimeria, Babesia und 

Cryptosporidium zugeordnet sind (Cowman und Crabb, 2006).  

Es gibt vier humanpathogene Plasmodienarten (P. malariae, P. ovale, P. vivax und P. 

falciparum) sowie eine fünfte Art (P. knowlesi), deren natürlicher Wirt der Javaneraffe ist, 

aber auch den Menschen infizieren kann (Cox-Singh und Singh, 2008; Schottelius et al., 

2010). Die verschiedenen Plasmodienarten führen zu unterschiedlichen Verlaufsformen der 

Krankheit beim Menschen. Dabei können vier Verlaufsformen unterschieden werden, die sich 

hauptsächlich anhand der auftretenden Fieberschübe differenzieren lassen. Malaria quartana 

(P. malariae), bei der die Fieberschübe alle 72 Stunden auftreten, Malaria tertiana (P. ovale, 

P. vivax), mit Fieberschüben alle 48 Stunden, Malaria quotidiana (P. knowlesi), die tägliche 

Fieberschübe zeigt und Malaria tropica (P. falciparum), bei der die Fieberschübe 

unregelmäßig auftreten (WHO, 2016). Die unterschiedlichen Zeitabstände zwischen den 

Fieberschüben sind auf die Dauer des intraerythrozytären Zyklus der einzelnen 

Plasmodienarten zurückzuführen (Siehe Punkt 1.3). Am Ende des intraerythrozytären Zyklus 

kommt es zum Platzen der Plasmodium-infizierten Erythrozyten, wodurch Antigene und 

andere parasitäre Toxine, wie z. B. Glycosylphosphatidylinositol (GPI) oder Hämozoin 

(Abbauprodukt des Hämoglobins) freigesetzt werden (Schofield et al., 1993; Arese und 

Schwarzer, 1997; Schofield et al., 2002). Dies verursacht eine Immunantwort, wodurch die 

Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen, wie beispielsweise dem 

Tumornekrosefaktor (TNF), induziert wird (Kwiatkowski et al., 1989).  
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Im Allgemeinen kann der Krankheitsverlauf von asymptomatisch bis zu einem Verlauf mit 

schweren Komplikationen, die tödlich enden können, variieren. Die meisten 

Malariasymptome ähneln denen einer Grippe mit Fieber, Schüttelfrost, Kopf- und 

Gliederschmerzen, Übelkeit und Erbrechen.  

Die Mehrheit der Malariafälle werden durch P. falciparum und P. vivax verursacht, wobei P. 

vivax eine größere Relevanz außerhalb Afrikas besitzt, wo er für 41 % der Fälle 

verantwortlich ist, während P. falciparum weltweit eine starke Bedrohung darstellt (WHO, 

2016). P. falciparum ist der gefährlichste der Malariaerreger. 99 % der Malariatodesfälle im 

Jahr 2015 wurden durch die Infektion mit P. falciparum verursacht. Diese kann zu schweren 

Krankheitsverläufen führen, welche in Form von Anämie, Splenomegalie (Vergrößerung der 

Milz), Atemnot, pulmonale Ödeme, Krämpfe, Nierenversagen, Thrombozytopenie, 

Hypoglykämie und zerebralen Malaria auftreten können (Philpott und Keystone 1987, 

Trampuz et al., 2003; Wassmer et al., 2015).  

Auch wenn die Anzahl der fatalen Fälle durch P. vivax-Malaria im Vergleich zu P. 

falciparum erheblich geringer ist, tauchten vor allem in den letzten Jahren immer wieder Fälle 

schwerer P.vivax-Malaria auf, wo die obengenannten klinischen Symptomen zu beobachten 

waren (Kocher et al., 2005; Anstey et al., 2007; Zubairi et al., 2013). Bei P. falciparum ist die 

Entwicklung der schweren Malariaform mit der Zytoadhäsion der infizierten Erythrozyten 

(iE) in das mikrovaskuläre Gefäßsystem diverser Organe (Gehirn, Lunge, Herz, Leber, Niere) 

sowie des subkutanen Fettgewebes oder der Plazenta assoziiert (Franke-Fayard et al., 2010; 

Autino et al., 2012; Ponsford et al., 2012). Zytoadhäsion ist neben der Antigenvariation eine 

der wichtigsten Immunevasionsmechanismen des Erregers. Die P. falciparum infizierten 

Erythrozyten (PfiE) werden durch den Erreger modifiziert und erhalten so die Kapazität an 

mikrovaskulären Endothelzellen sowie an Thrombozyten und nicht infizierten Erythrozyten 

(Rosettierung) zu adhärieren (Rowe et al., 2009).  

Die Zytoadhäsion an mikrovaskulären Endothelzellen kann zu einer Sequestrierung der PfiE 

in den kleinen Kapillaren führen (Barnwell, 1989; Rogerson et al., 2004; Maier et al., 2009). 

Damit werden sie aus dem Blutstrom entfernt und umgehen so der Eliminierung durch die 

Milz (Chotivanich et al., 2002). Die adhärenten iE verursachen eine Behinderung des 

Blutflusses in den mikrovaskulären Blutgefäßen, welches zu einer endothelialen Dysfunktion, 

die wiederum zur Beeinträchtigung der Durchblutung in den Organen, Hypoxie und 

Laktatazidose führen kann (Dondorp et al., 2008; Miller et al., 2013). Ebenfalls wurde die 

Adhäsion der iE an Endothelrezeptoren mit der Ausschüttung von proinflammtorischen 

Zytokinen in Verbindung gebracht (Tripathi et al., 2009). 



Einleitung 

 

11 

 

1.3 Der Lebenszyklus der humanpathogenen Plasmodienarten 

Plasmodien besitzen einen sehr komplexen Lebenszyklus, bei dem extra- und intrazelluläre 

Parasitenstadien einen obligaten Wirtswechsel während ihres Lebenszyklus durchlaufen. 

Durch den Stich einer weiblichen Anopheles-Mücke bei einer Blutmahlzeit werden über die 

Speicheldrüse der Mücke Sporozoiten (infektiöses Parasitenstadium) unter die Haut des 

Menschen injiziert. Diese erreichen die Blutgefäße und gelangen über den Blutstrom in die 

Leber (Cowman et al., 2012, Prudencio, et al., 2006). Dort infizieren die Sporozoiten 

Leberzellen (Hepatozyten) und starten die asymptomatische exoerythrozytäre Schizogonie, 

wodurch sich die Parasiten asexuell vermehren und tausende von Tochterzellen (Merozoiten) 

bilden. Bei P. vivax und P. ovale kann es dazu kommen, dass sich die Sporozoiten nicht sofort 

weiterentwickeln, sondern ein Ruhestadium (Hypnozoit) bilden, das für Wochen bis Jahre in 

den Hepatozyten verbleiben kann. Während der Reifung der Merozoiten löst sich die 

parasitophore Vakuolenmembran auf. Von der Hepatozytenmembran gehen Ausläufer durch 

die Lebersinusoide in die die Merozoiten gepumpt werden. Die in einem Vesikel befindlichen 

Merozoiten (Merosom) werden dann in den Blutstrom abgegeben (Sturm et al., 2006). Nach 

dem Platzen des Merosoms gelangen die freien Merozoiten in die Blutbahn und infizieren 

sofort Erythrozyten. Damit beginnt die intraerythrozytäre Phase des Lebenszyklus. In dieser 

Phase vermehren sich die Merozoiten asexuell über mehrere Entwicklungsstadien (Ring-, 

Trophozoiten- und Schizontenstadium) und bilden je bis zu 32 neue Merozoiten. Diese 

werden nach der Ruptur der infizierten Erythrozyten wieder in den Blutstrom entlassen und 

infizieren erneut Erythrozyten. Dieser Zyklus wiederholt sich kontinuierlich und führt zu den 

oben beschriebenen klinischen Symptomen (Greenwood et al., 2005; Prudencio et al., 2006).  

Einige der Merozoiten entwickeln sich allerdings zu männlichen oder weiblichen 

Gametozyten und beginnen damit mit der sexuellen Phase des Lebenszyklus. Die 

Gametozyten werden von der weiblichen Anopheles-Mücke während der Blutmahlzeit 

aufgenommen und entwickeln sich weiter zu Makro- (♀) bzw. Mikrogameten (♂). Im Darm 

der Mücke findet die Befruchtung statt, wobei eine diploide Zygote entsteht. Die Zygote 

formt sich zu einem beweglichen Ookineten um und dringt in das Darmgewebe der 

Anopheles-Mücke ein, wo sie sich als Oozyste einnistet. Nach ca. 10 - 14 Tage entlässt die 

Oozyste zahlreiche ungeschlechtliche Sporozoiten, welche in die Speicheldrüse der 

Stechmücke vordringen, wo sie bei der nächsten Blutmahlzeit einen Menschen infizieren 

können (Matuschewski, 2006; Rowe et al., 2009; Portugal et al., 2011; Petter und Duffy, 

2015). 
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Abbildung 2: Lebenszyklus von Plasmodium falciparum. A: Bei der Blutmahlzeit einer weiblichen 

Anopheles-Mücke werden infektiöse Sporozoiten unter die Haut des Menschen injiziert, wobei diese über den 

Blutstrom in die Leber gelangen. B: In der Leber entwickeln sich die Sporozoiten zu Merozoiten. C: Diese 

werden anschließend erneut in den Blutstrom entlassen. D: Dort befallen die Merozoiten Erythrozyten und  

entwickeln sich über Ring-, Trophozoiten‐ und Schizontenstadium zu 16 bis 32 Tochtermerozoiten, welche den 

Erythrozyten wieder verlassen und neue Erythrozyten befallen. E: Einige Merozoiten jedoch entwickeln sich zu 

männlichen und weiblichen Gametozyten. F: Diese können von einer weiblichen Anopheles-Mücke über die 

Blutmahlzeit aufgenommen werden. G: Im Darm der Mücke entwickeln sie sich zu Gameten. Nach der 

Befruchtung entsteht ein beweglicher Ookinet, welcher in den Mitteldarm wandert und sich zu einer sessilen 

Oozyste ausdifferenziert. In dieser reifen die Sporozoiten heran. H: Nach der Ruptur der Oozyste transferieren 

die Sporozoiten in die Speicheldrüsen und werden bei einer erneuten Blutmahlzeit in den Menschen injiziert 

(nach Portugal et al., 2011). 

 

1.3.1 Der intraerythrozytäre Zyklus 
 

Der klinisch-relevante intraerythrozytäre Zyklus bei den humanpathogenen Plasmodienarten, 

kann je nach Art ca. 24 Stunden (P. knowlesi), 48 Stunden (P. falciparum, P. vivax und P. 

ovale) oder 72 Stunden (P. malariae) dauern. In den meisten Plasmodienarten sind die 

Interaktionen zwischen Parasit und Wirt noch weitgehend unbekannt. Daher wird im 

Folgenden basierend auf den Erkenntnissen aus der P. falciparum-Forschung die 
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Mechanismen der Invasion, des Proteintransports und der Wirtszellmodifikation dargestellt. 

Im Allgemeinen kann der intraerythrozytäre Zyklus in drei Entwicklungsstadien aufgeteilt 

werden: das Ring-, das Trophozoiten- und das Schizontenstadium.  

Nach der Ruptur des Merosoms werden die, in der Leber gebildeten Merozoiten in den 

Blutstrom entlassen, wo sie Erythrozyten infizieren. Hierbei ist P. falciparum im Vergleich zu 

anderen humanen Malariaerregern in der Lage alle Stadien der roten Blutzellen zu infizieren, 

während P. vivax und P. ovale eine starke Präferenz für junge Erythrozyten (Retikulozyten) 

haben. P. malariae dahingegen bevorzugt reife Erythrozyten (Garcia, 2010; Kerlin und 

Gatton, 2013).  

Der erste Kontakt mit der Wirtszelle ist reversibel und wird durch Proteine der MSP-Familie 

(engl. merozoite surface protein) hergestellt, bei der das bestcharakterisierte Protein, das 

MSP1 ist (Holder, 1988; Blackman et al., 1990; Lin et al., 2014). Bei diesem ersten Kontakt 

sind die Merozoiten in der Lage unterschiedliche Zelltypen zu unterscheiden (Bannister und 

Dluzewski, 1990). Sobald die Zielzelle als ein Erythrozyt erkannt wird beginnt eine 

Reorientierung des Merozoiten, so dass sich dessen apikaler Pol zum Erythrozyten richtet. 

Über die apikalen Organellen (Mikronemen, Rhoptrien) werden parasitäre Proteine sezerniert, 

die spezifisch an Rezeptoren auf der Oberfläche der Erythrozyten binden und die Invasion 

unterstützen (Duraisingh et al., 2003; Cowman und Crabb, 2006; Boyle et al., 2013). Zum 

Beispiel die Proteine der Zelladhäsions-Familien EBL (engl. erythrocyte binding-antigen) und 

PfRh (engl. reticulocyte binding–like homologues), welche in den Mikromenen bzw. 

Rhoptrien lokalisiert sind und für die Stabilisierung der Bindung durch Interaktion mit 

Oberflächenrezeptoren der Erythrozyten verantwortlich sind (Sim et al., 1992; Rayner et al., 

2000; Triglia et al., 2001; Cowman et al., 2012). Diese Zelladhäsions-Proteine weisen 

phänotypische Variationen auf, die es dem Parasiten ermöglichen mit unterschiedlichen 

erythrozytären Rezeptoren zu interagieren. In P. falciparum z. B. interagieren die meisten 

Proteine der EBL-Familie mit Glykophorine, wie EBA175 mit Glykophorin A, Ebl1 mit 

Glykophorin B, und EBA140, das mit Glykophorin C interagiert (Sim et al., 1994; Lobo et 

al., 2003; Maier et al., 2003; Mayer et al., 2009). PfRH4 bindet an den Komplement-Rezeptor 

1 (Tham et al., 2010) und PfRH5 interagiert mit CD147 (Crosnier et al., 2011). Als nächstes 

werden Rhoptrien-Neck-Proteine (RON-Komplex) und das AMA1 (engl. apical membrane 

antigen 1) vom Parasit sezerniert. Diese tragen bei der Bildung von „tight junction“ zwischen 

Parasit und Wirtszelle bei (Cowman et al., 2012). Vermutlich verbindet die „tight junction“ 

die Wirtszelle und die Parasitenmembran (PV) mit dem Aktin-Myosin-Motor des Merozoiten, 
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wobei davon ausgegangen wird, dass das Protein MTRAP (engl. merozoite thrombospondin-

related anonymous protein) hierbei eine Rolle spielt (Cowman et al., 2012).  

Allerdings bestehen noch Unklarheiten bezüglich der Hauptkomponenten, die diese 

Verbindung vermitteln sollen (Giovannini et al., 2011). Mit Hilfe des Aktin-Myosin-Motors 

bewegt sich die „tight junction“ vom apikalen zum posterioren Pol des Merozoiten (Keeley 

und Soldati, 2004). Gleichzeitig sezernieren die Rhoptrien, Lipide und Proteine (Bannister et 

al., 1986), die zum einen den Abbau von Elemente aus dem Zytoskelett des Erythrozyten 

induzieren und somit Invasion der Merozoiten erleichtern (Dasgupta et al., 2014) und zum 

anderen für die Formation der parasitophoren Vakuole (PV) und der parasitophoren 

Vakuolenmembran (PVM) (Riglar et al., 2011), die am Ende der Invasion den Merozoit 

umgeben, benötigt werden. Innerhalb von wenigen Stunden entwickelt sich der Merozoit zu 

dem sogenannten Ringstadium. Dieses bewegt sich frei innerhalb des iE und wechselt seine 

Form zwischen amöboid und discoidal (Grüring et al., 2011). Während des Ringstadium ist 

der Parasit metabolisch wenig aktiv, dennoch weist er ein hohes Expressionslevel von Genen 

auf, die für Proteine kodieren, welche in die Wirtszelle exportiert werden (Marti et al., 2004). 

Aus diesem Grund wird angenommen, dass das Ringstadium ein Stadium mit 

Wachstumsverzögerung ist, bei dem der Parasit diverse Wirtszellmodifikationen initiiert, die 

für sein späteres Wachstum und Überleben eine Rolle spielen (Spielmann et al., 2006b).  

Als nächstes entwickelt sich der Parasit vom Ring- zum Trophzoitenstadium. Dieses findet 

man beispielsweise bei den Plasmodienarten mit einem 48-stündigen intraerythrozytären 

Zyklus zwischen 18 - 36 Std. nach Invasion und wird durch ein rasches Wachstum 

charakterisiert, bei dem der Parasit bis zu zwei Drittel der Wirtszelle ausfüllt (Leech et al., 

1984). In dieser Phase kann auch die Bildung des Hämozoin-Pigments beobachtet werden. 

Dies entsteht durch den Abbau des Hämoglobins, welches als Nahrungsquelle vom Parasiten 

verwendet wird. Hierbei kann das giftige Häm des Hämoglobins nicht verwertet werden und 

akkumuliert als unlösliches Hämozoin in der Nahrungsvakuole des Parasiten (Slater und 

Cerami, 1992; Pagola et al., 2000; Hempelmann und Egan, 2002).  

Etwa 36 Std. nach der Invasion entwickelt sich schließlich das letzte Stadium der Blutphase, 

das Schizontenstadium. In dieser Phase entsteht durch eine mehrfach mitotische Kernteilung 

ohne Zytokinese ein (coenocytischer) mehrkerniger Schizont (Gerald et al., 2011). 

Anschließend werden die einzelnen Tochtergenome durch Einschnürung der nukleären 

Membran voneinander getrennt und es entstehen bis zu 32 neue Merozoiten, welche durch die 

Ruptur des Erythrozyten in den Blutstrom entlassen werden und erneut Erythrozyten befallen 

können (Cowman und Crabb, 2006).  
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1.3.2 Die Wirtszellmodifikationen während des intraerythrozytären Zyklus 

Durch die Infektion von Erythrozyten ergeben sich für die Plasmodien einige Vorteile, wie 

beispielsweise eine Immunevasion durch die Abwesenheit der durch den 

Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC – engl. major histocompatibility complex) kodierten 

Rezeptoren auf der Oberfläche der Erythrozyten (Scherf et al., 2008). Da Antigene erst dann 

von T-Lymphozyten erkannt werden können, wenn sie zuvor aufbereitet und auf diese 

spezifischen körpereigenen Rezeptoren präsentiert werden (MHC-Restriktion) (Zinkernagel 

und Doherty, 1974), stellt dies einen partiellen Immunevasionsvorteil für den Parasit dar. 

Dennoch stellt die Infektion von Erythrozyten in einigen Hinsichten eine Herausforderung für 

den Parasiten dar, wie z. B bei der Aufnahme von Nährstoffen. Insbesondere Nährstoffe, die 

von den Erythrozyten nicht bereitgestellt werden können (z. B Isoleucin) (Dhangadamajhi et 

al., 2010).  

Im Laufe des intraerythrozytären Zyklus des Parasiten, kommt es zu einer Reihe von 

Modifikationen in der Wirtszelle, die beispielsweise der Nährstoffaufnahme oder den 

Transport von Proteinen dienen sollen. Um Nährstoffen aus dem extrazellulären Milieu 

aufnehmen zu können, kommt es zur Induktion der so genannten NPPs (engl. New 

Permeability Pathways). Diese führen zu einer erhöhten Permeabilität der 

Erythrozytenmembran (EM), welche die Aufnahme von Zucker, Aminosäuren, Purine, 

Vitamine und Choline vermitteln und vermutlich auch bei der Entsorgung von 

Abfallprodukten involviert sind (Desai et al., 2000). Durch die erhöhte EM-Permeabilität 

könnte die hohe Hämoglobinkonzentration innerhalb der Zelle zu einer unkontrollierten 

Aufnahme an Flüssigkeit und damit zum Platzen der Wirtszelle führen (Dhangadamajhi et al., 

2010). Um die osmotische Stabilität der Wirtszelle zu gewährleisten verdaut der Parasit eine 

große Menge Hämoglobin (Lew et al., 2003), meistens durch die Zytostomen, eine große 

Phagosom-ähnliche Struktur des Parasiten (Elliot et al., 2008). Des Weiteren sind 20 - 25 Std. 

nach der Invasion einige Erweiterungen der PVM-Struktur zu erkennen, welche als 

tubovesikuläres Netzwerk (TVN) bezeichnet werden (Bannister et al., 2000) und ebenfalls an 

der Aufnahme von Nährstoffen sowie Lipiden beteiligt sind (Lauer et al., 1997; Lauer et al., 

2000; Haldar und Mohandas, 2007).  

Während des Ringstadiums kommt es ebenfalls zur Ausbildung von membranösen 

Vesikelstrukturen, den so genannten Maurer´schen Spalten (MC – engl. maurer´s clefts), 

welche bereits 1,5 - 3 Std. nach Invasion beobachtet werden können aber erst im 

Trophozoitenstadium nahe der EM ihre finale Ziellokalisation einnehmen (Grüring et al., 

2011; McMillan et al., 2013). Es wird angenommen, dass die Maurer´schen Spalten als 
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intermediäres Kompartiment bei der Sortierung und beim Transport von Proteinen an die EM 

eine Rolle spielen (Mundwiler-Pachtlatko und Beck, 2013). Eine große Anzahl von 

peripheren sowie integralen Membranproteinen konnten bereits in einer permanenten 

Assoziation mit den MC identifiziert werden (Lanzer et al., 2006). Zu den peripheren 

Proteinen zählen beispielsweise REX1 (engl. ring exported protein 1) (Hawthorne et al., 

2004) und das MSRP6 (engl. merozoite surface related protein 6) (Heiber et al., 2013), 

während die Proteine SBP1 (engl. skeleton binding protein 1) (Blisnick et al., 2000), 

MAHRP1 (engl. membrane associated histidine rich protein 1) (Spycher et al., 2003), PfMC-

2TM (engl. P. falciparum Maurer’s Clefts 2 Transmembrane) (Sam-Yellowe et al., 2004) und 

REX2 (engl. ring exported protein 2) (Spielmann et al., 2006b) zu den integralen Proteinen 

gehören.  

Des Weiteren konnten Proteine identifiziert werden, die nur vorübergehend mit den MC 

assoziiert waren und anschließend in der EM lokalisiert sind. Dies ist der Fall bei den 

Proteinen PfEMP3 (engl. P. falciparum erythrocyte membrane protein 3) und KAHRP (engl. 

knobs associated histidine rich protein) (Waterkeyn et al., 2000; Wickham et al., 2001) sowie 

Proteine, die von den Multigenfamilien rif (engl. repetitive interspersed family) (Khattab et 

al., 2006) und stevor (engl. subtelomeric variable open reading frame) (Kaviratne et al., 

2002; Przyborsky et al., 2005) kodiert werden. Diese vorübergehende Assoziation 

unterschiedlicher Proteine mit den MC lässt auf die vermutliche Transportfunktion der MC 

zurückführen. Ebenfalls der Transport des größten Virulenzfaktor, die Proteine der Familie 

PfEMP1 (engl. P. falciparum erythrocyte membrane protein 1), bei P. falciparum soll über 

die MC stattfinden (Cyrklaff et al., 2011). Weitere Strukturen, die eine Rolle beim 

Proteintransport eine Rolle spielen könnten, sind die mobilen punktförmigen Strukturen, die 

kürzlich identifiziert wurden und J- bzw. K-Dots genannt wurden (Külzer et al., 2010; Külzer 

et al., 2012; Kats et al., 2014). Dennoch ist die genaue Zusammensetzung sowie Funktion 

dieser Strukturen noch nicht untersucht worden. 

 

Abbildung 3: Modifikation der Wirtszelle während des intraerythrozytären Zyklus bei Plasmodium 

falciparum. Während der intraerythrozytären Entwicklung des Parasiten finden zahlreiche Modifikationen 

statt. Zu den zählen beispielsweise die Bildung eines tubovesikulären Netzwerk sowie der Maurer´schen 

Spalten und der Knobs. (nach Meier et al., 2009; modifiziert)   
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Eine weitere wichtige Modifikation der Wirtszelle ist die Bildung von elektronendichten 

kelchförmigen Strukturen auf der Oberfläche der infizierten Erythrozyten, welche Knobs 

genannt werden (Luse et al., 1971; Langreth et al., 1978; Kilejian, 1979).  

Der Hauptbestandteil der Knobs ist das Protein KAHRP (Taylor et al., 1987; Crabb et al., 

1997). Dieses interagiert mit Proteinen aus dem Zytoskelett der Erythrozyten, wie Spektrin, 

Aktin oder Ankyrin (Magowan et al., 2000; Oh et al., 2000; Pei et al., 2005), sowie mit den 

Proteinen der PfEMP1-Familie (Waller et al., 1999), die auf der Oberfläche der iE lokalisiert 

sind und bei der Immunevasion (Antigenvariation und Zytoadhäsion) der Parasiten eine 

wichtige Rolle spielen (Flick und Chen, 2004; Pasternak und Dzikowski, 2009). Der 

Zeitpunkt der Entstehung der Knobs korreliert mit dem Zeitpunkt, in dem der Parasit die 

Zytoadhäsion der iE an Endothelzellen induziert sowie mit dem Nachweis der zytoadhärenten 

Proteine der PfEMP1-Familie auf der Oberfläche der infizierten Zellen (Gardner et al., 1996, 

Kriek et al., 2003). Die Knobs dienen als Plattform für die Präsentation des im Zytoskelett 

verankerten PfEMP1 auf der Oberfläche der iE (Wickham et al., 2001; Rug et al., 2006). 

Allerdings konnte kürzlich gezeigt werden, dass infizierte Erythrozyten, die keine Knobs 

mehr bildeten ebenfalls in der Lage waren zu zytoadhärieren (Tilly et al., 2015). 

 

1.4 Der Proteinexport 

Das Überleben und die Prävalenz des Parasiten im Wirt erfordert eine Reihe an 

Modifikationen, die in den Wirtszellen vorgenommen werden. Diese dienen vor allem dem 

Im- bzw. Export von Nährstoffen und Abfallprodukten sowie dem Export von Proteinen, 

welche eine wichtige Rolle bei der Immunevasion der Parasiten spielen, an die Oberfläche der 

iE. Eine Herausforderung, die den Parasit dazu brachte, einen Transportmechanismus 

innerhalb der Wirtszelle zu etablieren, da Erythrozyten keinen endogenen 

Transportmechanismus besitzen.   

Bis heute sind die meisten Komponenten sowie Transportwege dieses Mechanismus 

unbekannt. Das aktuelle Modell für den Proteinexport bei Plasmodium (nach Elsworth et al., 

2014; Spielmann und Gilberger, 2015) (Siehe Abb. 4) nimmt an, dass die Proteine 

kotranslational in das endoplasmatische Retikulum (ER) eintreten, wobei sich lösliche 

Proteine im ER-Lumen befinden, während Proteine, die eine Transmembrandomäne (TM) 

besitzen, in die Membran vom ER integriert werden. Im ER erfolgt die Erkennung des 

Exportsignals, welches vermutlich durch Chaperonen geschieht. Hierbei lassen sich die zu 

exportierenden Proteine in zwei Gruppen unterscheiden. Die PEXEL-Proteine (engl. 

Plasmodium export element) und die so genannten PNEPs (engl. PEXEL negative exported 
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proteins) (Siehe Punkt 1.4.1). Für die Proteine mit einem PEXEL-Motiv (RxLxE/Q/D) (Marti 

et al., 2004) konnte gezeigt werden, dass das Protein dort am konservierten Leucin 

(RxLꜜxE/Q/D) proteolytisch durch die Aspartatprotease Plasmepsin V gespalten (Boddey et 

al., 2010; Russo et al., 2010) und anschließend N-acetyliert wird (Chang et al., 2008; Boddey 

et al., 2009), wobei die genaue Funktion der N-Acetylierung beim Export nicht bekannt ist 

(Spillman et al., 2015).  

Es wurde postuliert, dass das PEXEL-Motiv mit dem Phospholipid PI3P 

(Phosphatidylinositol-3-Phosphat) an der Lumen-Seite der ER-Membran interagiert, bevor es 

gespalten wird (Bhattacharjee et al., 2012). Dennoch konnte eine kürzlich publizierte Studie 

zeigen, dass das PEXEL-Motiv nicht in der Lage ist an PI3P zu binden. Zudem konnte 

gezeigt werden, dass PI3P nicht in der ER konzentriert ist, sondern in der Nahrungsvakuole 

sowie in der Apikoplastenmembran (Boddey et al., 2016). Anschließend werden die Proteine 

vermutlich durch Transportvesikel in die Parasiten-Plasmamembran (PPM) transportiert. Hier 

werden die löslichen Proteine, nach Fusion der Transportvesikel mit der PPM, in die 

parasitophoren Vakuole (PV) abgegeben, während die Transmembranproteine in die PPM 

integriert werden und von dort erst extrahiert werden müssen, bevor sie weiter exportiert 

werden (Grüring et al., 2012; Marti und Spielmann, 2013).  

Der weitere Transport über die parasitophore Vakuolenmembran (PVM) in das erythrozytäre 

Zytosol könnte über das Translokon PTEX (engl. Plasmodium translocon of exported 

proteins) erfolgen, wobei die Proteine vorher mit Hilfe von Chaperonen entfaltet werden. 

PTEX ist ein membranassoziierter Komplex, der aus fünf Komponenten besteht: PTEX88, 

PTEX150, EXP2 (engl. exported protein 2) und Trx2 (engl. thioredoxin 2) sowie das 

Chaperon HSP101 (engl. heat shock protein 101) (De Koning-Ward et al., 2009) (Siehe Abb. 

4B). Letzteres könnte eine Rolle bei der Entfaltung der zu exportierenden Proteinen spielen 

(Spillman et al., 2015). Lösliche Proteine erreichen das Zytosol der Erythrozyten und 

gelangen schließlich durch Diffusion und Interaktion mit spezifischen Bindungsdomänen an 

ihren Zielort (Marti und Spielmann, 2013; Spielmann und Gilberger, 2015). Hier scheinen die 

Maurer´schen Spalten beim Sortieren und Exportieren der Proteine eine entscheidende Rolle 

zu spielen (Mundwiler-Pachtlatko und Beck, 2013).  

Ein Geheimnis bleibt jedoch, wie Proteine mit einer Transmembrandomäne von der PVM 

über das Zytosol in die MC gelangen. Hierbei wird postuliert, dass die Transmembranproteine 

ebenfalls in löslicher Form als Proteintransportaggregat (PTA) zu den Maurer´schen Spalten 

gelangen (Papakrivos et al., 2005; Grüring et al., 2011; Grüring et al., 2012). Diese Theorie 

wird durch die Entdeckung der so genannten J-Dots im Erythrozytenzytosol unterstützt.  
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Abbildung 4: Aktuelles Modell für den Export von löslichen und nicht löslichen Proteinen in P. 

falciparum.  Überblick der wichtigsten Schritte des Exports 1 – 3 (gelbe Kreise). Die Exportschritte werden hier  

sowohl für ein lösliches PEXEL-Protein (grün) als auch für ein PNEP mit einer Transmembrandomäne (orange) 

dargestellt. Kreis 1: Die exportrelevanten Ereignisse im endoplasmatischen Retikulum (ER). Hier werden 

lösliche Proteine, mit Hilfe von Translokatoren, kotranslational ins ER transportiert. Gleichzeitig wird das 

PEXEL-Motiv (rot) durch Plasmepsin V (PMV) gespalten, wobei der reife N-Terminus entsteht. Die PNEP 

werden mit Hilfe der TM ans ER aggregiert. Kreis 2: Die Proteine werden vesikulär Richtung 

Parasitenmembran (PM) transportiert. Diese fusionieren mit der PM, wobei die löslichen Proteine in die 

parasitophore Vakuole (PV) abgegeben werden, während die Transmembranproteine erst an die PM assoziieren 

und für den Weitertransport eine Extraktion benötigen. Von der PV aus werden die Proteine über das 

Translokom PTEX (im Detail im blauen Kasten) durch die parasitophore Vakuolenmembran (PVM) 

transportiert. Hierbei werden die Proteine für die Translokation entfaltet. Für die Entfaltung der Proteine spielen 

Chaperone, wie z. B. die PTEX-Komponente Hsp101, eine wichtige Rolle. Kreis 3: Das Sortieren und den 

Weitertransport der Proteine nach der Translokation durch die PVM. Lösliche Proteine erreichen ihr Ziel oder 

Zwischenziel durch Diffusion, während Transmembranproteine vermutlich in sogenannten 

Proteintransportaggregate (PTA) weiter transportiert werden. Viele Proteine werden erst zu den Maurer`schen 

Spalten (MC) transportiert. Hier werden die Transmembranproteine vermutlich über ein Translokom (markiert 

durch ein Fragezeichen) in die Maures`sche Spalten-Membran (MCM) integriert. Von den MC soll der 

Transport der Proteine zu der Erythrozytenmembran (EM) mit Hilfe von sogenannten EDVs (engl. electron 

dense vesicles) erfolgen, die dann entweder über „tether“ (T) oder oder Aktinstränge Richtung EM wandern. 

Sec61: ER-assoziiertes Translokom. K: Knobs. (Abbildung 4A: nach Spielmann und Gilberger, 2015; 

Abbildung 4B: nach Boddey und Cowman, 2013; modifiziert).    
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Diese sind Chaperonkomplexe, welche aus einem parasitären Chaperon (HSP40) und einem 

erythrozytären Chaperon (HSP70) bestehen, welche mit den Transmembranproteinen ein PTA 

bilden könnten und vermutlich beim Transport von Proteinen eine Rolle spielen (Banumathy 

et al., 2002; Külzer et al., 2010; Külzer et al., 2012). Der letzte Schritt des Exports für die 

Proteine die an die Erythrozytenoberfläche transportiert werden, könnte schließlich von den 

Maurer´schen Spalten in sogenannten EDVs (engl. electron dense vesicles) über dünne 

Halterungen (Tether) oder Aktinsträngen erfolgen, welche eine Verbindung zwischen MC 

und EM bilden (Spielmann und Gilberger, 2015).  

 

1.4.1 Die Exportsignale 

Wie bereits oben erwähnt, können die exportierten Proteine in zwei Gruppen aufgeteilt 

werden. Die PEXEL-Proteine und die PEXEL-negativen Proteine (PNEPs). Das PEXEL-

Motiv, auch VTS (engl. vacuolar targeting signal) genannt (Hiller et al., 2004; Marti et al., 

2004), ist ein konserviertes Motiv bestehend aus fünf Aminosäuren (RxLxE/Q/D), welches 20 

- 30 Aminosäuren entfernt des N-terminalen Signalpeptids lokalisiert ist. Die konservierte 

Lokalisierung des PEXEL-Motivs innerhalb des Proteins (Sargeant et al., 2006) gewährleistet 

die kotranslationale Spaltung des Proteins durch Plasmepsin V (Boddey et al., 2016). Die 

Spaltung des PEXEL-Motivs ist essentiell für den Export der Proteine (Chang et al., 2008; 

Boddey et al., 2009; Boddey et al., 2010; Russo et al., 2010; Sleebs et al., 2014). Hierbei sind 

die hoch konservierten Aminosäuren in den Positionen 1 (Arginin - R) und 3 (Leucin - L) 

entscheidend für die Spaltung durch Plasmepsin V, welche nach Leucin zwischen den 

Positionen 3 und 4 geschieht (RxLꜜxE/Q/D), während die semi-konservierte Position 5, 

welche aus den Aminosäuren Glutaminsäure (E), Glutamin (Q) oder Asparaginsäure (D) 

bestehen kann, wichtig für den Export ist (Marti et al., 2004; Hiller et al., 2004; Sargeant et 

al., 2006; Boddey et al., 2009). Der, nach der Spaltung entstandene N-Terminus (xE/Q/D), 

auch als reifer N-Terminus bekannt, soll als Signal für die Lenkung des Proteins in die PV 

dienen, wo sie anschließend über die PVM über ein Translokon in das Erythrozytenzytosol 

transportiert werden (Boddey et al., 2009; Boddey und Cowman, 2013). Es konnte gezeigt 

werden, dass künstlich-erzeugte reife N-Termini ebenfalls zum Export führten (Grüring et al., 

2012). Dies weist darauf hin, dass die Anwesenheit eines reifen N-Terminus im ER 

ausreichend ist, um den Export zu vermitteln (Grüring et al., 2012; Spielmann und Gilberger, 

2015; Spillman et al., 2015).  

Die zweite Gruppe von exportierten Proteinen umfasst die PEXEL-negativen Proteine, 

welche wie aus dem Namen zu entnehmen ist, kein PEXEL-Motiv besitzen. Bis heute konnte 
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kein übereinstimmendes Sequenzmotiv zwischen den PNEPs gefunden werden (Spycher et 

al., 2006; Haase et al., 2009; Saridaki et al., 2009; Pachlatko et al., 2010), was die 

Vorhersage und Identifizierung der PNEPs im Vergleich zu den PEXEL-Proteinen 

schwieriger macht. Den klassischen PNEPs fehlt das N-terminale Signalpeptid, oft besitzen 

sie eine Transmembrandomäne (Spycher et al., 2008; Haase et al., 2009; Saridaki et al., 2009; 

Grüring et al., 2012). Zu den bisher bekannten PNEPs gehören beispielsweise SBP1 (engl. 

skeleton binding protein 1) (Blisnick et al., 2000), MAHRP1 und 2 (engl. membrane 

associated histidine rich protein 1/2) (Spycher et al., 2003; Pachlatko et al., 2010) sowie 

REX1 und 2 (engl. ring exported protein 1) (Hawthorne et al., 2004; Spielmann et al., 

2006b). Es konnte gezeigt werden, dass die ersten 20 N-terminalen Aminosäuren von diesen 

fünf PNEPs in Anwesenheit einer PNEP-Transmembrandomäne in der Lage waren, den 

Export zu vermitteln (Haase et al., 2009; Saridaki et al., 2009; Grüring et al., 2012; Heiber et 

al., 2013). Zusätzlich ähnelt der N-Terminus von PNEPs funktionell dem von prozessierten 

PEXEL-Proteinen (Grüring et al., 2012). Zum Beispiel konnte gezeigt werden, dass der 

Transport von PNEPs ähnlich wie der von PEXEL-Proteinen Brefeldin-A sensitiv ist, was 

zeigt, dass beide Proteingruppen über den klassischen sekretorischen Transportweg des 

Parasiten in die Parasitenmembran transportiert werden (Spycher et al., 2006; Dixon et al., 

2008; Haase et al., 2009; Saridaki et al., 2009). Zu dem konnte kürzlich gezeigt werden, dass 

das Translokom PTEX den Transport von PNEPs über die PVM vermittelt (Beck et al., 2014; 

Elsworth et al., 2014). Basierend auf diese gemeinsamen Eigenschaften wird heute 

angenommen, dass PNEPs und PEXEL-Proteine zumindest zum Teil über die gleichen 

Transportwege exportiert werden.  

 

1.5 Zytoadhäsion – Ein Pathogenitätsfaktor 

Der Malariaerreger besitzt zwei Hauptmechanismen, um das Immunsystem des Wirts 

während der intraerythrozytären Phase seiner Entwicklung zu evadieren. Der eine ist die 

Antigenvariation, welche das Erkennen eines spezifischen Antigens und somit die Bildung 

von spezifischen Antikörpern durch das Immunsystem erschwert (Scherf et al., 2008; Voss et 

al., 2014). Der zweite wichtige Mechanismus ist die Zytoadhäsion. Circa 16 - 20 Std. nach 

der Invasion ist ein iE vom Parasit so modifiziert worden, dass er in der Lage ist an 

Endothelzellen sowie an Thrombozyten und nicht infizierten Erythrozyten zu adhärieren 

(Rowe et al., 2009). Die Zytoadhäsion an mikrovaskulären Endothelzellen führt zu einer 

Sequestrierung der iE in den kleinen Kapillaren (Barnwell, 1989; Rogerson et al., 2004; 

Maier et al., 2009). Damit werden sie aus dem Blutstrom entfernt und umgehen so der 
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Eliminierung durch die Milz (Chotivanich et al., 2002). Die Fähigkeit, die infizierten 

Erythrozyten zur Adhäsion zu induzieren, ermöglicht dem Parasit einerseits im Wirt zu 

überleben, anderseits ist sie die Hauptursache für die Entwicklung der schweren Form der 

Krankheit, welche zum Tod des Wirts führen kann (Medana und Turner, 2006; Dondorp et 

al., 2008; Miller et al., 2013; Storm und Craig, 2014; Wassmer et al., 2015). Die adhärenten 

iE verursachen eine Behinderung des Blutflusses in den mikrovaskulären Blutgefäßen, welche 

zu einer endothelialen Dysfunktion führen, die wiederum zur Beeinträchtigung der 

Durchblutung in den Organen, Hypoxie und Laktatazidose führen kann (Dondorp et al., 2008; 

Miller et al., 2013). Die Zytoadhäsion ist somit von zentraler Bedeutung für die Pathogenität 

von P. falciparum und daher ein wichtiger Schwerpunkt in der Malariaforschung. Bis vor 

kurzen nahm man an, dass die Zytoadhäsion eine exklusive Eigenschaft von P. falciparum 

war, allerdings zeigen aktuelle Studien, dass dies auch bei P. vivax der Fall sein könnte (Singh 

et al., 2014). 

 

1.5.1 Zytoadhäsion bei P. falciparum 

Die Zytoadhäsion wird durch die Interaktion zwischen parasitären Proteinen, die an die 

Oberfläche des iE exportiert werden (Liganden) und humanen Endothelrezeptoren vermittelt. 

Derzeit gelten bei P. falciparum als hauptverantwortlich für diese Interaktion die Proteine der 

PfEMP1-Familie, welche die Adhäsion von infizierten Erythrozyten an unterschiedliche 

Endothelrezeptoren vermitteln (Magowan et al., 1988; Rogerson et al., 1995; Su et al., 1995; 

Baruch et al., 1996). Andere P. falciparum-Proteine, die mit der Adhäsion in Verbindung 

gebracht werden, sind die der Protein-Familien RIFIN und STEVOR, welche bei der 

Adhäsion von infizierten an nicht-infizierten Erythrozyten (Rosetting) involviert sein sollen 

(Niang et al., 2014; Goel et al., 2015). Bis dato kennt man mehr als 20 humane 

Endothelrezeptoren, die in einer Interaktion mit PfiE involviert sind. Allerdings gibt es für die 

meisten von ihnen keine genauen Untersuchungen (Rogerson et al., 1995; Baruch et al., 1996; 

Fried und Duffy 2002; Rowe et al., 2009; Smith et al., 2013; Turner et al., 2013; Esser et al., 

2014). Die Zytoadhäsion von PfiE an Endothelrezeptoren kann unterschiedliche Phänotypen 

aufweisen. Biophysikalisch kann sie beispielsweise in den so genannten „slip“ oder „catch-

slip“ Bindungen unterteilt werden (Helms et al., 2016). Diese Klassifizierung berücksichtigt 

die Lebensdauer bzw. Stabilität der Bindung unter dem Einfluss einer auf die Bindung 

wirkenden Zugkraft, wie beispielsweise die Scherkraft, die durch die Flussbedingung erzeugt 

wird. Bei der slip-Bindung gilt, je höher die darauf wirkende Kraft ist, desto kurzlebiger ist 

sie. Die catch-slip-Bindung wird im Gegenteil dazu erst stabiler bei Erhöhung der Scherkraft 
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und wird bei einer Weitererhöhung der Scherkraft abgerissen (Helms et al., 2016) (Siehe 

Abb. 5).  

 

 

Des Weiteren kann die Zytoadhäsion ebenfalls nach ihrer Dynamik unterschieden werden. 

Hierbei kann man die Bindung anhand ihres Assoziations- bzw Dissoziationsgrades in drei 

unterschiedliche Verhalten aufteilen: Die transiente, die rollende und die stationäre Bindung. 

Die transiente Bindung, bei der es zu unregelmäßigen kurzlebigen Bindungen kommt, die 

schnell wieder dissoziieren. Die rollende Adhäsion, bei der die gebundenen Zellen in einer 

umklappenden „flipping“ Bewegung über die Endothelzellen rollen (Siehe Abb. 6). Diese 

zeigen einen hohen Assoziationsgrad und einen intermediären Dissoziationsgrad. 

 

Eine stationäre oder statische Bindung bezeichnet eine Bindung, bei der der Dissoziationsgrad 

fast Null ist, das bedeutet, dass einzelne Molekülbindungen zwar noch dissoziieren können 

aber die gebundene Zelle stationär bleibt. Dieses dynamische Verhalten ist bei den 

Leukozyten bekannt und gut charakterisiert. Wie bei den Leukozyten zeigen die P. falciparum 

infizierten Erythrozyten unterschiedliche Bindungsverhalten, welche von der Rezeptor-

Ligand-Interaktion abhängig zu sein scheinen (Ho et al., 2000; Helms et al., 2016). Allerdings 

Abbildung 6: Rollende Bewegung eines infizierten 

Erythrozyten. Die Abbildung zeigt die typische 

umklappende (flipping) Bewegung eines rollenden 

infizierten Erythrozyten. (Helms et al., 2016)  

Abbildung 5: Biophysikalische Eigenschaften einer Bindung. Die 

Diagramme zeigen das Verhältnis zwischen der Lebensdauer einer Bindung 

und der Scherkraft, die auf die Bindung wirkt. Die Lebensdauer einer Slip-

Bindung (links) nimmt bei Erhöhung der Scherkraft ab, während bei der Catch-

Slip-Bindung (rechts) die Lebensdauer erst zunimmt und anschließend erneut 

abfällt. (nach Helms et al., 2016; modifiziert). 
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ist es noch sehr umstritten, von welcher Interaktion die jeweiligen Bindungsverhalten 

vermittelt werden. Einige Studien zeigten, dass PfiE eine statische Bindung auf Oberflächen, 

die mit den humanen Endothelrezeptoren CD36 (engl. cluster of differentiation) oder CSA 

(engl. chondroitin sulfate A) bedeckt waren, aufwiesen, während auf ICAM-1 (engl. 

intracellular adhesion molecule-1) und P-Selektin bedeckten Oberflächen eine rollende 

Bewegung (bei physiologischer Scherkraft) beobachtet wurde (Nash et al., 1992; Cooke et al., 

1994; Cooke et al., 1996; Adams et al., 2000; Yipp et al., 2000). Allerdings konnte auf einer 

mit CD36 bedeckten Oberfläche ebenfalls eine rollende Bewegung der PfiE gezeigt werden 

(Herricks et al., 2013). Antia et al. untersuchte die Dynamik der Zytoadhäsion auf CD36 und 

ICAM-1 sowohl mit Proteinbedeckten Oberflächen als auch mit transgenen Zelllinien, welche 

die humanen Rezeptoren auf der Oberfläche trugen. Hierfür wurde die CHO-Zelllinie (engl. 

Chinese Hamster Ovary) verwendet. Dies ist eine immortalisierte Zelllinie aus Ovarien des 

Chinesischen Zwerghamsters (Cricetulus griseus). Interessanterweise zeigte diese Studie eine 

statische Bindung der PfiE auf die transgene CHO-ICAM-1-Zelllinie, während eine rollende 

Bewegung auf der mit ICAM-1 bedeckten Oberfläche beobachtet wurde. Bei der Interaktion 

mit dem Rezeptor CD36 konnte sowohl bei den Untersuchungen mit der Proteinbedeckten 

Oberfläche als auch mit der transgenen Zelllinie eine statische Bindung bei niedriger 

Scherkraft (< 0,4 Pa ~ 4 dyn/cm²) beobachtet werden, während eine rollende Bewegung bei 

hoher Scherkraft gezeigt wurde.  

Kürzlich konnte ermittelt werden, dass die Anzahl an gebundenen PfiE an eine künstliche 

Membran, welche mit dem Rezeptor CSA beschichtet war, Scherkraft abhängig war. Hierbei 

hat sich die Anzahl der gebundenen Zellen bei aufsteigender Scherkraft erst erhöht und ist 

anschließend wieder gesunken (Rieger et al., 2015). Xu et al. postulierte, dass sich die 

Erhöhung der Zytoadhäsion unter Auswirkung einer Scherkraft durch eine Vergrößerung der 

Berührungsfläche zwischen den Zellen erklären lässt, welche durch die Scherkraft bedingte 

Deformität der PfiE verursacht wird. Dennoch bleiben die genauen Ursachen für die 

unterschiedlichen Bindungsverhalten der PfEMP1-Endothelrezeptor-Interaktion weiterhin 

unbekannt. 

  

1.5.1.1 Die Multigenfamilien und die var-Gene 

Die Proteine der PfEMP1-Familie sind die Hauptverantwortlichen für die Zytoadhäsion der 

PfiE (Baruch et al., 1996). Sie werden von einer Multigenfamilie Namens var kodiert. Die 

meisten Plasmodienarten besitzen eine Multigenfamilie, welche für die so genannten  

Oberflächenantigenvarianten (VSA – engl. variant surface antigen) kodieren und damit eine 
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zentrale Rolle bei der Immunevasion (Antigenvariation und Zytoadhäsion) des Parasiten 

spielen (Ferreira et al., 2004). Die bisher größte identifizierte Multigenfamilie bei 

Plasmodium ist die pir-Familie (engl. Plasmodium interspersed repeats), welche sechs andere 

untergeordnete Multigenfamilien in sechs unterschiedlichen Plasmodienarten zusammenfasst. 

Die rif bei P. falciparum, die vir bei P. vivax, kir bei P. knowlesi und die Multigenfamilien 

cir, bir und yir in den nicht-humanpathogenen P. chabaudi, P. berghei und P. yoelli (Deitsch 

und Hviid, 2004; Janssen et al., 2004). 

Durch die Vervollständigung der Genomannotation konnten bei P. falciparum bisher 

insgesamt fünf Multigenfamilien identifiziert werden. Die rif (engl. repetitive interspersed 

family), stevor (engl. subtolemeric variable open read frame), Pfmc-2tm (engl. P. falciparum 

maurer´s clefts 2 transmembrane) und surf (engl. surface associated interspersed), welche für 

die RIFIN-, STEVOR-, PfMC-2TM- und SURFIN-Proteine jeweils kodieren sowie die var-

Multigenfamilie, welche für die Proteine der PfEMP1-Familie kodieren (Gardner et al, 2002; 

Sam-Yellowe; 2004; Winter et al., 2005). Die var-Multigenfamilie besteht aus 60 Genen pro 

haploiden Parasitengenom (Su et al., 1995; Kyes et al., 2001; Kraemer und Smith 2006), 

wobei nur eines der 60 var-Gene pro Zyklus exprimiert wird, während alle andere durch einen 

kontrollierten Transkriptionsmechanismus ausgeschaltet werden. Damit wird pro Zyklus auch 

ein einziges PfEMP1 translatiert (Chen et al., 1998; Scherf et al., 1998; Kyes et al., 2003; 

Horrocks et al., 2004; Fastman et al., 2012). 35 der 60 var-Gene sind subtelomerisch im 

Chromosom lokalisiert, während die restlichen entweder in Clustern oder einzelne weiter 

entfernt vom Chromosomende zu finden sind. Die var-Gene sind 6-13 kb groß und bestehen 

jeweils aus zwei Exons, wobei das erste für die variable extrazelluläre Domäne sowie 

Transmembrandomäne kodiert, während das zweite Exon für die hochkonservierte 

zytoplasmatische ATS-Domäne kodiert (engl. acidic terminal segment) (Kyes et al., 2007, 

Scherf et al., 2008). 

Abbildung 7: Aufbau der var-Gene. Das Exon 1 kodiert für die variable extrazelluläre Region sowie für die 

Transmembrandomäne. Das Exons 2 kodiert für die hochkonservierte zytoplasmatische ATS-Domäne. (nach 

Scherf et al., 2008; modifiziert). 
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Basierend auf den Sequenzenähnlichkeiten in den 5`-Promoterregionen können die var-Gene 

in fünf Gruppen unterteilt werden: Die Ups (engl. Upstream) A, B, C, D und E, wobei das 

UpsD aus einem einzigen Pseudogen (PFE1640w) besteht (Singh et al., 2014). Genauere 

Untersuchungen mit dem Laborstamm 3D7 konnten außerdem die intermediären Gruppen 

A/B und B/C identifizieren (Lavstsen et al., 2003). Die Gruppierung korreliert mit der 

Lokalisation der Gene auf dem Chromosom und mit der Komplexität der kodierten PfEMP1 

(Gardner et al., 2002; Kraemer und Smith, 2003; Lavstsen et al., 2003; Rask et al., 2010). Die 

var-Gene der UpsA und E sind subtelomerisch lokalisiert und werden in die Telomerrichtung 

transkribiert, während die Gene der UpsC zentral im Chromosom lokalisiert sind und die von 

UpsB entweder zentral oder subtelomerisch zu finden sind. Die Gene der UpsB und C werden 

in Richtung des Chromosomzentrums transkribiert (Kraemer et al., 2007; Kyes et al., 2007; 

Ralph und Scherf, 2005). Die kodierten PfEMP1 besitzen bestimmte Domänen oder 

Domänenkassetten, die die Bindung an bestimmten Endothelrezeptoren vermitteln, wie z. B. 

CD36, ICAM-1 oder CSA (Baruch et al., 1996; Gardner et al., 2002; Robinson et al., 2003; 

Howell et al., 2008; Rask et al., 2010; Smith et al., 2013; Turner et al., 2013; Bengtsson et 

al., 2013; Madkhali et al., 2014). Die var-Gene der UpsA kodieren beispielsweise für 

PfEMP1 Proteine, die keine CD36-Bindungsdomäne aufweisen, während die Gene der UpsB 

und C für Proteine kodieren, welche eine Bindungsdomäne für den Rezeptor CD36 besitzen 

(Singh et al., 2014). 

 

1.5.1.2 Die var-kodierte Proteinfamilie – PfEMP1 

Die PfEMP1 bestehen aus einem N-terminalen Segment (NTS) sowie zwei bis sieben DBL-

Domänen (engl. Duffy binding like domain), ein bis zwei CIDR-Domänen (engl. cysteine rich 

interdomain regions), eine Transmembrandomäne und den konservierten ATS-Bereich 

(Miller et al., 2002; Rask et al., 2010). Die DBL-Domänen werden in sechs Hauptgruppen 

unterteilt (α, β, ɣ, δ, ɛ und ζ), während bei den CIDR-Domänen in drei wichtige Gruppen 

unterschieden werden (α, β, ɣ) (Su et al., 1995; Smith et al., 2000b; Lavstsen et al., 2003; 

Abbildung 8: Lokalisation der var-Gene auf dem Chromosom. Die Abbildung zeigt eine 

schematische Darstellung der Lokalisation der Ups-Gruppen innerhalb eines Chromosoms. Die 

var-Gene werden anhand von Sequenzänhlichkeiten der 5`-Promoterregion in unterschiedliche 

Ups-Gruppen unterteilt und diese korreliert mit ihrer Lokalisation im Chromosom. Die Pfeile 

zeigen die Leserichtung der Gene. Die var-Gene der UpsA und E kodieren für PfEMP1, die keine 

CD36-Bindungsdomäne aufweisen, während der Gene aus den UpsB und C für CD36 bindende 

Proteine kodieren. TAREs (engl. telomere associated repetitive elements). (nach Kyes et al., 2007; 

modifiziert).  
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Kraemer et al., 2007; Rask et al., 2010). Für einige dieser Domänen konnte bereits eine 

Interaktion mit anderen Molekülen gezeigt werden. Für die DBLβ5-Domäne konnte 

beispielsweise eine Interaktion mit dem Rezeptor ICAM-1 ermittelt werden (Howell et al., 

2008; Bengtsson et al., 2013), während DBLδ mit dem Rezeptor PECAM-1 (engl. platelet-

endothelial cell adhesion molecule 1) interagiert und DBLα bei der Adhäsion an 

Heparinsulfat (HS), Antigene der Blutgruppe A und an den Komplementrezeptor 1 (CR1 – 

engl. complement receptor 1) involviert ist (Rowe et al., 1997; Chen et al., 2000). Bei den 

CIDR-Domänen scheint die CIDRα-Domäne eine Bindung an Immunoglobulin M und 

PECAM-1 zu vermitteln (Chen et al., 2000). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die 

meisten PfEMP1 eine N-terminale Kopfstruktur aufweisen, welche aus einer 

semikonservierten DBLα und einer CIDR-Domäne besteht (Gardner et al., 2002) und eine 

wichtige Rolle bei der Bindungseigenschaft der PfEMP1 spielt. Die Kopfstrukturen, welche 

eine CIDRα2-6-Domäne besitzen, vermitteln eine Bindung an CD36. Diese Kopfstruktur ist 

in den meisten Proteinen, die von den var-Genen aus den UpsB und C kodiert werden, 

vorhanden (Baruch et al., 1996; Robinson et al., 2003; Smith et al., 2013). Eine Kopfstruktur 

mit einer CIDRα1-Domäne vermittelt eine Bindung an EPCR (engl. endothelial protein C 

receptor). Diese findet man in vielen PfEMP1, welche von den var-Genen der UpsA kodiert 

werden (Turner et al., 2013). Es konnte gezeigt werden, dass die Domänen ebenfalls in 

bestimmten Kombinationen auftreten können, die so genannten Domänenkassetten (DC – 

engl. Domain cassetes). Bis heute konnten 23 konservierte Domänenkassetten identifizierte 

werden (Siehe Abb. 9) (Rask et al., 2010). Hierbei wurde die Domänenkassette 2 (DC2), 

welche in einem einzelnen PfEMP1 (kodiert von var2csa aus UpsE) vorkommt, als 

Bindungsdomäne für CSA identifiziert und in Verbindung mit der „Plazenta-Malaria“ (PAM 

– engl. pregnancy associated malaria) gebracht (Srivastava et al., 2010). Als Plazenta-

Malaria wird eine Komplikation der Malaria bezeichnet, die durch die Zytoadhäsion von 

infizierten Erythrozyten an CSA, welche konzentriert auf der Plazenta lokalisiert ist, 

hervorgerufen wird. Des Weiteren konnte die Domänenkassette 4 (DC4) als Bindungsdomäne 

für ICAM-1 identifiziert werden (Bengtsson et al., 2013; Madkhali et al., 2014). Dennoch 

bleibt für die meisten Domänen und Domänenkassetten unklar, ob sie ebenfalls eine Rolle bei 

der Zytoadhäsion spielen und wenn ja, ob sie einen Einfluss auf die unterschiedlichen 

Bindungsphänotypen der PfiE haben.  

Ebenfalls wichtig für die Zytoadhäsion scheint der konservierte ATS-Bereich zu sein. Es 

konnte gezeigt werden, dass ein PHIST-Protein (engl. Plasmodium helical interspersed 

subtelomeric) mit dem zytoplasmatischen Teil des PfEMP1 interagiert. Das Protein 
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PFE1605w verbindet die ATS-Domäne der PfEMP1 mit dem Zytoskelett des Erythrozyten 

und sorgt damit zu einer mechanischen Verstärkung der bindenden Elemente. Dies unterstützt 

die Zytoadhäsion gegen die Scherkraft, welche im Blutfluss auf die Zellen wirkt (Proellocks 

et al., 2014; Oberli et al., 2014).  

 

1.5.2 Zytoadhäsion bei P. vivax 

Für eine lange Zeit wurde angenommen P. vivax sei ein ungefährlicher Malariaerreger, der 

nur in Ausnahmefällen zu Komplikationen führt (Tan et al., 2007). Allerdings häuften sich in 

den letzten Jahren immer mehr Fälle von schwerer Malaria und Todesfällen, welche durch 

eine P. vivax-Infektion ausgelöst wurden (Kochar et al., 2005; Barcus et al., 2007; Tjitra et 

al., 2008; Genton et al., 2008). Der Grund dafür könnte einerseits die Entwicklung von 

besseren Diagnostikmethoden sein, andererseits könnte es aber auch bedeuten, dass P. vivax 

mit der Zeit virulenter geworden ist (Baird, 2013).  

Bereits vor 50 Jahren wurde postuliert, dass „eine nennenswerte Anzahl von Parasiten ihre 

Vermehrung in Kapillaren vollenden“ (Field und Reid, 1956). Dies korreliert mit aktuelleren 

Beobachtungen, die eine geringere Anzahl an zirkulierenden Schizonten in Relation zu 

zirkulierenden Ringen und Trophozoiten bei P. vivax Patienten nachgewiesen haben (Lopes et 

al., 2014). Durch die Bestimmung der parasitären Gesamtbiomasse mit Hilfe eines Markers 

(parasitäre Laktatdehydrogenase) konnte gezeigt werden, dass die Gesamtbiomasse nicht mit 

Abbildung 9: Schematische Darstellung der konservierten Domänenkassetten. Die Darstellung zeigt, die 

bisher identifizierten konservierten Domänenkassetten bei der PfEMP1-Proteinfamilie der P. falciparum. (nach 

Rask et al., 2010; modifiziert). 
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der Anzahl an zirkulierenden Parasiten korreliert, was auf eine versteckte Parasitämie 

hindeutet. Allerdings bestand eine Korrelation zwischen der Endothelaktivierung und der 

Anzahl der zirkulierenden P. vivax-Parasiten aber keine zwischen der Gesamtbiomasse der 

Endothelaktivierung. Dies lässt vermuten dass die versteckten, infizierten Retikulozyten in 

Bereichen der Organe akkumulieren, die kein Endothelium aufweisen, wie z.B. die langsame, 

offene Zirkulation in der Milz oder in Bereichen des Knochenmarks (Barber et al., 2015). Bei 

Untersuchungen mit lethalen und nicht-lethalen Stämmen des murinen Malariaparasiten P. 

yoelli wurde außerdem gezeigt, dass bei der nicht-lethalen Infektion (entsprechend einer 

chronischen Infektion), die offene Zirkulation in der Milz sich unter der Infektion verändert 

und sich syncytiale Zellschichten aus kontraktilen Fibroblasten ausbilden. Da somit eine 

physikalische Barriere entsteht, werden diese Zellen auch als barrier cells bezeichnet (Weiss, 

1990; del Portillo et al., 2004; Martin-Jaular et al., 2011). Des Weiteren konnte gezeigt 

werden, dass nicht-lethale Infektionen ebenfalls die extramedulläre Blutbildung in der Milz 

stimulieren (Villeval et al., 1990). Durch eine Adhäsion in den barrier cells der Milz könnten 

sich die Parasiten zum einen vor den Makrophagen schützen und zum anderen wären 

gleichzeitig neue Retikulozyten für eine Invasion vorhanden. Allerdings konnte diese 

Hypothese bis heute nicht belegt werden. 

Weiterhin konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dass P. vivax infizierte Retikulozyten 

in der Lage sind an Lungenendothelzellen sowie spezifisch an Endothelrezeptoren wie 

ICAM-1 oder CSA zu adhärieren und das die VIR-Proteine bei dieser Funktion 

höchstwahrscheinlich eine Rolle spielen (Ansari et al., 2008; Carvalho et al., 2010; Bernabeu 

et al., 2012; Chotivanich et al., 2012; De las Salas et al., 2013). Ebenfalls die Rosettierung ist 

bei P. vivax bereits bekannt (Udomsanpetch et al., 1995; Marín-Menéndez et al., 2013). Die 

Zytoadhäsion assoziiert mit einer endothelialen Aktivierung, zirkulierenden Parasiten und die 

systemische Entzündungsreaktion, könnten einen Grund für die Pathologie einer P. vivax 

Infektion darstellen (Barber et al., 2015).  

 

1.5.2.1 Die vir-Multigenfamilie 

Die VIR-Proteine gelten momentan als Kandidaten für die Vermittlung der Zytoadhäsion von 

P. vivax infizierten Retikulozyten (PviR). Diese Proteine werden von der P. vivax 

Multigenfmilie vir (engl. variant interspersed repeats) kodiert und es wird postuliert, dass sie 

ähnliche Funktionen haben könnten, wie die P. falciparum analoge Multigenfamilien var, rif 

oder stevor (Singh et al., 2014). Erste Annotationen des vir-Gen-Repertoires vom P. vivax-

Stamm SalI zeigten insgesamt 346 vir-Gene, einschließlich verkürzter Fragmente (engl. 
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truncated) und Pseudogene, die in zwölf Subfamilien aufgeteilt werden konnten (del Portillo 

et al., 2001; Carlton et al., 2008; Fernandez-Becerra et al., 2009). Eine neue in silico-Analyse, 

die mit der gleichen SalI-Genomsequenz durchgeführt wurde, definierte 295 der Gene als 

Mitglied der vir-Multigenfamilie, welche in zehn Subfamilien unterteilt waren und 

identifizierte drei neue subtelomerische Multigenfamilien (pvpirA, pvpirD und pvpirH) 

(Lopez et al., 2013). Die vir-Gene sind im Vergleich zu den var-Genen relativ klein mit ca. 

156 – 3434 bp. Sie sind ausschließlich subtelomerisch lokalisiert und bestehen jeweils aus 

einem bis fünf Exons (Singh et al., 2014). Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die vir-

Gene anders als die var-Gene nicht einzeln pro Genom und Zyklus (engl. mutually exclusive 

expression), sondern ubiquitär exprimiert werden (Fernandez-Becerra et al., 2005). Des 

Weiteren konnte bei einigen VIR-Proteinen eine unterschiedliche Lokalisation innerhalb der 

iE ermittelt werden, was darauf hindeutet, dass die Proteine unterschiedliche Funktionen 

ausüben können (Bernabeu et al., 2012). Kürzlich konnte eine Korrelation der Expression von 

einigen untersuchten vir-Genen mit der Ausbildung einer schweren Malaria nachgewiesen 

werden (Gupta et al., 2016), was ein Indiz für einen Zusammenhang zwischen den VIR-

Proteinen und der Pathogenität der P. vivax-Malaria darstellt. Dennoch ist vieles über die vir-

Multigenfamilie und die dazugehörige VIR-Proteine noch unbekannt. Es ist zum Beispiel 

unklar, wie sie vom Parasit in den Erythrozyten exportiert werden. Die meisten VIR-Proteine 

weisen kein Signalpeptid auf und besitzen kein klassisches Exportsignal, wie das PEXEL-

Motiv der exportierten P. falciparum-Proteine (Singh et al., 2014). Ähnliche Eigenschaften 

findet man bei den sogenannten PNEPs im P. falciparum. Dies könnte auf einen ähnlichen 

Transportweg hindeuten.  

 

1.6  Untersuchte humane Endothelrezeptoren  

Im Rahmen dieser Arbeit wurden, für die Weitercharakterisierung der Zytoadhäsion bei P. 

falciparum, die humanen Endothelrezeptoren CD36, ICAM-1, CD9 und P-Selektin, 

verwendet. 

 

1.6.1 CD36 

Der Rezeptor CD36 (engl. cluster of differentiation 36), auch bekannt als Glykoprotein IV, ist 

ein integrales Membranprotein mit einem Molekulargewicht von 53 kDa, das aber durch 

Glykosylierung ein Molekulargewicht von 88 kDa erreichen kann (Greenwald et al., 1990).  

CD36 wird auf der Oberfläche von zahlreichen Zelltypen in Vertebraten gefunden und ist ein 

Rezeptor, welcher mit vielen Liganden, wie z. B. Kollagen, Thrombospondine, native 
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Lipoproteine, langkettige Fettsäuren und oxidierte Phospholipide, interagieren kann (Tandon 

et al., 1989; Silverstein et al., 1992; Baillie et al., 1996; Calvo et al., 1998; Podrez et al., 

2002). Aus diesem Grund wird angenommen, dass CD36 in vielen Mechanismen involviert 

ist. Außerdem spielt CD36 eine wichtige Rolle bei der Zytoadhäsion von P. falciparum 

(Oquendo et al., 1989) und ist quantitativ betrachtet der wichtigste Rezeptor bei der 

Interaktion mit PfiE. Es konnte bisher für beinahe alle P. falciparum-Stämme aus Patienten-

Isolaten eine Bindung an CD36 nachgewiesen werden (Esser et al., 2014). Allerdings konnte 

eine Korrelation des Rezeptors mit schwerer Form der Malaria, wie z. B die zerebrale 

Malaria, noch nicht belegt werden (Turner et al., 1994; Newbold et al., 1997). Bisherige 

Studien konnten unterschiedliche Bindungsphänotypen von PfiE an den Rezeptor CD36 

nachweisen (Antia et al., 2007; Herricks et al., 2013).   

 

1.6.2 ICAM-1 

ICAM-1 (engl. intra cellular adhesion molecule 1), auch bekannt als CD54, ist ebenfalls ein 

Transmembran-Glykoprotein und gehört zur Familie der Immunoglobuline. Das Protein 

kommt in geringer Konzentration in den Endothelzellen vor. Allerdings wird die Expression 

des Gens, welches für ICAM-1 kodiert, durch inflammatorische Zytokinen, wie Interleukin 6 

(IL6) und Tumornekrosefaktor  (TNF) induziert (Hunt und Grau 2003; Wung et al., 2005). 

ICAM-1 vermittelt die Adhäsion und Migration von Leukozyten über eine Interaktion mit den 

Integrinen LFA-1 (engl. lymphocyte function-associated antigen 1) oder Mac-1 (engl. 

macrophage-1 antigen) (Lennartz et al., 2015).  

Bei post mortem Untersuchungen konnte eine Kolokalisation zwischen dem ICAM-1 

Rezeptor und adhärenten PfiE im Gehirngewebe gezeigt werden (Turner et al., 1994) und in 

vitro Analysen mit Parasitenisolaten aus Patienten mit zerebraler Malaria wiesen eine 

präferenzielle Bindung der PfiE an ICAM-1 auf (Newbold et al., 1997; Ochola et al., 2011). 

Dennoch konnte bei Studien mit Feldisolaten aus Asien keine Korrelation zwischen der 

Bindung an ICAM-1 und der schweren Malaria nachgewiesen werden (Ockenhouse et al., 

1991; Udomsangpetch et al., 1996). 

 

1.6.3 CD9 

CD9 gehört zur Familie der Tetraspanine, welche durch ihre konservierte Struktur mit vier 

Transmembrandomänen und zwei extrazellulären Domänen charakterisiert ist. Das Protein 

CD9 kommt auf der Oberfläche von verschiedenen Zelltypen vor und ist in Ereignissen, wie 



Einleitung 

 

32 

 

der Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten (Boucheix et al., 1991) oder der 

Migration unterschiedlicher Krebszelllinien, involviert (Powner et al., 2011).  

Es konnte gezeigt werden, dass zusammengesetzte Tetraspanin-Mikrodomänen die 

Leukozytenadhäsion an Endothelzellen regulieren (Barreiro et al., 2005). Außerdem wurde 

die Interaktion von CD9 mit Integrinen und anderen Membranproteinen, wie beispielsweise 

CD36, beschrieben (Miao et al., 2001). Im Jahr 2014 wurde CD9 zum ersten Mal als 

Rezeptor für die Zythoadhäsion von PfiE beschrieben (Esser et al., 2014). Zudem wird 

postuliert, dass die Bindung von Plasmodium infizierten Erythrozyten an Tetraspanine zu 

einer unkontrollierten Transmigration der Leukozyten führt, was eine wichtige Rolle bei der 

Pathogenität der schweren Malaria spielen könnte (Miller et al., 2002). CD9 kommt 

außerdem auf der Oberfläche der Thrombozyten vor und könnte in die Verklumpung der iE 

mit den Thrombozyten, welche mit der schweren Malaria assoziiert ist, involviert sein (Miao 

et al., 2001; Pain et al., 2001) 

 

1.6.4 P-Selektin 

P-Selektin gehört zur Familie der adhäsiven Rezeptoren, die fukosylierte und sialylierte 

Proteine erkennen und binden (Kansas, 1996). Die Selektine teilen eine konservierte 

Domänenstruktur, welche aus einer N-terminalen Lektin-Domäne (Lec - engl. Lectin), einer 

epidermalen Wachstumsfaktor-ähnlichen Domäne (EGF – engl. epidermal growth factor), 

sogenannter SCR-Domäne (engl. short consensus repeat), einer Transmembrandomäne und 

einer zytoplasmatischen C-terminalen Domäne bestehen (Erbe et al., 1992). P-Selektin 

kommt sowohl in Endothelzellen als auch in Thrombozyten vor (Ley et al., 2007). Der 

Rezeptor ist in den Endothelzellen normalerweise in kleinen Zellorganellen (Weibel-Palade-

Körperchen) gelagert und wird während einer lokalen Entzündungsreaktion an die 

Zelloberfläche der Zellen eingesetzt, wo sie an der Rekrutierung von Leukozyten beteiligt 

sind (Bonfanti et al., 1989; Bevilacqua und Nelson 1993; Mayadas et al., 1993; Granger und 

Kubes, 1994). Im Jahr 1998 wurde P-Selektin zum ersten Mal als Rezeptor für die 

Zytoadhäsion von PfiE beschrieben (Ho et al., 1998) und drei Jahre später wurde PfEMP1 als 

Ligand für P-Selektin identifiziert (Senczuk et al., 2001). In einem Tiermodell mit P. berghei 

infizierten Mäusen, konnte gezeigt werden, dass die Defizienz von P-Selektin im 

Endothelium vor der Entwicklung zerebraler Malaria schützte (Combes et al., 2004).   
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1.7 Zielsetzung 

Die Zytoadhäsion ist einer der Hauptfaktoren für die hohe Pathogenität von P. falciparum. 

Laut der WHO sterben jährlich über 400.000 Menschen infolge der Malariaerkrankung und 

obwohl P. falciparum der gefährlichste Malariaerreger ist, stellt er nicht als einziger Erreger 

eine Bedrohung dar. Insbesondere außerhalb Afrikas spielt P. vivax eine zentrale Rolle, wo er 

für über 40 % der Malariaerkrankungen verantwortlich ist. In den letzten Jahren wurde immer 

mehr von Fällen schwerer Malaria berichtet, welche durch den Erreger P. vivax hervorgerufen 

wurde und es wurde postuliert, dass diese, wie bei P. falciparum, u. a. auf die Zytoadhäsion 

der infizierten Zellen zurückzuführen sind. In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, ob 

P. vivax tatsächlich die Fähigkeit zur Zytoadhäsion besitzt und ob diese auch hier für die 

Pathogenität dieses Parasiten von Bedeutung ist. Aus diesem Grund ist es wichtig den 

komplexen Mechanismus der Zytoadhäsion sowohl bei P. falciparum, als auch bei P. vivax 

genau zu verstehen, um somit in der Zukunft neue Ansätze insbesondere für die Behandlung 

der schweren Malaria entwickeln zu können. Im Rahmen dieser Studie sollten zwei Projekte 

erarbeitet werden.  

     

1.7.1 Projekt 1  

In dem ersten Projekt sollten die Bindungseigenschaften von P. falciparum mit Hilfe von 

unterschiedlichen Endothelrezeptoren charakterisiert werden. Die bis dato meisten 

Erkenntnisse über die Zytoadhäsion von P. falciparum beziehen sich auf Ergebnisse von 

statischen Bindungsexperimenten, welche zwar einen guten Einblick in die Interaktion 

zwischen iE und Endothelrezeptoren vermitteln, aber eine wichtige physiologische 

Eigenschaft nicht berücksichtigt, den Blutfluss. 

Hier sollte mit Hilfe eines Flusssystems die Dynamik der Zytoadhäsion von P. falciparum auf 

die Rezeptoren CD36, ICAM-1, CD9 und P-Selektin unter Einfluss verschiedener Scherkräfte 

charakterisiert werden. Des Weiteren sollten die PfiE für die Bindungsstudie spezifisch auf 

den jeweiligen Rezeptor angereichert werden, um eine Parasitenpopulation zu selektionieren, 

die eine größere Bindungskapazität als die nicht-angereichte Population an den jeweiligen 

Rezeptor zeigt. Schließlich sollte für einen genaueren Vergleich zwischen der Bindung an 

CD36 und an ICAM-1 eine Transkriptomanalyse beider Anreicherungen sowie der nicht-

angereicherten Population durchgeführt werden, um somit einen möglichen Zusammenhang 

zwischen der var-Genexpression und dem Bindungsverhalten darstellen zu können. 
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1.7.2 Projekt 2 

Im zweiten Projekt sollte eine Charakterisierung der P. vivax VIR-Proteine durchgeführt 

werden, um Proteine zu identifizieren, welche eine Rolle bei Zytoadhäsion von P. vivax 

infizierten Retykulozyten spielen. 

Als erstes sollte eine in silico-Analyse der VIR-Proteine durchgeführt werden, um einen 

besseren Überblick zu verschaffen und Kandidaten zu identifizieren, die anhand ihrer 

Eigenschaften in die Erythrozytenmambren exportiert werden und somit eine Rolle bei der 

Zytoadhäsion spielen könnten. Des Weiteren sollte für die ausgewählten Kandidaten, mit 

Hilfe transgener P. falciparum-Zelllinien sowie Immunfluoreszenzanalyse, eine 

Lokalisationsstudie durchgeführt werden. Dies soll u. a. dazu dienen VIR-Proteine zu 

identifizieren, die an die Erythrozytenmembran exportiert werden und somit putative P. vivax-

Liganden darstellen. Mit diesen Proteinen konnten in der Zukunft Bindungsstudien 

durchgeführt werden, um einen Zusammenhang mit der Zytoadhäsion zu überprüfen.   
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2 Material und Methoden 

 

2.1 Material 

Für die Durchführung der Versuche wurden folgende Materialien verwendet. 

 

2.1.1 Verwendete Geräte 

Autoklav:    HST (Zirbus Technology, Bad Grund) 

 

Bioanalyser:    Agilent 2100 (Agilent Technologies, USA) 

 

Brutschrank (ohne CO2):   Innova 4200 (New Brunswick Scientific, Nürtingen) 

 

Eismaschine:    EF 156 easy fit (Scotsmann, USA) 

 

Elektroporator:   Nucleofector II AAD-1001N (Lonza, Schweiz) 

 

Durchflusszytometer:  BD FACSAria
TM

 (BD Biosciences, USA) 

 

Gefrierlagerung:   Mr. Frosty (Thermo Scientific, Langenselbold) 

     FORMA 700 Series (Thermo Fisher Scientific, USA) 

     Nitrogen Container (Thermo Fisher Scientific, USA) 

 

Gelkammer:  PerfectBlue Gel System (PEQLAB Biotechnologie, 

Erlangen) 

 

Heizblock:     Thermomixer compact (Eppendorf, Hamburg) 

 

Inkubator (mit CO2):  Function Line (Heraeus Instruments, Hanau) 
 

Magnetrührer:   RH Basic (Janke & Kunkel IKA, Staufen) 

 

Mikroskop:    TEM Tecnai Spirit (FEI, USA) 

EVOS XL (Thermo Fisher Scientific, USA) 

EVOS FL Auto (Thermo Fisher Scientific, USA) 

Axioscope M1 (Zeiss, Jena) 

cx31 (Olympus, Hamburg) 

 

Mikroskop-Digitalkamera:  Orca C4742-95 (Hamamatsu Phototonics K.K., Japan) 

 

Photometer:     NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Langenselbold) 

 

pH-Meter:    CG840 (Sartorius AG, Göttingen) 

 

Pipettierhilfe:   2 /20/ 200/1000μL (Gilson, USA) 

     S1 Pipettierhilfe (Thermo Scientific, Langenselbold) 

 

Pumpensystem: Ibidi Pump System-10902 (Ibidi, Martinsried) 
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Sequenzierplattform: HiSeqTM 4000 (Illumina, USA) 

 

Sicherheitswerkbank: Class II BSC (ESCO Labculture®, Singapur) 

 

Spannungsgeber:  EPS301 (Amersham pharmacia biotech, USA) 

 

Thermocycler:    Epgradient (Eppendorf, Hamburg) 

ABI 9700 GeneAmp (Applied Biosystems, Darmstadt) 

 

UV-Translluminator:  PHEROlum289 (Biotec Fischer,Reiskirchen) 

 

Vario MACS
TM

   (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)  

 

Vortexer:     VF2 (Janke & Kunkel IKA, Staufen) 

 

Waagen:    SPO 51 (Scaltec, Göttingen) 

Sartorius BP210S (Sartorius AG, Göttingen) 

 

Wasserbad:    SW 20 (Julabo, Seelbach) 

 

Zentrifugen:     5415D und 5810R (Eppendorf, Hamburg) 

Rotor JA-10; Rotor JA-12 (Beckman Coulter, Krefeld) 

Rotina 48 centrifuge (Hettich Technology, Tuttlingen) 

 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

CellTrics® 30 μm      (Sysmex, Nordestedt) 

Cryoröhrchen 1,6 ml      (Sarstedt, Nümbrecht)  

DakoCytomation Pen      (Biocompare, Dänemark) 

Deckgläschen       (Thermo Fisher Scientific, USA) 

Deckgläschen 24 X 65 mm, Dicke 0,13-0,16 mm  (R. Langenbrinck, Emmendingen)  

Gasflasche (1 % O2, 5 % CO2, 94 % N2)    (Air liquid, Düsseldorf) 

Gewebekulturflasche 250 ml (T75)     (Greiner Bio-One, Frickenhausen)  

Gewebekulturflasche 50 ml (T25)     (Greiner Bio-One, Frickenhausen) 

Hydrophobische Filter, 0.45μm, Steril    (Thermo Fisher Scientific, USA) 

MACS® columns CS      (Miltenyi Biotec, Berg. Gladbach)  

Mikro-Schraubröhre 2 ml, PP    (Sarstedt, Nümbrecht) 

Millipore Stericup Vacuum Filter    (Merck, Darmstadt) 

Nitrocellulose blotting, Amersham 0,45 μm   (GE Healthcare, Deutschland) 

Membrane Protran, Amersham 0,45 μm    (GE Healthcare, Deutschland) 

Objektträger       (Thermo Fisher Scientific, USA)  

Parafilm        (Bemis, USA)  
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Pasteurpipette       (Brand, Wertheim)  

Petrischalen mit und ohne Noppen    (Sarstedt, Nümbrecht) 

Pipettenspitzen 1-10/20-200/100-1000 μl   (Sarstedt, Nümbrecht)  

Pipettenspitzen mit Filter 1-10/20-200/100-1000 μl  (Sarstedt, Nümbrecht)  

Serologische Plastikpipetten 5/10/25 ml   (Sarstedt, Nümbrecht)  

Sterile FACS-Röhrchen (PP) (5 ml)     (Falcon, USA) 

Transfektionsküvetten 0,2 cm     (Bio-Rad, München)  

1,5 ml Safe-lock Reaktionsgefäße    (Eppendorf, Hamburg) 

2 ml Safe-lock Reaktionsgefäße    (Eppendorf, Hamburg) 

14 ml Polystyrene “round-bottom” Röhrchen  (Falcon, USA) 

15 ml Konische Zentrifugationsröhrchen   (Sarstedt, Nümbrecht) 

50 ml Konische Zentrifugationsröhrchen   (Sarstedt, Nümbrecht) 

  

2.1.3 Chemische und biologische Substanzen  

Accutase (100ml)      (GE Healthcare, Schweden) 

Acrylamide/Bisacrylamide solution (40 %)    (Carl Roth, Karlsruhe)  

Agar LB (Lennox)       (Carl Roth, Karlsruhe)  

Albumax II        (Gibco, Life Technologies, USA) 

Ampicillin        (Roche, Mannheim)  

Biocoll Trennlösung       (Biochrom, Berlin) 

BSA - engl. Bovine Serum Albumin    (Biomol, Hamburg) 

CaCl2          (Merck, Darmstadt) 

Dako „Fluorescence Mounting Medium“    (Agilent Technologies, USA) 

DMSO - Dimethylsulfoxid 250ml     (Carl Roth, Karlsruhe) 

D-sorbitol       (Merck, Darmstadt) 

Desoxynucleotide (dNTPs)      (Thermo Fisher Scientific, USA)  

DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole)    (Roche, Mannheim)  

D-Glucose        (Merck, Darmstadt)  

DPBS - engl. Dulbecco's Phosphate Buffered Saline  (PAN, Biotech, Aidenbach)  

DTT (1,4,-dithiothreitol)      (Biomol, Hamburg)  

Ethidiumbromid      (Carl Roth, Karlsruhe) 

Ethanol       (Carl Roth, Karlsruhe) 

GeneRuler™ 100bp      (Thermo Fisher Scientific, USA) 

GeneRuler™ 1kb      (Thermo Fisher Scientific, USA) 
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Gentamicin 40mg/ml       (Ratiopharm, Ulm) 

Giemsa-Lösung      (Merck, Darmstadt) 

Glycerol       (Carl Roth, Karlsruhe) 

G-418 BC (Neomycin) (50 ml)     (Greiner Bio-One, Frickenhausen) 

Ham’s F12        (PAN Biotech, Aidenbach) 

HCl         (Merck, Darmstadt)  

HEPES       (Sigma-Aldrich, USA) 

Hoechst 33342      (Sigma-Aldrich, USA) 

Humanes Blut (0+)       (UKE, Hamburg) 

Humanes Serum (A+)      (Interstate Blood Bank, Inc., USA) 

Hypoxanthin (9636-5G)      (Sigma-Aldrich, USA) 

Immersionsöl 518 N       (Zeiss, Jena) 

Isopropanol       (Merck, Darmstadt) 

Kaliumacetat       (Merck, Darmstadt) 

Kanamycin       (Sigma-Aldrich, USA) 

KCl        (Merck, Darmstadt) 

KO2PO4       (Merck, Darmstadt) 

LB-Medium (Lennox)      (Carl Roth, Karlsruhe)  

Methanol ≥ 99 %      (Carl Roth, Karlsruhe) 

µ-Slide I 0.8 Luer ibiTreat (80196)    (Ibidi, Martinsried) 

MnCl2        (Promega, USA) 

MOPS        (Biomol, USA) 

Natriumacetat       (Merck, Darmstadt) 

Na2-EDTA (waterfree)     (Merck, Darmstadt) 

Na2HPO4         (Carl Roth, Karlsruhe) 

NaCl        (Carl Roth, Karlsruhe) 

NaOH        (Carl Roth, Karlsruhe) 

NaPO4         (Carl Roth, Karlsruhe) 

Penicillin-Streptomycin (10000 U/ml)    (Life Technologies, USA) 

Percoll®       (Sigma-Aldrich, USA) 

Perfusion Set (L: 50 cm, ID: 1,6 mm)   (Ibidi, Martinsried)   

Proteaseinhibitor-Mix      (Roche, Mannheim)  

RbCl        (Sigma-Aldrich, USA) 

RNase AWAY™       (Carl Roth, Karlsruhe) 
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RPMI + L-Glutamin; + 25 mM HEPES; -NaHCO3  (AppliChem, Darmstadt) 

Saponin        (Sigma, Steinheim)  

Tris (pur)       (Carl Roth, Karlsruhe) 

Tris-HCl       (Carl Roth, Karlsruhe) 

TRIzol reagent
®
       (Life Technologies, USA) 

UltraPureTM agarose      (Thermo Fisher Scientific, USA) 

Wasser für Molekularbiologie (Ampuwa)    (Fresenius Kabi, Bad Homburg) 

WR99210       (Sigma-Aldrich, USA) 

10x CutSmart™ Puffer     (New England BioLabs®, USA) 

10x T4 DNA Ligase Puffer     (Promega, USA) 

6x Loading Dye      (Thermo Fisher Scientific, USA) 

 

2.1.4 Kits 

AGENCOURT® RNA Clean up kit     (Beckman Coulter, Krefeld) 

Agilent RNA 6000 Pico Kit     (Agilent Technologies, USA) 

Agilent High Sensitivity DNA Kit     (Agilent Technologies, USA) 

AMPure XP Purification      (Beckman Coulter, Krefeld) 

MinElute PCR Purification Kit     (Qiagen, Hilden) 

PureLink RNA Mini Kit      (Thermo Fisher Scientific, USA) 

Qubit® dsDNA HS Assay Kit     (Thermo Fisher Scientific, USA) 

Ribo-ZeroTM Magnetic Gold Kit (Human /Mouse/Rat)  (Epicentre, USA) 

RNeasy MinElute Cleanup Kit (Cat. No. 74204, Qiagen)  (Qiagen, Hilden) 

TURBO DNAase Kit      (Life Technologies, USA) 

NucleoBond® Maxi      (Macherey-Nagel, Düren) 

NucleoSpin® Gel and PCR Clean up   (Macherey-Nagel, Düren) 

NucleoSpin® Plasmid     (Macherey-Nagel, Düren) 

 

2.1.5 Softwares und Datenbanken 

Agilent 2100 Expert Software     (Agilent Technologies, USA) 

Axio Vision Rel. 4.7      (Zeiss, Jena) 

DEseq (Version 1.18)      (Bioconductor, Open-Source) 

FACSDivaTM (Version 6.1.3)     (BD Biosciences, USA) 

Gimp 2.8.16 Build 3      (The Gimp Team, USA) 

ImageJ (Version 1.48V)      (National institute of health, USA) 
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Mac Vector 12.6.0 (187)     (MacVector, Inc., USA) 

My Samples 2.0      (mydata GmbH, Langenhagen) 

PlasmoDB       (EuPathDB Project Team, USA) 

Prism® (Version 6)       (GraphPad, USA) 

PubMed       (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) 

PumpControl Software (Version 1.5.2)   (Ibidi, Martinsried) 

SignalP 4.1       (cbs.dtu.dk/services/SignalP) 

SLiMFinder       (Webserver - http://bioware.ucd.ie) 

TMHMM 2.0       (cbs.dtu.dk/services/TMHMM) 

3of5        (http://www.dkfz.de/mga2/3of5) 

 

2.1.6 Restriktionsendonukleasen 

AvrII    5‘…C↓CTAGG…3‘  (New England BioLabs®, USA) 

3‘…GGATC↑C…5‘  

KpnI    5‘…GGTAC↓C…3‘  (New England BioLabs®, USA) 

3‘…C↑CATGG…5‘ 

NotI    5‘…G↓CGGCCGC…3‘ (New England BioLabs®, USA) 

3‘…CGCCGG↑CG…5‘ 

XhoI    5‘…C↓TCGAG…3‘  (New England BioLabs®, USA) 

3‘…GAGCT↑C…5‘ 

 

2.1.7 Plasmide 

pARL1       (BNITM - AG Spielmann) 

pMA-RQ       (Thermo Fisher Scientific, USA) 

pMK-RQ       (Thermo Fisher Scientific, USA) 

 

2.1.8 Oligonukleotide 

Die Oligonukleotide wurden von Eurofins (Ebersberg) synthetisiert und lediglich für die 

Kontrollsequenzierung der fertigen Konstrukte verwendet. 

pARL1_forward   5’…CTATAGATTATTTTCATTGTCTTCACA…3’ 

pARL1_reverse   5’…CAGTTATAAATACAATCAATTGG…3’ 
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2.1.9 Synthetische Gene 

Alle synthetischen Gene wurden von Invitrogen GeneArt Gene Synthesis (Thermo Fisher 

Scientific, USA) hergestellt. Das Gen für das Fusionsprotein (3 x HA) wurde vom 

Hämagglutinin des Influenzavirus A (D21182.1) abgeleitet. Die Gensequenzen sind im 

Anhang (Siehe Anhang A) zu finden. 

Name     Transkriptlänge   ID 

vir21-like    2415 bp    PVX_088790  

vir5-like    1482 bp    PVX_093715 

vir14-putative    1529 bp    PVX_108770 

vir15-putative      949 bp    PVX_010605 

vir14-putative    1113 bp    PVX_115475 

vir24-like    2518 bp    PVX_086855 

vir     1782 bp    PVX_090295  

vir12-like    1347 bp    PVX_090335 

vir2/15-like      915 bp    PVX_107750 

vir22/23-related   1836 bp    PVX_081850 

vir12-related    1395 bp    PVX_124705 

vir6-putative    1227 bp    PVX_050690 

3 x ha (tag)      120 bp    D21182.1  

 

2.1.10 Antikörper 

Hier sind die Erst- und Zweitantikörper sowie die jeweilige Verdünnung aufgelistet, die für 

die unterschiedlichen Ansätze verwendet wurden. Folgende Ansätze sind mit Hilfe von 

Antikörpern durchgeführt: Western Blot (WB), Immunfluoreszenzanalyse (IFA) sowie 

Durchflusszytometrie (FACS – engl. fluorescence-activated cell scanning). Die Kernfärbung 

bei der IFA erfolgte mittels Hoechst33342 (Sigma-Aldrich, USA).  

 

2.1.10.1 Primäre Antikörper 

In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten primären Antikörper 

aufgelistet. 
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Tabelle 1: Primäre Antikörper 

Name Organismus Verdünnung Quelle 

  WB IFA FACS  

α-HA, High Affinity 
Ratte 

(monoklonal) 
1:3000 1:100 - 

Hoffmann-LA 

Roche, Schweiz 

α-SBP1 Maus - 1:1000 - 
BNITM  

(AG Spielmann) 

α-Spectrin Kaninchen - 1:200 - 
Sigma-Aldrich, 

USA 

α-ATS (6H1) 
Maus 

(monoklonal) 
- 1:50 - 

BNITM  

(AG Tannich) 

α-ETRAMP  Maus - 1:400 - 
BNITM  

(AG Spielmann) 

α-humanes CD36, 

IgG, APC-konjugiert  
Maus - - 1:50 BioLegend, USA 

α-P-Selektin (AK4) 
Maus 

(monoklonal) 
- - 1:50 

Santa Cruz 

Biotechnology 

α-humanes CD54, 

IgG, APC-konjugiert 
Maus - - 1:50 BioLegend, USA 

 

2.1.10.2 Sekundäre Antikörper 

In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten sekundären Antikörper 

aufgelistet. 

 
Tabelle 2: Sekundäre Antikörper 

Name Organismus Konjugat Verdünnung Quelle 

   WB IFA FACS  

α-Ratte Ziege HRP 1:5000 - - 
Dianova, 

Hamburg 

α-Ratte, IgG 

(H+L) 
Ziege 

Alexa 

Flour 594 
- 1:400 - 

Thermo Fisher 

Scientific, USA 

α-Maus, IgG 

(H+L) 
Ziege 

Alexa 

Flour 488 
- 1:400 - 

Thermo Fisher 

Scientific, USA 

α-Kaninchen, 

IgG (H+L) 
Ziege 

Alexa 

Flour 488 
- 1:400 - 

Thermo Fisher 

Scientific, USA 

α-Maus, Ig ligth 

chain λ, IgG 
Ratte APC - - 1:400 

BioLegend, 

USA 

 

 

2.1.11 Puffer, Medien und andere Lösungen 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Lösungen wurden vor ihrer Anwendung entweder steril 

filtriert oder autoklaviert. 
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2.1.11.1 P. falciparum-Zellkultur 

Folgende Lösungen wurden bei der P. falciparum-Zellkultur verwendet. 

RPMI mit humanem Serum (Komplettmedium, steril filtriert)  

RPMI 1640          16,4 g/l 

Hypoxanthin           0,05 g/l 

Humanes Serum (A+) (inaktiviert – 2 x bei 56 °C für 30 min)    100 ml/l 

NaHCO3 (7,5 %)          30 ml/l 

Gentamicin (40 mg/ml)         250 μl/l 

In 1 Liter dest. H2O 

pH 7,2 

Lagerung bei 4 °C für maximal 2 Wochen 

 

RPMI mit Albumax II (Komplettmedium, steril filtriert)  

RPMI            15,87 g/l 

Natriumbicarbonat         1 g/l 

Glucose           2 g/l 

Albumax II           0,5 % 

Hypoxanthin           0,028 g/l 

(gelöst in 5 ml, 1 N NaOH) 

Gentamycin           0,2 g/l 

In 1 Liter dest. H2O 

pH 7,2 

Lagerung bei 4 °C für maximal 2 Wochen 

 

Bindungsmedium, steril filtriert 

RPMI 1640           16,4 g/l 

Glucose (wasserfrei)          20 g/l 

In 1 Liter dest. H2O 

pH 7,2 

Lagerung bei 4 °C 
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Synchronisierungslösung (5 %iges D-Sorbitol, steril filtriert) 

D-Sorbitol           25,0 g 

In 500 ml dest. H2O 

Lagerung bei 4 °C 

 

Einfrierlösung, steril filtriert (MFS – engl. Malaria freezing solution) 

D-Sorbitol           3 g 

NaCl            0,65 g 

(gelöst in 72 ml dest. H2O) 

Glycerol (autoklaviert)         28 ml 

Lagerung bei 4 °C 

 

Auftaulösung, steril filtriert (MTS – engl. Malaria thawing solution) 

NaCl            35 g 

In 1 Liter dest. H2O 

Lagerung bei 4 °C 

 

Giemsalösung (10 %)  

Giemsa-Stocklösung          10 ml 

In 90 ml H2O 

 

Blut (sterile, humane Erythrozyten, Blutgruppe 0+) 

 

Percoll-Gradientlösungen 

90 %ige Percolllösung 

Percoll-Stocklösung         45 ml 

10x PBS           5 ml 

80 %ige Percolllösung  

90 %ige Percolllösung        8,9 ml 

D-Sorbitol           0,8 g 

Zellkulturmedium          1,1 ml 
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60 %ige Percolllösung 

90 %ige Percolllösung        6,7 ml 

D-Sorbitol           0,8 g 

Zellkulturmedium          3,3 ml 

40 %ige Percolllösung 

90 %ige Percolllösung         4,4 ml 

D-Sorbitol           0,8 g 

Zellkulturmedium          5,6 ml 

Lagerung bei 4 °C 

 

10x PBS für die P. falciparum-Zellkultur, autoklaviert 

NaCl            1,37 M  

KCl           28,6 mM  

Na2HPO4 (wasserfrei)         80,6 mM  

KO2PO4          14,7 mM  

pH 7,4 

 

WR99210 Stocklösung, steril filtriert  

WR99210           20 mM  

In 1 ml DMSO  

 

WR99210 Arbeitslösung  

Verdünnung (1:1000) der WR99210-Stocklösung in RPMI mit Albumax (Komplettmedium)  

 

2.1.11.2 CHO-Zellkultur 

Folgende Lösungen wurden bei der CHO-Zellkultur verwendet. 

Zellkulturmedium (Komplettmedium, steril filtriert) 

Ham’s F12 mit L-Glutamin und 25 mM HEPES      500 ml 

Fetales Kälberserum (FCS – engl. fetal calf serum)     50 ml 

(inaktiviert bei 56 °C für 45 min) 

Penicillin/Streptomycin Mix (100x)        5 ml 

Lagerung bei 4 °C für maximal 3 Wochen 
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10x PBS für die CHO-Zellkultur, autoklaviert 

NaCl           1,37 M 

KCl           27 mM 

Na2HPO4 (wasserfrei)         101 mM 

KH2PO4            18 mM 

pH 7,4 

 

FACS-Puffer, steril filtriert 

Fetales Kälberserum (FCS – engl. fetal calf serum)     2 ml 

(inaktiviert bei 56 °C für 45 min) 

CHO-PBS (1x)          100 ml 

Lagerung bei 4 °C 

 

Einfrierlösung für CHO-Zellen 

CHO-Zellkulturmedium (Komplettmedium)      45 ml 

DMSO (10 % – steril)         5 ml 

Lagerung bei 4 °C 

 

2.1.11.3 Weitere verwendete Puffer und Lösungen 

Folgende Lösungen wurden für weitere molekularbiologische Methoden verwendet. 

50x TAE-Puffer  

Tris (pur)           2 M  

Natriumacetate          250 mM  

Na2-EDTA (wasserfrei)         100 mM  

In 2 Liter dest. H2O 

 

TB-Puffer (Transfektionspuffer) 

Na2PO4          90 mM  

KCl            5 mM  

CaCl2           0,15 mM  

HEPES           50 mM  

pH 7,3 
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TE-Puffer 

Tris-HCl (pH 8,0)         10 mM  

EDTA            1 mM  

 

TFBI-Puffer 

Kaliumacetat           30 mM  

MnCl2           50 mM  

RbCl            0,2 M  

CaCl2           10 mM  

Glycerin           15 %  

pH 5,8 

 

TFBII-Puffer 

MOPS           10 mM  

CaCl2           75 mM  

RbCl            10 mM  

Glycerin           15 %  

pH 7,0 

 

Agar-Nährmedium für Agar-Platten (autoklaviert) 

LB-Agar (Lennox)         35 g/l 

In 1 Liter dest. H2O 

Lagerung bei 4 °C 

 

LB-Medium (autoklaviert) 

LB-Medium (Lennox)        20 g/l 

In 1 Liter dest. H2O 

Lagerung bei 4 °C 

 

2.1.12 Zelllinien 

Folgende Zelllinien wurden in dieser Arbeit für die unterschiedlichen molekular- und 

zellbiologischen Ansätze verwendet. 
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2.1.12.1 E. coli 

Für die Klonierung der untersuchten Gene wurde der Klonierungsstamm E. coli „One-shot™ 

TOP10“ (Invitrogen, USA) verwendet. 

 

2.1.12.2 Plasmodium falciparum 

Folgende Laborstämme des P. falciparum wurden verwendet. 

IT4-Stamm 

Dieser Stamm wurde im August 1976 aus einem Patienten in Fajara-Gambia (Westafrika) 

isoliert (Jensen und Trager, 1978). Dieses Isolat wurde freundlicherweise von Frau Mo 

Klinkert (BNITM, Hamburg) zur Verfügung gestellt. 

3D7-Stamm 

Dieser Stamm ist ein Klon des NF54-Isolates, welches aus einem Patienten stammt, der in der 

Nähe des Schipol-Flughafen in Amsterdam lebte und davor nie im Ausland gewesen ist 

(Ponnudurai et al., 1981). Dieses Isolat wurde ebenfalls von Frau Mo Klinkert (BNITM, 

Hamburg) zur Verfügung gestellt. 

 

2.1.12.3 CHO-Zelllinien (engl. chinese hamster ovary cells) 

Die CHO-Zellen wurden erstmalig im Jahr 1957 von der Laborgruppe von Dr. Theodore T. 

Puck aus 0,1 Gramm Eierstockgewebe eines chinesischen Zwerghamsters (Cricetulus griseus) 

isoliert (Puck, 1958). In dieser Arbeit wurde der Klon psgA-745 (CHO-745) von ATCC 

(American Type Culture Collection) verwendet, welcher eine Xylosyltransferase-Defizienz 

aufweist. Die Xylosyltransferase spielt eine Rolle bei der Synthese von Glykosaminoglykanen 

(GAG), welche Zelladhäsionen vermitteln. Der Klon psgA-745 synthetisiert weniger als 2 % 

der bei Wildtyp-Zellen vorkommenden GAG (Gantt et al., 1997) und eignet sich somit sehr 

gut für die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente. In dieser Arbeit wurden transgene 

CHO-745-Zelllinien verwenden, welche humane Endothelrezeptoren als Fusionsprotein mit 

einem zytoplasmatischen C-terminalen GPF (Engl. green fluorescent protein) synthetisieren 

und auf der Zelloberfläche aufweisen. Als Kontrolle wurde der CHO-745-AcGFP-Klon3 

(mock) verwendet, welcher keinen Rezeptor sondern lediglich zytoplasmatisches GFP 

synthetisiert. Die transgenen CHO-Ziellinien (Siehe Tab. 3) wurden freundlicherweise von 

Birgit Förster (BNITM - AG Horstmann) zur Verfügung gestellt. 
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Tabelle 3: Transgene CHO-745-Zelllinien 

Name Vektor Konjugat 

   

CHO-745-AcGFP-Klon3 (mock) pAcGFP-N1 - 

CHO-745-CD36-AcGFP-Klon3 pAcGFP-N1 CD36 

CHO-745-ICAM1-AcGFP-Klon3 pAcGFP-N1 ICAM-1 

CHO-745-CD9-EGFP-Klon8-3 pEGFP-N1 CD9  

CHO-745-P-Selektin-AcGFP-

Klon4 
pEGFP-N1 P-Selektin 

 

2.2 Zellbiologische Methoden 

2.2.1 Plasmodium falciparum-Zellkultur 

Folgende zellbiologische Methoden wurden bei der P. falciparum-Zellkultur für diese Arbeit 

verwendet. 

 

2.2.1.1 In vitro Kultivierung von P. falciparum 

Beide Laborstämme (IT4 und 3D7) wurden nach den Standardkulturmethoden von Trager 

und Jensen (1976) kultiviert. Die in vitro-Kultur erfolgte in einem Volumen von 10 ml RPMI 

1640 (Komplettmedium), welches entweder mit 10 % humanem Serum (A+) oder 0,5 % 

Albumax II versetzt wurde. Der Hämatokritwert betrug 5 % und die Inkubation erfolgte bei 

37 °C mit einer Gaszusammensetzung von 1 % O2, 5 % CO2 und 94 % N2. Das Medium 

wurde spätestens jeden dritten Tag gewechselt, wobei die Parasitämie und der Hämatokrit neu 

adjustiert wurden. Für die Einstellung des Hämatokrits wurden Erythrozyten der Blutgruppe 

0+ verwendet. 

 

2.2.1.2 Giemsa-Färbung 

Um die Parasitämie sowie das Parasitenstadium in der Kultur zu bestimmen, wurden 

Blutausstriche auf Objektträger angefertigt. Diese wurden anschließend an der Luft getrocknet 

und in Methanol (100 %) für ca. 2 min fixiert. Schließlich wurden die Ausstriche für 10 min 

in einer 10 %igen Giemsalösung angefärbt und konnten nach dem sie erneut an der Luft 

getrocknet waren unter dem Lichtmikroskop untersucht werden.    
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2.2.1.3 Synchronisierung der P. falciparum-Kultur mittels Sorbitol 

Um eine synchrone P. falciparum-Kultur zu erhalten, kann man mit Hilfe des Zuckeralkohols 

Sorbitol die Kultur synchronisieren in dem man die reifen Stadien des Parasiten 

(Trophozoiten und Schizonten) eliminiert und lediglich die Parasiten im Ringstadium behält. 

Dies erfolgt aufgrund der höheren Permeabilität der reifen Parasiten, welche durch das 

Eindringen des Sorbitols lysiert werden. Dafür wurde die Kultur für 5 min bei 800 x g 

zentrifugiert und anschließend der Überstand verworfen. Die sedimentierten Zellen wurden in 

dem 6-fachen Volumen 5 %igen Sorbitol-Lösung (37 °C) resuspendiert und für 5 min bei 37 

°C im Wasserbad inkubiert und in regelmäßigen Abständen geschüttelt. Um die Sorbitol-

Lösung zu entfernen wurde erneut für 5 min bei 800 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde 

abgenommen und das Sediment einmal gewaschen. Dafür wurde das Sediment in 8 ml 

Kulturmedium resuspendiert und erneut für 5 min und 800 x g zentrifugiert. Schließlich 

wurden die Zellen in 10 ml Kulturmedium resuspendiert und wie oben beschrieben (Siehe 

Punkt 2.2.1.1) weiter kultiviert.      

 

2.2.1.4 Anreicherung reifer Parasitenstadien mittels MACS 

Eine weitere Methode, um bestimmte Parasitenstadien zu isolieren ist die Anreicherung der 

pigmentierten reifen Parasitenstadien mittels MACS (engl. magnet activated cell sorting), 

welche es ermöglicht die späteren Stadien des Parasiten von Parasiten im Ringstadium sowie 

von nicht-infizierten Erythrozyten zu trennen. Während des intraerythrozytären Zyklus 

ernährt sich der Parasit u. a. von Hämoglobin, wobei der Fe(III) enthaltende paramagnetische 

Komplex Hämozoin entsteht. Dieser ist bei den Giemsa-angefärbten späteren Parasitenstadien 

als dunkelbraunes Pigment zu erkennen. Diese Eigenschaft ermöglicht es, diese pigmentierten 

Parasitenstadien mit Hilfe eines Magneten anzureichern. Die Anreicherung erfolgte nach 

Ribaut et al. (2008) unter Anwendung eines Vario MACS
TM

 Magneten (Miltenyi Biotec). 

Dafür wurde am Magnet eine MACS CS-Säule befestigt, welche über einen Dreiweghahn 

zum einen mit einer Kanüle (0,8 mm) und zum anderen mit einer 20 ml-Spritze verbunden 

war. Die Spritze war mit Bindungsmedium (37 °C) gefüllt, welches für die Äquilibrierung der 

CS-Säule verwendet wurde. Dies geschah durch Auf- und Abziehen der Spritze, wodurch 

Luftblasen aus der Säule entfernt wurden. Anschließend wurde die 

Durchflussgeschwindigkeit auf ca. einen Tropfen pro Sekunde eingestellt und die 

Parasitenkultur, welche zuvor auf einen Hämatokrit von 10 - 15 % eingestellt worden war, 

wurde auf die Säule gegeben. Danach wurde ohne die Säule trocknen zu lassen mit 

mindestens 50 ml Bindungsmedium solange gewaschen, bis der Durchfluss klar wurde. Zum 
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Eluieren der Parasiten wurde die Säule vom Magneten getrennt und um 180° gedreht mit der 

Öffnung in ein Zentrifugenröhrchen (50 ml) gehalten. Mit Hilfe des in der Spritze 

übriggebliebenen Bindungsmedium wurden die angereicherten Parasiten eluiert. Schließlich 

wurde eine Giemsa-Färbung eines Ausstriches angefertigt, um die Anreicherung zu 

kontrollieren.    

       

2.2.1.5 Anreicherung von Schizonten mittels Percoll-Gradient 

Die Auftrennung der Parasitenstadien kann ebenfalls anhand eines Gradienten durchgeführt 

werden. Hierfür wird vor allem ein Percoll-Gradient verwendet. Die Herstellung eines 

Gradienten mit unterschiedlich-konzentrierten Percolllösungen und Zentrifugation ermöglicht 

eine Trennung zwischen Ringstadium/nicht-infizierten Erythrozyten (Sediment), 

Trophozoiten (die untere der beiden mittleren Phasen, zwischen den 80 %- und 60 %igen 

Percolllösungen), Schizonten (die zweite der beiden mittleren Phasen, zwischen den 60 %- 

und 40 %igen Percolllösungen) sowie Merozoiten und Zelltrümmer ganz oben. In dieser 

Arbeit wurde eine Variante des Percollgradienten verwendet, um Schizonten zu isolieren. 

Dafür wurden 4 ml einer 60 %igen Percolllösung in ein Zentrifugenröhrchen (15 ml) 

pipettiert und anschließend 8 ml einer Kultur mit 5 - 10 % Parasitämie (im 

Schizontenstadium) vorsichtig auf die Percolllösung gegeben. Der Gradient wurde für 8 min 

bei 2000 x g zentrifugiert. Anschließend wurde die bräunliche Phase, welche sich zwischen 

Percoll und Kulturmedium befand, abgenommen und in ein neues Zentrifugenröhrchen 

überführt. Um die Percolllösung zu entfernen, wurde die extrahierte Phase mit warmen 

Kulturmedium (1x) gewaschen. Schließlich wurde der Überstand verworfen und das 

Sediment enthielt die isolierten Schizonten, die für die Transfektion verwendet wurden (Siehe 

Punkt 2.2.1.6).  

 

2.2.1.6 Transfektion von P. falciparum mittels Elektroporation 

Als Transfektion bezeichnet man den Prozess des Einbringens von Fremd-DNA in 

eukaryotische Zellen. Die Transfektion von zirkulären Plasmiden in den Kern von P. 

falciparum erfolgte in dieser Arbeit mittels Elektroporation (Wu et al., 1995, Spielmann et al., 

2006c). Um die Selektionszeit zu reduzieren wurde eine Methode für die Elektroporation von 

Schizonten angewandt (Moon et al., 2013). Dafür wurden 50 µg Plasmid-DNA mittels 

Ethanolfällung präzipitiert und gewaschen (Siehe Punkt 2.3.13). Die Plasmid-DNA wurde in 

10 µl TE-Puffer resuspendiert und anschließend in 100 µl TB-Puffer verdünnt. Schließlich 

wurden die 10 - 12 µl der mittels Percoll-Gradient isolierten Schizonten mit der Plasmid-
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DNA im TB-Puffer gemischt und in eine Transfektionsküvette überführt. Die Elektroporation 

erfolgte bei 310 V und 950 µF mit Hilfe des Amaxa-4D-Elektroporators. Nach der 

Elektroporation wurde die Zellsuspension in ein Reaktionsgefäß (1,5 ml), welches mit 500 µl 

warmem RPMI-Kulturmedium und 300 µl frischem Blut (0+) versetzt war, überführt und für 

30 min bei 37 °C und 650 rpm auf einem Schüttler (Thermomixer compact - Eppendorf, 

Hamburg) inkubiert. Anschließend wurde die Zellsuspension in eine Petrischale mit 10 ml 

RPMI-Kulturmedium überführt und der Hämatokrit auf 5 % eingestellt. In den ersten fünf 

Tagen nach der Transfektion wurde das Medium täglich gewechselt. Danach wurden die 

Parasiten nach der Standardmethode weiter kultiviert. Zur Selektion der transgenen Parasiten 

wurde das Antifolat WR99210 (4 nm) zu der Kultur gegeben.WR99210 ist ein Antifolat, 

welches die Aktivität des P. falciparum-Dihydrofolatreduktase (PfDHFR) inhibiert, wodurch 

die Synthese von wichtigen Nukleotiden gehemmt wird. Allerdings enthält der für die 

Transfektion verwendete pARL1-Vektor das Gen, das für die humane DHFR kodiert, welches 

von WR99210 nicht inhibiert wird. Somit können die positiv-transfizierten Parasiten 

selektioniert werden.  

 

2.2.1.7 Herstellung von Kryo-Dauerstabilaten 

Um Kryo-Dauerstabilate von P. falciparum herzustellen, wurde die synchrone Parasiten-

Kultur mit über 5 % Parasitämie (Ringstadium) zunächst für 5 min bei 800 x g zentrifugiert. 

Anschließend wurde der Überstand entsorgt und das Sediment in dem 4-fachen Volumen 

Einfrierlösung (MFS) resuspendiert und in Kryoröhrchen überführt. Schließlich wurden die 

Kryoröhrchen in einen Einfrierbehälter in dem das Einfrieren kontrolliert stattfindet (1 °C 

weniger pro Minute) über Nacht bei -80 °C gelagert. Die langfristige Lagerung erfolgte im 

Stickstofftank bei -170 °C. 

 

2.2.1.8 Auftauen von Kryo-Dauerstabilaten 

Das Auftauen der Kryo-Dauerstabilate erfolgte bei 37 °C im Wasserbad. Anschließend wurde 

die Zellsuspension in ein Zentrifugenröhrchen (15 ml) überführt, mit dem gleichen Volumen 

vorgewärmter Auftaulösung (MTS) vermischt und für 2 min bei 300 x g zentrifugiert. Nach 

dem ersten Zentrifugationsschritt wurde der Überstand verworfen und das Sediment 2-fach 

mit jeweils 1 ml MTS gewaschen. Schließlich wurde das Sediment in 10 ml RPMI-

Kulturmedium resuspendiert und nach den Standardbedingungen kultiviert.   
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2.2.2 CHO-Zellkultur 

Folgende zellbiologische Methoden wurden bei der CHO-Zellkultur für diese Arbeit 

verwendet. 

 

2.2.2.1 In vitro Kultivierung von CHO-Zellen 

Die CHO-Zellen wurden sowohl in T25 (25 cm²) als auch in T75 (75 cm²) 

Gewebekulturflaschen kultiviert, welche für adhärent-wachsende Zellen geeignet sind. In der 

T25-Flasche wurden die Zellen in 5 ml Medium kultiviert, während die Zellen in der T75-

Flasche 15 ml Medium bekommen haben. Die Zellen wuchsen bei 37 °C und 5 % CO2. Das 

Wachstum der CHO-Zellen (Konfluenz) wurde mit Hilfe eines Inversmikroskops kontrolliert 

und um zu vermeiden, dass die Zellen überwachsen und um ihre Vitalität zu gewährleisten 

wurden spätestens an jedem dritten Tag die Zellen gesplittet (Verdünnung der Zellzahl in der 

Kulturflasche), wobei das Kulturmedium gewechselt wurde. Dafür wurde das „alte“ Medium 

abgenommen und die adhärenten Zellen mit vorgewärmten 1 x CHO-PBS (37 °C) einmal 

gewaschen. Anschließend wurden die Zellen mit Accutase behandelt, um sie vom 

Flaschenboden zu lösen. Bei der T25-Flasche wurden 300 µl Accutase verwendet und bei der 

T75-Flasche wurden 1000 µl Accutase verwendet. Nach einer 5-minütigen Inkubation bei 

37 °C und 5 % CO2 konnten die Zellen durch leichtes Klopfen der Flasche vom Boden gelöst 

werden. Schließlich wurden die CHO-Zellen mit Kulturmedium resuspendiert, was zu einer 

Inhibition der Accutase-Aktivität führte und je nach Konfluenz 1:2 bis 1:30 mit 5 bzw. 15 ml 

frischem Medium verdünnt. Für die Selektion der transgenen CHO-Zelllinien wurde 

Neomycin (G418; 50 mg/ml; Endkonz. 0,7 mg/ml) zu den Zellen gegeben.   

 

2.2.2.2 Zellsortierung mittels Durchflusszytometrie 

Um die transgenen CHO-Zellen zu sortieren und somit den Anteil an positiv-transgenen 

CHO-Zellen zu erhöhen, wurden diese Zellen, die den zu untersuchenden Rezeptor auf der 

Oberfläche aufwiesen von den negativ-transgenen Zellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie 

(FACS – engl. fluorescence activated cell sorting) getrennt. Dafür wurde die Kultur, wie oben 

beschrieben, mit Accutase behandelt, in 5 - 10 ml CHO-Kulturmedium resuspendiert und in 

ein Zentrifugenröhrchen (15 ml) überführt. Anschließend wurde mit Hilfe einer Neubauer-

Zählkammer die Zellzahl bestimmt (mind. 1 x 10
6
 wurden dafür benötigt). Danach wurde die 

Zellsuspension für 2 min bei 250 x g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der 

Überstand verworfen und das Sediment in 5 ml FACS-Puffer resuspendiert. Die 

Zellsuspension wurde in ein steriles FACS-Röhrchen überführt und für 5 min bei 4 °C und 
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250 x g zentrifugiert. Anschließend wurde die Markierung der Oberflächenantigene (CD36, 

ICAM-1, CD9 und P-Selektin) durchgeführt. Hierbei erfolgte die Markierung von CD36, 

ICAM-1 und CD9 über die direkte Methode mit Hilfe von spezifischen Antikörpern, welche 

mit APC (Allophycocyanin) gekoppelt waren, während die Markierung von P-Selektin über 

eine indirekte Methode mit einem spezifischen Primärantikörper sowie einem monoklonalen 

-Maus-Sekundärantikörper der ebenfalls mit APC gekoppelt war, erfolgte (Siehe Tab. 1 und 

2). Bei der direkten Methode wurden die Zellen für 15 min auf Eis und im Dunkeln inkubiert, 

während bei der indirekten Methode die Zellen erst für 30 min auf Eis mit dem 

Primärantikörper inkubiert wurden, anschließend mit FACS-Puffer zwei Mal mit 2 ml FACS-

Puffer gewaschen (Zentrifugationsschritte: 3 min bei 4 °C, 250 x g) und für 30 min auf Eis 

und im Dunkeln mit dem Sekundärantikörper inkubiert wurden. Nach der Inkubation mit den 

APC-gekoppelten Antikörpern wurden die Zellen erneut 2-fach mit 2 ml FACS-Puffer 

gewaschen und anschließend in 2 ml FACS-Puffer resuspendiert. Die Zellsuspension wurde 

durch einen FACS-Filter gefiltert und in ein neues FACS-Röhrchen aufgenommen. Dieses 

wurde bis zur Sortierung am FACS-Gerät auf Eis gehalten. Die CHO-Zellen wurden zum 

einen aufgrund der grünen Fluoreszenz des GFP-Fusionsprotein und zum anderen aufgrund 

der roten Fluoreszenz von APC selektiert. Lediglich die Zellen, die sowohl ein GFP-Signal 

als auch ein APC-Signal zeigten, wurden in das Zentrifugenröhrchen, welches mit 2 ml CHO-

Kultumedium gefüllt war, wieder aufgenommen. Schließlich wurde die Zellsuspension in eine 

Gewebekulturflasche überführt und wie oben beschrieben weiter kultiviert. 

 

2.2.2.3 Herstellung von Kryo-Dauerstabilaten 

Für die Herstellung der Kryo-Dauerstabilate von CHO-Zellen wurden die adhärenten CHO-

Zellen, wie oben beschrieben, mit Accutase behandelt. Anschließend wurden die Zellen mit 

5 ml (T25) bzw. 10 ml (T75) Kulturmedium resuspendiert und in ein Zentrifugenröhrchen 

(15 ml) überführt. Die Zellsuspension wurde für 2 min bei 300 x g zentrifugiert. Nach dem 

Zentrifugationsschritt wurde der Überstand entsorgt und das Sediment mit 3 ml (T25) bzw. 

8 ml (T75) CHO-Einfrierlösung resuspendiert. Schließlich wurde die Zellsuspension in 

Kryoröhrchen überführt und mit Hilfe eines Einfrierbehälters kontrolliert bei -80 °C 

eingefroren. Die langfristige Lagerung erfolgte entweder bei -80 °C oder im Stickstofftank bei 

-170 °C. 
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2.2.2.4 Auftauen von Kryo-Dauerstabilaten 

Das Auftauen der Kryo-Dauerstabilate erfolgte bei 37 °C im Wasserbad. Anschließend wurde 

die Zellsuspension in ein Zentrifugenröhrchen (15 ml) überführt, mit 10 ml vorgewärmtem 

Kulturmedium vermischt und für 2 min bei 300 x g zentrifugiert. Nach dem ersten 

Zentrifugationsschritt wurde der Überstand verworfen und das Sediment in 5 ml (T25) bzw. 

15 ml (T75) CHO-Kulturmedium resuspendiert. Danach wurde die Kultur nach den 

Standardbedingungen kultiviert.   

 

2.2.3 Isolieren von Zellen mittels Biocoll-Dichtegradientenzentrifugation 

Unterschiedliche Zelltypen können aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte mit Hilfe einer 

Dichtegradientenzentrifugation voneinander getrennt werden. Diese Methode wurde in dieser 

Arbeit für die Trennung von PfiE und CHO-Zellen nach jeder Anreicherungsrunde (Siehe 

Punkt 2.4) verwendet. Hierfür wurde die Biocoll-Trennlösung (Biochrom, Berlin) verwendet, 

welche Polysucrose enthält. Polysucrose ist ein hydrophiles Polymer mit einem 

Molekulargewicht von ca. 400 kDa, mit der laut Herstellerangaben wässrige Lösungen bis zu 

einer Dichte von 1,1 g/ml hergestellt werden können. CHO-Zellen besitzen eine 

durchschnittliche Dichte von 1,05 g/ml (Anderson et al., 1970), während die 

Durchschnittsdichte der Erythrozyten bei 1,1 g/ml liegt. Somit wandern die PfiE während der 

Zentrifugation durch die Biocoll-Trennlösung nach unten, während die CHO-Zellen oben 

bleiben. Um die PfiE nach einer Anreicherung von den CHO-Zellen zu trennen, wurden die 

aufgenommenen PfiE erst in ein 15 ml-Zentrifugenröhrchen und für 5 min bei 800 x g 

zentrifugiert. Währenddessen wurde in ein anderes 15 ml-Zentrifugenröhrchen 7 ml Biocoll-

Trennlösung vorgelegt. Nach der Zentrifugation der aufgenommenen PfiE wurde der 

Überstand abgenommen und das Sediment in 7 ml Kultumediun resuspendiert. Anschließend 

wurde die Zellsuspension vorsichtig über die vorgelegte Biocoll-Trennlösung geschichtet und 

der Gradient für 20 min bei 1300 x g zentrifugiert, wobei die Bremse der Zentrifuge 

ausgeschaltet wurde. Nach der Zentrifugation wurde der Überstand abgenommen und 

verworfen. Die Zellen wurden mit 8 ml Kulturmedium einmal gewaschen und anschließend 

die PfiE entsprechend den oben beschriebenen Kulturbedingungen (Siehe Punkt 2.2.1.1) 

weiter kultiviert. 

 

2.3 Molekularbiologische Methoden 

Die folgenden molekularbiologischen Methoden wurden in dieser Arbeit verwendet. 
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2.3.1 RNA-Extraktion  

Die Isolierung der Gesamt-RNA für die Transkriptomanalyse wurde nach einem 

modifizierten Protokoll von Kyes et al. (2000) durchgeführt. Hierfür wurden die Proben 

(PfiE-TRIzol-Gemisch) zügig bei 37 °C unter leichtem Schütteln aufgetaut und anschließend 

in 1 ml-Aliquots aufgeteilt. Zu den Aliquots wurden jeweils 200 µl Chloroform gegeben. 

Diese wurden durch Schütteln (ca. 15 Sekunden) gut vermischt und für 3 min bei 

Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben für 30 min bei 4 °C 

und 12000 x g zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand (ca. 400 µl/Reaktionsgefäß) 

vorsichtig abgenommen und in ein neues RNase-freies Reaktionsgefäß überführt, welches 

sich auf Eis befand. Zu dem Überstand wurde das gleiche Volumen 70 %iges Ethanol 

gegeben und mittels Inversion (3 - 4 Mal) gut vermischt. Die weiteren Schritte erfolgten unter 

Anwendung des PureLink
® 

RNA Mini Kit nach den Angaben des Herstellers. Die RNA 

wurde in zwei Schritten mit jeweils 25 µl RNase-freiem Wasser eluiert. Schließlich wurde die 

RNA-Konzentration mittels NanoDrop bestimmt. Die isolierte RNA wurde bis zur weiteren 

Verwendung entweder auf Eis gehalten oder bei -80 °C gelagert. Bevor die RNA zur BGI 

(Beijing Genomics Institute) für die Transkriptomanalyse geschickt wurde, erfolgte noch eine 

DNase-Behandlung mittels TURBO DNase™ (Siehe Punkt 2.3.3), gefolgt von einer RNA-

Aufreinigung unter Anwendung des „AGENTOURT
®
 RNA Clean up“-Kits (Siehe Punkt 

2.3.4) sowie einer Kontrolle der RNA-Qualität mittels Bioanalyser (Agilent 2100
®
) (Siehe 

Punkt 2.3.5).  

 

2.3.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Die Konzentration der isolierten RNA sowie die der Plasmide wurden photometrisch mit 

Hilfe eines Nanodrops (Thermo Scientific, Langenselbold) bestimmt. Bei einer Wellenlänge 

von 260 nm besitzen die aromatischen Ringe der Basen von DNA und RNA ihr 

Absorptionsmaximum. Einer optischen Dichte (OD260) von eins entsprechen 50 ng/µl 

doppelsträngiger DNA oder 40 ng/µl einzelsträngiger RNA. Da das Absorptionsmaximum der 

aromatischen Aminosäurenreste in Proteinen bei 280 nm liegt, lässt sich aus dem Verhältnis 

von 260 nm zu 280 nm die Reinheit der RNA abschätzen. Eine reine RNA-Lösung besitzt 

einen OD260/OD280-Wert zwischen 1,8 und 2,1. Ein Wert unter 1,8 deutet auf eine 

Kontamination mit Proteinen oder Phenol hin. 
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2.3.3 DNA-Verdau mittels Turbo DNase 

Um eine Kontamination durch genomische DNA zu vermeiden, wurde die isolierte RNA mit 

TURBO DNase™ behandelt. Dafür wurden 50 µl RNA-Probe mit 5 µl 10 x Turbo DNase-

Puffer und 1 µl Turbo DNase durch vorsichtiges Pipettieren vermischt und für 20 - 30 min bei 

37 °C inkubiert. Anschließend wurden 5 µl DNase-Inhibitor dazu gegeben, gut vermischt und 

die Probe wurde für 5 min bei RT inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Probe für 1,5 min 

bei 10000 x g zentrifugiert und der Überstand vorsichtig abgenommen und in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt. 

2.3.4 RNA-Aufreinigung mit Hilfe magnetischer Kügelchen (Magnetic beads)  

Die Aufreinigung der RNA wurde mit Hilfe von magnetischen Kügelchen unter Anwendung 

des AGENTOURT
®

 RNA Clena up“-Kits durchgeführt. Dafür wurden die magnetischen 

Kügelchen durch Schütteln resuspendiert und anschließend das 1,8-fache Volumen zu der 

RNA-Probe gegeben. Nach dem die RNA-Probe mit den Kügelchen durch Auf- und 

Abpipettieren gut vermischt wurde, wurde sie für 10 min bei RT inkubiert. Nach der 

Inkubation wurden die Reaktionsgefäße an einem Magnetständer platziert und weitere 10 min 

bei RT inkubiert. Nach dem eine Akkumulation der magnetischen Kügelchen an der Wand 

des Reaktionsgefäßes zu sehen war, wurde die klare Lösung abgenommen und verworfen. Die 

verbliebenen Kügelchen, an die die RNA gebunden war, wurden anschließend mit 500 µl 

70 %igem Ethanol gewaschen. Hierbei wurde das Ethanol vorsichtig über die Kügelchen 

pipettiert und 30 s später wieder abgenommen. Der Waschschritt wurde noch zwei Mal 

wiederholt und anschließend wurden die Kügelchen für ca. 10 min bei RT getrocknet. 

Schließlich wurde die RNA mit 60 µl RNase-freiem Wasser eluiert. Dies geschah durch 

mehrfaches Pipettieren des RNase-freien Wassers über die Kügelchen bis diese resuspendiert 

wurden. Nach einer weiteren 3 - 4-minütigen Inkubation wurde der Überstand (ohne 

Kügelchen) abgenommen und in ein neues RNase-freies Reaktionsgefäß überführt.  

 

2.3.5 Überprüfung der RNA-Qualität mittels Bioanalyser  

Die Überprüfung der RNA-Qualität erfolgte unter Anwendung eines Bioanalyser-Systems 

(Agilent 2100
®
). Dieses System verwendet eine automatisierte Kapillar-Elektrophorese, bei 

der die RNA nach ihrer Größe in mRNA, einzelnen Fraktionen der rRNA (5S, 18S und 28S) 

sowie fragmentierte RNA aufgetrennt wird. Das Ergebnis wird dann in einem Elektrogramm 

und als virtuelles Gel-Bild dargestellt. Zudem wird der sogenannte RIN-Wert (engl. RNA 

Integrity Number) generiert, welcher den Vergleich und die Einstufung der RNA-Qualität 
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ermöglicht. Der RIN-Wert ist ein Wert zwischen 1 und 10, wobei 1 eine stark-degradierte 

RNA bezeichnet und 10 eine intakte RNA darstellt, welche nicht degradiert oder fragmentiert 

ist (Schroeder et al., 2006). Die Durchführung der Qualitätskontrolle erfolgte nach Angaben 

des Herstellers. Nach dem die Qualität der RNA kontrolliert wurde, wurden die zu 

untersuchenden Proben nach Hong Kong zum BGI geschickt, wo die Sequenzierung des 

Transkriptoms unter Verwendung einer Illumina HiSeq™ 4000 Plattform durchgeführt 

wurde.  

 

2.3.6 DNA-Gelelektrophorese 

Die Gelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode geladene Moleküle (DNA, 

RNA und Proteine) nach ihrer Größe zu trennen und ihre individuelle Länge durch den 

Einsatz von Markern bekannter Größe zu bestimmen. Durch die negative Eigenladung der 

Moleküle wandern diese im elektrischen Feld von der Kathode zur Anode und passieren dabei 

die Poren einer Gelmatrix (z. B. Agarose oder Polyacrylamid), wobei für die Trennung von 

Nukleinsäure Agarosegel verwendet wird. Die Porengröße richtet sich nach der Konzentration 

der Agarose. Je höher die Konzentration, desto feinmaschiger das Gel. Die kleineren 

Moleküle bewegen sich schneller durch das Gel als die größeren, wodurch eine Trennung der 

verschiedenen Fragmente ermöglicht wird. Für die DNA-Gelelektrophorese wurde je nach 

Größe der Zielfragmente ein 0,8 – 2 %iges Agarosegel mit 1x TAE-Puffer (w/v) angefertigt.  

Der 1x TAE-Puffer wurde ebenfalls als Laufpuffer verwendet. DNA Fragmente sind nativ 

nicht sichtbar und werden deshalb klassisch durch den interkalierenden Farbstoff 

Ethidiumbromid angefärbt. Die Färbung erzeugt die typischen sichtbaren "Banden" im 

Trägermedium. Dieses geschieht durch die Interkalation einzelner Ethidiumbromidmoleküle 

zwischen den Basen der Nukleinsäuren, was das Anregungsspektrum des Ethidiumbromids 

verschiebt. So wird die Fluoreszenz bei Bestrahlung mit UV-Licht stark erhöht, was eine 

Visualisierung der Nukleinsäurefragmente im Gel ermöglicht. In dieser Arbeit wurde das 

Agarosegel mit 0,01 % (v/v) einer 1 mg/ml Ethidiumbromidlösung versetzt.   

Zum Beladen des Gels wurden die DNA-Proben mit 6x Loading Dye Solution (Thermo Fisher 

Scientific, USA) versetzt. Als Marker wurde entweder das GeneRuler™ 100 bp oder das 

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific, USA) mit auf das Gel 

aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 90 V bis 130 V durchgeführt. 

Anschließend konnten die DNA-Banden unter UV-Licht detektiert werden und 

gegebenenfalls für eine Aufreinigung und Weiterverarbeitung der DNA aus dem Gel 

geschnitten werden. 
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2.3.7 DNA-Aufreinigung 

Nach dem die spezifische Bande aus dem Agarosegel ausgeschnitten wurde, wurde die DNA 

aus dem Gel extrahiert und gereinigt. Die Reinigung erfolgte mittels NucleoSpin® Gel und 

PCR Cleanup (Macherey-Nagel, Düren) nach den Angaben des Herstellers. Dabei wurde die 

DNA aus dem Gel extrahiert und in einer Säule an eine Silicamembran gebunden, während 

Salze und Proteine die Matrix passierten. Anschließend wurde die gebundene DNA mit 

alkoholhaltigen Puffern gewaschen und zuletzt durch Zugabe von 20 μl nukleasefreiem 

Wasser DNA von der Säule eluiert. Die gereinigte DNA konnte bei -20 °C bis zur weiteren 

Verwendung aufbewahrt werden. 

 

2.3.8 Herstellung von kompetenten E. coli- Zellen 

Um Plasmide in Bakterien einschleusen zu können, muss man die Zellmembran dieser Zellen 

durchlässig machen. Diese durchlässigen Bakterien werden kompetente Bakterien genannt. 

Für die Herstellung von kompetenten E. coli-Zellen wurden die E. coli TOP10 OneShot 

Zellen (Invitrogen, USA) verwendet. 

Hierfür wurden 4 ml LB-Medium mit 4 µl E. coli-Kultur beimpft und für 37 °C unter 

kontinuierliches Schütteln über Nacht inkubiert. Die 4 ml-Übernachtkultur wurde in 200 ml 

vorgewärmtes (37 °C) LB-Medium überführt und bis zu einer OD (optischen Dichte) von 

0,5 - 0,55 kultiviert. Nach dem der OD-Wert erreicht wurde, wurde die Kultur sofort in 4 

vorgekühlte (auf Eis) 50 ml-Zentrifugenröhrchen überführt und für 20 min bei 4 °C und 

2600 x g zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand verworfen und die Zellen in 15 ml 

TFBI-Puffer resuspendiert und für 10 min auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation wurde die 

Zellsuspension erneut für 20 min bei 4 °C und 2600 x g zentrifugiert. Anschließend wurde der 

Überstand erneut abgenommen und das Sediment wurde in 2 ml TFBII-Puffer resuspendiert. 

Schließlich wurde die Zellsuspension in 1,5 ml-Reakionsgefäße aliquotiert 

(100 µl/Reaktionsgefäß) und mit Hilfe von Trockeneis schockgefroren. Die Aliquots wurden 

bei -80 °C aufbewahrt.  

 

2.3.9  Klonierungsmethoden 

Für die Untersuchungen der VIR-Proteine, wurden Transkriptsequenzen der Gene, welche für 

die zu untersuchenden VIR-Proteine (Siehe Punkt 2.1.9) kodieren, synthetisch hergestellt. Da 

die synthetischen Gene als Konstrukt an einem beliebigen Vektor geliefert wurden, mussten 

sie erst über Klonierungsmethoden in den Zielvektor pARL1 eingebaut werden. Hierbei 
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wurden die gelieferten Konstrukte in kompetente E. coli-Zellen transformiert (Siehe Punkt 

2.3.9.2). Anschließend wurden sie, durch die Klonierung amplifiziert. Aus den Plasmiden 

wurden die synthetischen Gene ausgeschnitten und in den Zielvektor ligiert (Siehe Punkt 

2.3.9.1). 

Klonierung ist in der Molekularbiologie der Überbegriff für Methoden zur Gewinnung und 

identischen Vervielfältigung von DNA. Bei der Klonierung wird ein gewünschtes DNA-

Fragment in einen geeigneten Vektor, in diesem Fall Plasmid, integriert (Ligation), der dann 

wiederum in kompetente Bakterienzellen eingeschleust wird (Transformation). Durch die 

Vermehrung der Bakterien wird eine gezielte Amplifikation des gesuchten DNA-Fragmentes 

erreicht. Die Rekombinanten (Plasmid + Insert) können dann mit Hilfe einiger Eigenschaften 

des Vektors von Nicht-Rekombinanten getrennt werden (Selektion). 

 

2.3.9.1 Ligation 

Die Ligation ist eine in vitro-Verknüpfung von DNA-Fragmenten mit einem geeigneten 

Vektor. Für die Ligation der zu untersuchenden Gene in den linearisierten pARL1-Vektor 

wurde die T4-DNA-Ligase (Promega, USA) verwendet. Diese katalysiert die Synthese von 

Phosphodiesterbindungen zwischen benachbarten 5´-Phosphat- und 3´-Hydroxylgruppen von 

DNA-Molekülen unter Spaltung eines Wassermoleküls. Die Ligationsansätze wurden nach 

folgendem Pipettierschema durchgeführt: 

 
Tabelle 4: Pipettierschema der Ligationsreaktionen mit dem pARL1-Vektor 

Komponenten Volumen 

T4-DNA-Ligase 1 µl 

10x T4-DNA-Ligase-Puffer 1,5 µl 

dATP [10mM] 2,5 µl 

Linearisierter pARL1-Vektor 0,1 - 1 µl 

Aufgereinigtes Gen (Insert) 4 - 6 µl 

Nukleasefreies Wasser Auf 15 µl aufgefüllt 

 

Das Volumen an Vektor bzw. Insert wurde immer im Verhältnis 1:3 und 1:5 angesetzt. Die 

Ligationsreaktionen erfolgten über Nacht bei 4 °C im Kühlschrank. Die vir-Gene wurden in 

den pARL1-Vektor über die Schnittstellen für die Restriktionsendonuklase KpnI und AvrII 

und das 3-fache HA-Tag wurde über die Schnittstellen für AvrII und XhoI (Siehe Punkt 2.1.6) 

ligiert. 
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2.3.9.2 Transformation 

Bei der Transformation werden die rekombinanten Plasmide in eine Wirtszelle eingeschleust. 

Hierbei wird eine Hitzeschockmethode verwendet, in der die Konstrukte durch einen 

Hitzeschock in die kompetenten Zellen eingeschleust werden können. Dafür wurde ein 

Aliquot von 100 μl kompetenter Zellen auf Eis aufgetaut und mit 2 - 3 μl des 

Ligationsansatzes versetzt und vorsichtig gemischt. Die Transformation wurde ermöglicht, 

indem die Ansätze nach einer 20 – 30 minütigen Inkubation auf Eis, für 30 Sekunden in einen 

42 °C warmen Heizblock platziert wurden und danach unverzüglich für fünf Minuten auf Eis 

gestellt wurden. Anschließend wurden die Transformationsansätze, nach Zugabe von 250 μl 

LB-Medium, für 1 Stunde bei 37 °C und 800 rpm (Thermomixer compact - Eppendorf, 

Hamburg) inkubiert. Schließlich wurden die Ansätze für eine Selektion der positiven 

Bakterienkolonie auf LB-Agarplatten ausplattiert und über Nacht bei 37 °C im Brutschrank 

inkubiert. 

 

2.3.9.3 Selektion positiver Bakterienkolonien 

Der für die Klonierung verwendete pARL1-Vektor besitzt das erste Markergen (Amp
r
), 

welches für das Enzym β-Lactamase kodiert, das eine Resistenz gegen Ampicillin vermittelt. 

Die Bakterien, welche das Plasmid tragen entwickeln damit eine Ampicilin-Resistenz und 

lassen sich leicht auf mit Ampicillin versehenen Selektionsplatten heranziehen. Somit können 

positive Bakterienkolonien herangezogen werden. Die Kolonien wurden anschließend mit 

Hilfe einer sterilen Pipettenspitze in 4 ml LB-Medium überführt, das bereits mit 4 µl 

Ampicillin (100 μg/ml) versetzt war. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C über Nacht in einem 

Brutschrank. 

 

2.3.10  Präparation der Plasmide 

Nachdem die Anzucht über Nacht erfolgte, wurden die Plasmide aus den Bakterienzellen 

isoliert. Zuvor wurden 800 µl der Kultur mit 200 µl Glycerin versetzt und als Dauerkultur bei 

-80 °C gelagert. Für die Präparation der Plasmide wurden zwei Methoden unter Anwendung 

von zwei unterschiedlichen Kits verwendet. Eine für die Gewinnung von kleineren Mengen 

an Plasmid und eine weitere für die Gewinnung größerer Mengen, die für die Transfektion 

nötig waren. Die kleinere Plasmid-Präparation erfolgte aus der 4 ml-Übernachtkultur unter 

Anwendung des NucleoSpin® Plasmid-Kits (Macherey-Nagel, Düren) nach Angaben des 

Herstellers. Für die größere Plasmid-Präparation wurden in einem 2 Liter-Erlenmeyerkolben, 

500 ml vorgewärmtes LB-Medium, welches mit 500 µl Ampicillin (100 μg/ml) versetzt war, 
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mit 500 µl aus der 4 ml Übernacht-Kultur beimpft und anschließend bei 37 °C und 120 rpm 

(Innova 4200 - New Brunswick Scientific, Nürtingen) über Nacht inkubiert. Die Plasmid-

Präparation erfolgte anschließend mit Hilfe des NucleoBond® Xtra Maxi-Kits (Macherey-

Nagel, Düren) nach Angaben des Herstellers. 

 

2.3.11  Restriktionsanalyse 

Mit Hilfe einer Restriktionsanalyse kann überprüft werden, ob die Plasmide tatsächlich 

Integrate mit der erwarteten Größe tragen oder einen präparativen Verdau durchgeführen, um 

ein bestimmtes Gen in größerer Menge aus einem Vektor zu extrahieren oder um einen 

Vektor zu linearisieren. Dafür wird mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen, die in den 

Vektor ligierte DNA wieder herausgeschnitten. 

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die in der Lage sind eine definierte Basenabfolge 

auf der Plasmid-DNA zu erkennen und innerhalb dieser Basenabfolge den DNA-Strang zu 

schneiden. Die in dieser Arbeit verwendeten Restrikionsendonukleasen sind unter dem Punkt 

2.1.6 aufgelistet. Der Restriktionsansatz wurde nach folgendem Pipettierschema angesetzt: 

 
     Tabelle 5: Restriktionsansatz: 

Komponenten Analytischer Verdau Präparativer Verdau 

Plasmidlösung 5 µl 43 µl 

10x CutSmart™ Puffer  2 µl 5 µl 

Restriktionsenzym I 0,5 µl 1 µl 

Restriktionsenzym II 0,5 µl 1 µl 

Nukleasefreies Wasser Auf 20 µl aufgefüllt Auf 50 µl aufgefüllt 

 

Nach der Zusammensetzung der Komponenten erfolgte eine Inkubation von zwei Stunden bei 

37 °C. Anschließend konnte mit Hilfe einer DNA-Gelelektrophorese (Siehe Punkt 2.3.6) eine 

Auftrennung der verdaute DNA-Fragmente durchgeführt werden. 

  

2.3.12  Sequenzierung 

Die Plasmide wurden zur Überprüfung des Integrats bei der Firma Seqlab-Mircosynth 

(Göttingen) sequenziert. Seqlab-Mircosynth führt die Sequenzierung nach Sanger (1977) 

durch. Hierbei handelt es sich um eine Kettenabbruchmethode. Nachdem die doppelsträngige 

DNA durch Hitzeschock in zwei Einzelstränge gespalten wurde, bindet nach Abkühlung ein 

Primer an einem der Einzelstränge. Die Elongation erfolgt dann so lange, bis ein 2´-3´-

Didesoxy-Nukleotid, denen die 3´-Hydoxylgruppe fehlt, an den Strang bindet, was zu einem 

Abbruch der Reaktion führt. Die Basen der Abbruch-Nukleotide sind dabei jeweils mit einem 

spezifischen Farbstoff markiert, was eine spätere optische Detektion ermöglicht. Durch die 
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Sequenzierung der Plasmide, konnte sichergestellt werden, dass es sich bei den Integraten um 

die gewünschten Gene handelte.  

 

2.3.13  Ethanolfällung 

Für die Transfektion von P. falciparum wurden 50 µg Plasmid-DNA des fertigen Konstruktes 

benötigt. Diese wurden mittels Ethanolfällung präzipitiert. Dafür wurde anhand der DNA-

Konzentration das benötigte Plasmidlösung-Volumen ausgerechnet und vorgelegt. 

Anschließend wurde 1/10 Volumen 3 M Natrium-Acetat pH 5,4 und das 3 fache Volumen 

100 % Ethanol hinzugefügt und gut gemischt. Die Probe wurde entweder für mindestens 1 h 

oder über Nacht bei -80 °C inkubiert und anschließend mit 70 %igem Ethanol gewaschen. 

Nach Zentrifugation bei 16000 x g für 10 min wurde der Überstand verworfen und die DNA 

an der Luft getrocknet. Nach Trocknung wurde die DNA in TE-Puffer resuspensiert und 

konnte für die Transfektion (Siehe Punkt 2.2.1.6) verwendet werden. 

 

2.4 Anreicherung von Rezeptor-spezifisch bindenden PfiE (Panning) 

Die untersuchten Laborstämme (IT4 und 3D7) zeigten eine schwache Bindungskapazität auf 

die meisten Rezeptoren (ICAM-1, CD9 und P-Selektin), die in dieser Arbeit untersucht 

werden sollten (Dissertation - Nahla Metwally, 2016). Aus diesem Grund war eine genaue 

Analyse zur Charakterisierung der Bindungseigenschaften der PfiE an die jeweiligen 

Rezeptoren unter Flussbedingungen schwierig, da die Anzahl an gebundenen Zellen sehr 

gering war. Um die Anzahl der gebundenen PfiE in den Experimenten zu erhöhen, wurden die 

PfiE bezüglich der Bindung an die jeweilige Rezeptoren selektioniert. Somit konnte eine 

Rezeptor-spezifisch bindende Parasitenpopulation angereichert werden, welche aus PfiE 

besteht, die einen Rezeptor-spezifischen Liganden (PfEMP1) auf der Zelloberfläche aufweist. 

Durch die Anreicherung konnte eine Erhöhung der Anzahl an gebundenen PfiE auf den 

jeweiligen Rezeptor erreicht werden, was eine bessere Analyse zur Charakterisierung der 

Bindungseigenschaften von PfiE ermöglichte.  

Für die Anreicherung wurde die P. falciparum-Kultur so behandelt, dass die Kultur hoch 

synchron war und eine Parasitämie von mind. 10 % erreicht wurde. Zwei Tage vor dem 

Ansatz wurden in einer T75-Gewebekulturflasche mit mock-transfizierten CHO-Zellen und 

eine T75-Gewebekulturflasche mit einer der transgenen CHO-Zelllinien (Siehe Tab. 3) 

vorbereitet. Dabei wurden sie so gesplittet, dass am Tag des Ansatzes eine Konfluenz von 

mind. 70 % erreicht wurde. Die Flasche mit den mock-transfizierten CHO-Zellen diente dem 
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Präabsorptionsansatz, welcher vor dem Anreicherungsansatz durchgeführt wurde, um nicht-

spezifisch bindende PfiE aus dem Ansatz zu entfernen.  

Am Tag des Ansatzes wurde die P. falciparum-Kultur (mit Parasiten im Trophozoitenstadium 

und mind. 10 % Parasitämie) in ein 15 ml-Zentrifugenröhrchen überführt und für 5 min bei 

800 x g zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand verworfen und das Sediment einmal 

mit Bindungsmedium gewaschen. Während der Waschschritte der P. falciparum-Kultur 

wurden die CHO-Zellen (mock) mit Bindungsmedium gewaschen und anschließend für 5 min 

mit 10 ml Bindungsmedium inkubiert (37 °C; 5 % CO2). Danach wurden die PfiE in 

Bindungsmedium resuspendiert und dabei der Hämatokrit auf 5 % eingestellt. Nach dem die 

PfiE resuspendiert wurde, wurde die Zellsuspension vorsichtig auf die CHO-Zellen (mock) 

gegeben und der Ansatz für eine Stunde inkubiert (37 °C; 5 % CO2), wobei die Flasche alle 

15 min geschwenkt wurde (Präabsorption). Nach der Präabsorption wurden die nicht-

bindenden PfiE mit Hilfe eines Pipettierhelfers und einer 10 ml-Pipette aus der Flasche 

entnommen und vorsichtig in die zweite T75-Gewebekulturflasche (mit transgener CHO-

Zelllinie) überführt, welche zuvor ebenfalls wie die erste Flasche behandelt worden war 

(Waschschritt plus 5-minütige Inkubation). Anschließend wurde der Ansatz erneut für eine 

Stunde inkubiert (37 °C; 5 % CO2) und alle 15 min geschwenkt. Nach der Inkubation wurden 

die nicht-bindenden PfiE durch achtmaliges Waschen mit jeweils 10 ml Bindungsmedium 

entfernt. Die Bindung der PfiE wurde mit Hilfe eines Inversmikroskops kontrolliert. 

Anschließend wurden 10 ml P. falciparum-Kulturmedium (Komplettmedium) und 500 µl 

Blut (0+) in die Flasche gegeben und der Ansatz wurde bis zum folgenden Tag bei 37 °C und 

einer Gaszusammensetzung von 1 % O2, 5 % CO2 und 94 % N2 inkubiert.  

Am folgenden Tag konnten die Parasiten, welche sich jetzt im nicht-adhärenten Ringstadium 

befanden, geerntet werden. Dies erfolgte durch Schwenkung der T75-Gewebekulturflasche. 

Damit wurden die PfiE im Medium resuspendiert und konnten so mit Hilfe einer Pipette 

aufgenommen werden. Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml-Zentrifugenröhrchen überführt 

und für 5 min bei 800 x g zentrifugiert. Anschließend wurden die PfiE mittels Biocoll von den 

CHO-Zellen getrennt (Siehe Punkt 2.2.3) und wieder in die Kultur genommen. Die 

Anreicherung wurde mind. 6 Mal wiederholt bis die PfiE für die Experimente verwendet 

werden konnten. Für die Transkriptomanalyse der angereicherten Parasiten, wurden die 

Parasiten im Ringstadium unmittelbar nach einer Anreicherungsrunde (nach ausreichenden 

Anreicherungsrunden) in TRIzol
®
 (Life Technologies, USA) aufgenommen. Hierfür wurden 

die PfiE nach der letzten Anreicherungsrunde und Biocoll-Auftrennung in ein 15 ml-

Zentrifugenröhrchen überführt und für 5 min bei 800 x g zentrifugiert. Anschließend wurde 
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das Sediment 1x mit Kulturmedium gewaschen und in dem 15-fachen Volumen 

vorgewärmten (37 °C) TRizol
® 

lysiert und bis zur RNA-Extraktion (Siehe Punkt 2.3.1) 

bei -80 °C gelagert.      

 

 

 

2.5 Transkriptomanalyse mittels NGS (engl. next generation sequencing) 

Alle Transkriptomsequenzierungen im Rahmen dieser Arbeit wurden in Hong Kong bei der 

Firma BGI (Beijing Genomics Institute) durchgeführt. Dabei wurde eine Hiseq-Plattform 

verwendet (Illumina Hiseq 4000). 

Die bioinformatische Analyse des sequenzierten Transkriptoms wurde freundlicherweise von 

Dr. Stephan Lorenzen (BNITM, Hamburg) durchgeführt. Für die Abgleichung der 

sequenzierten Fragmente mit dem Transkriptom von P. falciparum wurde Bowtie 2 

verwendet. Da die Ausgangszahlen innerhalb einer Probe und zwischen den Proben oft nicht 

direkt vergleichbar sind, wurde erst eine Normalisierung der Werte mit Hilfe eines 

Normierungsfaktors durchgeführt. Diese und die anschließende differenzielle 

Expressionsanalyse wurden in dieser Arbeit unter Anwendung des DEseq 1.18 Bioconductor 

durchgeführt. Dabei wurde eine paarweise Analyse durchgeführt, um einen Vergleich der 

Genexpression zwischen nicht-angereicherten Parasiten und rezeptorspezifisch-angereicherten 

Parasiten (Siehe Punkt 2.4) zu ermöglichen. Schließlich wurde, um einen sogenannten 

„family-wise“ Fehler zu vermeiden, der p-Wert mittels der Benjamine-Hochberg-Methode 

mit einem FDR von 10 % adjustiert. 

 

Abbildung 10: Anreicherung von P. falciparum auf die Bindung an einem spezifischen Endothelrezeptor.  
P. falciparum infizierte Erythrozyten wurden mit RPMI mit Humanserum kultiviert bis die Kultur eine 

Parasitämie von 10 % erreicht hat. Für die Anreicherung wurden die Parasiten mit transgenen CHO-Zellen, 

welche den spezifischen humanen Rezeptor auf der Oberfläche trugen, inkubiert. Nicht gebundene PfiE wurden 

nach Inkubation durch mehrmaliges Waschen entfernt. Nach ausreichenden Anreicherungsrunden (5 – 7) wurden 

junge Parasiten (im Ringstadium) für die Transkriptomanalyse geerntet oder die Parasiten wurden bis zum 

Trophozoitenstadium für die Verwendung bei Bindungsversuchen weiter kultiviert. 

 



Material und Methoden 

 

66 

 

2.6 In silico-Analyse der VIR-Proteinsequenzen 

Um VIR-Proteine zu identifizieren, welche an die Oberfläche des Erythrozyten exportiert 

werden und eine Rolle bei der Zytoadhäsion der P. vivax infizierten Erythrozyten (PviE) 

spielen können, wurden als erstes eine Reihen von in silico-Analysen durchgeführt. Diese 

sollten dazu dienen anhand von definierten Eigenschaften, welche für exportierte Proteine von 

P. falciparum bereits beschrieben wurden, potentielle VIR-Kandidaten für weitere 

Untersuchungen zu identifizieren. Bei den in silico-Analysen handelte es sich vor allem um 

Vorhersagenanalysen mit dem Ziel Exportsignale bei den VIR-Proteinen zu ermitteln. Es 

wurde für alle 295 bisher identifizierten VIR-Proteine (Lopez et al., 2013) 

Vorhersagenanalysen durchgeführt mit dem Ziel ein Signalpeptid mittels SignalIP 4.1 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), eine Transmembrandomäne mittels TMHMM 2.0 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) sowie ein PEXEL-Motiv mittels 3of5 

(http://www.dkfz.de/mga2/3of5/) zu identifizieren. Die dafür verwendeten Proteinsequenzen 

stammen aus dem SalI-Stamm und wurden PlasmoDB (http://plasmodb.org/plasmo/) 

entnommen.  

Des Weiteren wurde in Kooperation mit Dr. Christian Pick (Universität Hamburg) eine 

Clusteranalyse durchgeführt. Diese diente dazu einen besseren Überblick der VIR-

Proteinklassifizierung zu erzeugen. Hierfür wurde das Programm SLiMFinder (engl. short 

linear motif finder) verwendet, welches in der Lage ist, statistisch überrepräsentierte SLiMs 

innerhalb einer Proteingruppe zu identifizieren sowie anhand eines Blast-basierten 

Vergleichs, die Proteine in unterschiedlichen UPC (engl. unrelated protein cluster) zu 

klassifizieren (Edwards et al., 2007; Davey et al., 2010). In dieser Arbeit wurde das 

Programm für die UPC-Klassifizierung verwendet. Die Ähnlichkeit zwischen den Proteinen 

innerhalb eines UPC kann anhand der Einstellung eines e-values beeinflusst werden. In dieser 

Arbeit wurde die Klassifizierung der VIR-Proteine mit vier unterschiedlichen e-value-

Einstellungen (1 x 10
-15

, 1 x 10
-20

, 1 x 10
-25

 und 1 x 10
-30

) durchgeführt.   

 

2.7 Immunfluoreszenzanalyse (IFA) 

Die Lokalisationsstudie der VIR-Proteine wurde mit Hilfe der Immunfluoreszenzanalyse 

durchgeführt. Die VIR-Proteine wurden dafür mit einen 3 x HA-Tag fusioniert und konnten 

mit Hilfe einer indirekten IFA-Methode angefärbt werden. Dafür wurde der primäre -HA-

Antikörper (Hoffmann-LA Roche, Schweiz) sowie ein sekundärer Antikörper, welcher mit 

dem Farbstoff Alexa Fluor 594 (Thermo Fisher Scientific, USA) konjugiert war, verwendet. 

Um eine Kolokalisationsanalyse durchführen zu können, wurden Marker für bestimmte 
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subzelluläre Strukturen des Parasiten oder des Erythrozyten verwendet. Hierfür wurde als 

Marker für die Eythrozytenmembran (EM) ein Antikörper gegen das EM-assoziierte Protein 

Spektrin (-Spektrin - Sigma-Aldrich, USA) genutzt. Als Marker für die Maurer`schen 

Spalten (MC) wurde ein Antikörper gegen das MC-assoziierte Protein SBP-1 verwendet 

(-SBP1 - BNITM AG Spielmann, Hamburg). Ein Antikörper gegen das Protein ETRAMP 

(-ETRAMP - BNITM, AG Spielmann, Hamburg) wurde als Marker für die parasitophore 

Vakuolenmembran angesetzt und schließlich wurde ein -ATS-Antikörper (Dr. Anna 

Bachmann – BNITM, Hamburg) als Marker für die Knobs-assoziierten PfEMP1-Mitglieder 

verwendet. Die Marker der subzellulären Strukturen wurden mit Hilfe eines sekundären 

Antikörpers angefärbt, welcher mit dem Farbstoff Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher Scientific, 

USA) konjugiert war. Für die Durchführung der IFA wurden Aceton-fixierte Blutausstriche 

verwendet. Die Fläche des Objektträgers wurde mit Hilfe eines Silikonstiftes 

(DakoCytomation Pen - Biocompare, Dänemark) in acht Felder geteilt und der Ausstrich 

anschließend für 5 min in 1x PBS-Puffer rehydriert. Währenddessen wurden die 

Antikörperverdünnungen (Siehe Tab. 1) in 1x PBS/3 % BSA angesetzt.  

Nach der Rehydrierung wurde der 1x PBS-Puffer aus den Feldern entfernt und auf jedes Feld 

jeweils 60 µl von der entsprechenden Antikörperverdünnung pipettiert. Anschließend wurden 

die Objektträger für zwei Stunden in einer feuchten Kammer bei RT inkubiert. Nach der 

Inkubation wurde die Primärantikörperlösung abgenommen und die Ausstriche 3-fach mit 1x 

PBS-Puffer gewaschen. Anschließend wurde der überschüssige 1x PBS-Puffer abgenommen 

und auf jedes Feld 60 µl der entsprechenden Sekundärantikörperverdünnungen (Siehe Tab. 2), 

welche ebenfalls den Farbstoff Hoechst 33342 (1:1000) für die Kernfärbung sowie Ampicillin 

(1:1000 aus einer 100 µg/ml Amp-Lösung) enthielten, zugegeben. Die Ausstriche wurden für 

zwei Stunden in einer feuchten Kammer bei RT und unter Lichtausschluss inkubiert. Nach der 

Inkubation wurde die Antikörperlösung abgenommen und die Ausstriche erneut 3-fach mit 1x 

PBS-Puffer gewaschen. Nach dem der überschüssige 1x PBS-Puffer entfernt wurde, wurde 

auf jedes Feld ein kleiner Tropfen einer Fixierlösung (Mowiol - Merck, Darmstadt) gegeben 

und die Ausstriche mit einem Deckglas bedeckt.  

Schließlich wurden die Ausstriche zum Trocknen über Nacht im Dunkeln aufbewahrt und 

konnten anschließend mikroskopisch analysiert werden. Dabei wurde das 

Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axioskop M1 mit einer 100x/1,4 Immersionsöllinse, eine 

Hammatsu Orca C4742-95 Kamera und das Zeiss Axiovision Programm benutzt. Eine 

Bearbeitung der Bilder erfolgte mit Hilfe des Programms Gimp. 
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2.8 Bindungsexperiment unter Flussbedingungen 

In dieser Arbeit wurde die Dynamik der Zytoadhäsion von PfiE an Endothelrezeptoren unter 

unterschiedlichen Flussbedingungen untersucht. Das Wort Flussbedingung kann für 

verschiedene Definitionen einer fließenden Bewegung verwendet werden, wie beispielsweise 

die Art oder die Geschwindigkeit der Bewegung. In dieser Arbeit wurde lediglich eine Art des 

Flusses untersucht, der unidirektionale Laminarfluss. Somit wird der Begriff 

„Flussbedingung“ genutzt, um die unterschiedlichen Flussraten (ml/s) zu definieren. Für die 

Definition der Flussbedingungen, wurde die sogenannte Scherkraft verwendet. Die Scherkraft 

ist die auf die Zellen wirkende Kraft, welche durch den Fluss erzeugt wird. Je höher die 

Flussrate, desto höher auch die Scherkraft. Die Scherkraft wird in dyn/cm² angegeben 

(1 dyn/cm² ≙ 0,1 Pa). 

Bei der Durchführung wurde das automatisierte Flow Chamber System (deutsch: 

Flusskammersystem) der Firma Ibidi (Martinsried) verwendet. Dieses ermöglichte die 

Erzeugung eines kontinuierlichen unidirektionalen Laminarflusses sowie die Einstellung 

definierter Parameter. Es wurde mit Hilfe einer Software eine Einstellung festgelegt, die für 

jedes Experiment verwendet wurde.  

Um zu untersuchen ab welcher Scherkraft die PfiE in der Lage sind an die jeweiligen 

Rezeptoren zu binden, wurden die Parameter für die Experimente so definiert, dass zu Beginn 

eine Scherkraft vorhanden sein sollte, bei der noch keine Bindung stattfindet. Diese wurde 

nach mehreren Vorversuchen bei 6 dyn/cm² festgelegt. Danach sollte die Scherkraft 

schrittweise alle 10 min reduziert werden bis zu einer vaskulär-physiologisch relevanten 

Scherkraft von 0,9 dyn/cm², bei der das Experiment schließlich für 30 min laufen sollte (Siehe 

Tab. 6). 

 
        Tabelle 6: Parameter des Bindungsexperiments 

Scherkraft [dyn/cm²] 6 4 3 2 1,5 0,9 

Zeit [min] 10 10 10 10 10 30 

 

Für die Durchführung eines Experiments wurden zwei Tage vor dem Experiment zum einen 

eine T75-Gewebekulturflasche mit mock-transfizierten CHO-Zellen vorbereitet und so 

gesplittet, dass am Tag des Versuches mind. 70 % Konfluenz erreicht wurde. Zum anderen 

wurden 1,5 x 10
5
 transgenen CHO-Zellen, welche den zu untersuchenden Rezeptor auf der 

Oberfläche trugen in einer Flusskammer (µ-Slide I 0.8 Luer ibiTreat) ausgesät. Dafür wurden 

die CHO-Zellen aus einer T25-Gewebekulturflasche wie bereits beschrieben mit Accutase 

behandelt (Siehe Punkt 2.2.2.1). Anschließend wurden die Zellen in 2 ml CHO-



Material und Methoden 

 

69 

 

Kulturmedium aufgenommen und mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer wurde die Zellzahl 

bestimmt und die benötigte Zellzahl (1,5 x 10
5
) in einem Gesamtvolumen von 200 µl CHO-

Kulturmedium eingestellt. Zu der Zellsuspension wurden 2,8 µl Selektionsmarker (G418) 

gegeben und durch Auf- und Abpipettieren gut gemischt. Danach wurde die Zellsuspension 

mit Hilfe einer Pipette in die Flusskammer pipettiert (Siehe Abb. 11) und die Flusskammer 

für zwei Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 

 

Nach der Inkubation wurden weitere 120 µl CHO-Kulturmedium, welches mit 1,7 µl 

Selektionsmarker vermischt wurde, in die Flusskammer gegeben (60 µl je Öffnung). 

Schließlich wurde die Kammer bis zum folgenden Tag bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Am 

folgenden Tag wurde das Wachstum der transgenen CHO-Zellen mit Hilfe eines 

Inversmikroskops kontrolliert und das Medium einmal gewechselt. Hierfür wurde das 

verbrauchte Medium mit einer Pipette abgenommen und frisches Medium sowie 

Selektionsmarker dazu gegeben. Erneut wurde die Flusskammer bis zum folgenden Tag wie 

oben beschrieben inkubiert.  

Ein Tag vor dem Versuchstag wurde ebenfalls die Flusseinheit mit den Reservoirs und den 

Schläuchen zusammengebaut und für 24 Std. bei 37 °C inkubiert. Am Versuchstag wurden 

die PfiE, welche hoch-synchron waren und sich im Trophozoitenstadium befanden, wie unter 

Punkt 2.2.1.4 beschrieben mittels MACS isoliert und anschließend mit den mock-

transfizierten CHO-Zellen für eine Stunde inkubiert (Präabsorption), wobei die 

Gewebekulturflasche alle 15 min geschwenkt wurde. Während der Präabsorption wurde die 

Flusseinheit vorbereitet. Dafür wurden 12,6 ml vorgewärmtes Bindungsmedium in die 

Reservoirs gegeben. Anschließend wurde die Flusseinheit an das Pumpensystem 

angeschlossen und dieses bei 50 mbar angeschaltet und für ca. 5 min laufen gelassen um noch 

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Aussäens der transgenen CHO-

Zellen. A: Pipette direkt in die Öffnung der Flusskammer halten und die 

Zellsuspension vorsichtig in die Kammer hineingeben B: Nach einer 2-stündigen 

Inkubation, 120 µl frisches Medium (mit Selektionsmarker) in die Flusskammer 

geben (60 µl pro Öffnung). Dabei soll vermieden werden, die Innenseite der 

Öffnungen mit der Pipettenspitze zu berühren (www.ibidi.com). 
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vorhandene Luftbläschen aus den Schläuchen zu entfernen. Nach Beendigung der 

Präabsorption wurden die nicht-gebundenen PfiE aufgenommen, in ein 15 ml-

Zentrifugenröhrchen überführt und für 5 min bei 800 x g zentrifugiert. Anschließend wurden 

die PfiE in 1 ml Bindungmedium resuspendiert und für die Bestimmung der Zellzahl je nach 

Größe des Sediments 1:50 oder 1:100 verdünnt. Nach der Bestimmung der Zellzahl wurden 

1 x 10
7
 PfiE in 1 ml Bindungsmedium aufgenommen. Bevor die PfiE in das Reservoir der 

Flusseinheit gegeben wurden, wurde die Flusskammer an die Flusseinheit angeschlossen. 

Dabei wurden die Schläuche mit einer Schlauchklemme festgeklemmt damit das 

Bindungsmedium bei der Verknüpfung nicht auslief. Anschließend wurde die Zellsuspension 

mit den PfiE in das Reservoir der Flusseinheit gegeben, wobei die Schläuche weiter 

festgeklemmt blieben um zu vermeiden, dass die PfiE schon vor Versuchsbeginn in Kontakt 

mit den CHO-Zellen kamen. Schließlich wurde die Flusseinheit erneut am Pumpensystem 

angeschlossen, die Flusskammer unter dem Inversmikroskop eingebaut und der Versuch 

wurde gestartet in dem man gleichzeitig das Kontrollprogramm für das Pumpensystem und 

das Kontrollprogram für die Aufnahmen am Mikroskop eingeschaltet hat. Die Aufnahmen 

erfolgten mit Hilfe des Inversmikroskops EVOS FL Auto (Thermo Fisher Scientific, USA) 

mit einer 20x/0,5 Linse in dem alle fünf Sekunden ein Bild gemacht wurde.  

 

2.9 Auswertung der Bindungsversuche 

Für die Auswertung der Bindungsversuche wurde das Programm ImageJ (National institute of 

health, USA) verwendet. Dafür wurden die Bilder in das Programm als Bildsequenz 

Abbildung 12: Hauptkomponenten des Flusskammer-Systems: Die Abbildung stellt die Hauptkomponenten 

des Flusskammer-Systems von Ibidi dar. Die Pumpe und dem Computer mit dem Kontrollsystemsoftware, mit 

den die Flussbedingungen eingestellt und kontrolliert werden. Die Flusseinheit sowie die Silikonschläuche, die 

Reservoirs und die Flusskammer (www.ibidi.com). 
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importiert. Zum einen wurde die Anzahl der gebundenen PfiE für jede untersuchte Scherkraft 

bestimmt und zum anderen wurden die einzelnen Zellen verfolgt, um die akkumulierte 

Distanz, die von den Zellen nach der Bindung zurückgelegt wurde, zu ermitteln. Die 

Verfolgung der einzelnen Zelle erfolgte mit Hilfe des Manual Tracking Plugins und 

anschließend unter Anwendung des Chemotaxis Plugins für die Berechnung der 

akkumulierten Distanz. 
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3 Ergebnisse 

 

Das Hauptziel dieser Arbeit war die Interaktion zwischen Plasmodium infizierten 

Erythrozyten und humanen Endothelrezeptoren zu untersuchen. Diese Interaktion ist bei P. 

falciparum neben der Antigenvariation eine der Hauptmechanismen für die hohe Pathogenität 

des Parasiten (Miller et al., 2002). Durch die Interaktion werden die PfiE aus dem Blutstrom 

entfernt und somit wird deren Eliminierung durch die Milz vermieden (Newbold et al., 1999; 

Smith et al., 2000a; Andrews et al., 2005; Smith, 2014; Milner et al., 2015). P. falciparum ist 

der gefährlichste der fünf humanpathogenen Malaria-Erreger und auch die am intensivsten 

untersuchte Plasmodium-Art, wenn es um das Thema „Zytoadhäsion“ geht. Zahlreiche 

Studien beschäftigten sich bereits mit dieser relativ gut erforschten Eigenschaft des Parasiten, 

die allerdings immer noch viele Fragen aufwirft. Eine zweite Art des humanpathogenen 

Malaria-Erregers, P. vivax, soll diese Eigenschaft mit P. falciparum teilen und ebenso in der 

Lage sein, an Endothelrezeptoren zu adhärieren (Ansari et al., 2008; Carvalho et al., 2010; 

Bernabeu et al., 2012; Chotivanich et al., 2012; De las Salas et al., 2013). 

In dieser Arbeit wurden zum einen Untersuchungen zur weiteren Charakterisierung der 

Zytoadhäsion von PfiE an Endothelzellrezeptoren durchgeführt und zum anderen wurden 

Analysen zur Identifizierung exportierter Proteine, die eine Rolle bei der Zytoadhäsion von P. 

vivax an Endothelzellen spielen können, vorgenommen.  

 

3.1  Zytoadhäsion von P. falciparum infizierten Erythrozyten (PfiE) an humane    

Endothelzellrezeptoren unter Flussbedingungen 

Die Zytoadhäsion gilt als Schlüsselereignis bei den Komplikationen, die zur Pathologie der 

Malaria führen. Zahlreiche Studien beschäftigten sich bereits mit diesem sehr komplexen 

Thema. Der größte Teil der Studien und somit ein erheblicher Anteil, der bis dato 

vorhandenen Kenntnisse, basieren auf Bindungsexperimente unter statischen Bedingungen 

(Gardner et al., 1996; Andrews et al., 2005; Esser et al., 2014). 

In dieser Studie wurde die Bindungseigenschaft von PfiE an die Endothelrezeptoren CD36, 

ICAM-1, CD9 und P-Selektin mithilfe eines laminaren Flusssystems untersucht. Dies sollte 

einen genaueren Blick auf die Dynamik der Interaktion zwischen den infizierten Erythrozyten 

und den Endothelzellen in einem System, das der in vivo Situation stark ähnelt, ermöglichen. 

Hierfür wurden Bindungsversuche mit zwei unterschiedlichen P. falciparum Laborstämmen 

(IT4/3D7) und verschiedenen transgenen CHO-Zelllinien unter definierten Flussbedingungen 

durchgeführt (Siehe Punkt 2.8). Die in dieser Arbeit verwendeten transgenen CHO-Zelllinien 
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trugen die humanen Endothelrezeptoren CD36, ICAM-1, CD9 oder P-Selektin an der 

Zelloberfläche.  

Die verwendeten Laborstämmen wiesen unterschiedliche Bindungskapazitäten zu den 

untersuchten Endothelrezeptoren auf (Dissertation – Nahla Metwally, 2016). Daher musste 

vor Beginn der Experimente eine Anreicherung auf die jeweiligen Rezeptoren erfolgen, um 

die Parasitenpopulation mit der entsprechend spezifischen Bindung zu erhalten (Siehe Punkt 

2.4). Beide verwendeten Isolate wiesen allerdings eine sehr hohe Bindungskapazität für CD36 

auf. Somit wurden die Bindungsexperimente an den Rezeptor CD36 sowohl mit nicht 

angereicherten PfiE als auch mit CD36-angereicherten PfiE (Siehe Abb. 13 und 14, A1-2 und 

B1-2) durchgeführt. 

Als erstes sollte bei absteigender Scherkraft der Zeitpunkt identifiziert werden, an dem die 

ersten PfiE an den jeweiligen Rezeptor binden und analysiert werden, ob unter bestimmten 

Scherkräften eine Bindung bevorzugt stattfindet. Diese Experimente zeigten einige 

Gemeinsamkeiten aber ebenso interessante Unterschiede beim Bindungsverhalten der PfiE 

der zwei untersuchten Isolate an die unterschiedlichen Rezeptoren. An den Rezeptor CD36 

adhärierten die ersten PfiE des Stammes IT4 (IT4-PfiE) bei einer Scherkraft von 4 dyn/cm² 

(Siehe Abb. 13, A1; B1), während PfiE des Stammes 3D7 (3D7-PfiE) erst bei einer 

Scherkraft von 3 dyn/cm² adhärierten (Siehe Abb. 14, A1; B1). Nach einer Anreicherung der 

IT4-PfiE und 3D7-PfiE an CD36 zeigten beide Laborstämme eine Bindung erst ab 3 dyn/cm² 

(Siehe Abb. 13 und 14, A2; B2).     

Auffällig war außerdem, dass die absolute Anzahl an gebundenen PfiE an CD36 bei beiden 

Laborstämmen nach der Anreicherung geringer wurde. Bei IT4 konnten in dem Versuch mit 

der nicht-angereicherten Parasitenpopulation im Schnitt 128 gebundene infizierte 

Erythrozyten beobachtete werden, während lediglich 44 PfiE bei dem Versuch mit der CD36-

angereicherten Population gezählt werden konnten (Siehe Abb. 13 und 14, A1; A2). 3D7 wies 

ohne Anreicherung im Schnitt 68 gebundene PfiE und ca. 39 gebundene Zellen nach der 

Anreicherung auf (Siehe Abb. 13 und 14, A1; A2). Bei der Bindung an den Rezeptor ICAM-1 

konnte diesbezüglich ähnliches beobachtet werden, mit dem Unterschied, dass dieses Mal 

3D7-PfiE ab einer Scherkraft von 4 dyn/cm² und IT4-PfiE bei einer Scherkraft von 3 dyn/cm² 

adhärierten (Siehe Abb. 13, A3; B3). Bei den Bindungsversuchen an CD9 adhärierten beide 

Laborstämme bei niedrigeren Scherkräften. Hier adhärierten 3D7-PfiE bei einer Scherkraft 

von 2 dyn/cm² und IT4-PfiE zeigten eine Bindung sogar erst bei einer Scherkraft von 0,9 

dyn/cm² (Siehe Abb. 13, A4; B4). An P-Selektin erfolgte eine Adhäsion von 3D7-PfiE ab 

einer Scherkraft von 3 dyn/cm² und von IT4-PfiE ab einer Scherkraft von 4 dyn/cm². 
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Abbildung 13: Anzahl von gebundenen infizierten Erythrozyten (PfiE) des Stammes IT4) an 

verschiedene Endothelrezeptoren bei unterschiedlichen Scherkräften. Absolute Anzahl (A) und 

Prozentzahl in Relation zur Gesamtzahl (B) der gebundenen PfiE vom Stamm IT4 auf die folgenden humanen 

Endothelrezeptoren: CD36 mit nicht-angereicherten PfiE (A1; B1), CD36 (A2; B2), ICAM-1 (A3; B3), CD9 

(A4; B4) und P-Selektin (A5; B5) mit einer auf den jeweiligen Endothelrezeptor angereicherten Parasiten-

Population. Jedes Experiment wurde im Triplikat durchgeführt. 
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Abbildung 14: Anzahl von gebundenen infizierten Erythrozyten (PfiE) des Stammes 3D7 an verschiedene 

Endothelrezeptoren bei unterschiedlichen Scherkräften. Absolute Anzahl (A) und Prozentzahl in Relation 

zur Gesamtzahl (B) der gebundenen PfiE vom Stamm 3D7 auf die folgenden humanen Endothelrezeptoren: 

CD36 mit nicht-angereicherten P. falciparum Population (A1; B1), CD36 (A2; B2), ICAM-1 (A3; B3), CD9 

(A4; B4) und P-Selektin (A5; B5) mit einer auf den jeweiligen Endothelrezeptor angereicherten Parasiten-

Population. Jedes Experiment wurde im Triplikat durchgeführt. 
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Eine weitere interessante Beobachtung konnte bei der Darstellung der Werte in Prozent in 

Relation zur Gesamtzahl der gebundenen PfiE bei einer Scherkraft von 0,9 dyn/cm² gemacht 

werden. Es wurde beobachtet, dass der Anstieg der Anzahl an gebundenen PfiE an ICAM-1 

bei beiden Stämmen und an P-Selektin bei IT4 sich relativ konstant verhielt, mit einem 

Anstieg von 30 - 32 % zwischen 2 und 1,5 dyn/cm² und ca. 35 - 40 % zwischen 1,5 und 0,9 

dyn/cm². Im Vergleich dazu zeigten alle anderen Bindungsexperimente einen höheren Anstieg 

dieser Anzahl bei einer Scherkraft von 0,9 dyn/cm². Diese zeigten eine Steigerung von ca. 

46 - 87 % in der Anzahl der gebundenen PfiE zwischen 0,9 dyn/cm² und 1,5 dyn/cm², 

während bei einer Scherkraft von 1,5 dyn/cm² lediglich ca. 11 - 33 % mehr gebundene PfiE 

als bei 2 dyn/cm² beobachtet werden konnten (Siehe Abb. 13 und 14, B1-5; Tab. 7). 

 

Tabelle 7: Anstieg der Anzahl an gebundenen PfiE an die unterschiedlichen Rezeptoren. 

Stamm Rezeptor 2 - 1,5 [dyn/cm²] 1,5 - 0,9 [dyn/cm²] Differenz 

IT4 

CD36, nicht-angereichert 28,5 % 46,2 % 17,7 % 

CD36, angereichert 30,3 % 49,2 % 18,9 % 

ICAM-1, angereichert 30,1 % 36,3 % 6,2 % 

CD9, angereichert - 100 % 100 % 

P-Selektin, angereichert 31,9 % 35,3 % 3,4 % 

3D7 

CD36, nicht-angereichert 32,7 % 52,2 % 19,5 % 

CD36, angereichert 19,7 % 65,8 % 46,1 % 

ICAM-1, angereichert 32,0 % 40,0 % 8,0 % 

CD9, angereichert 11,3 % 87,1 % 75,8 % 

P-Selektin, angereichert 16,3 % 77,3 % 61,0 % 

 

3.2 Dynamik der Interaktion zwischen PfiE und unterschiedlichen humanen 

Endothelzellrezeptoren 

Des Weiteren sollte die Dynamik der Interaktion zwischen PfiE und den humanen 

Endothelzellrezeptoren analysiert werden. Hierbei sollte der Fokus insbesondere auf der 

Identifizierung von Unterschieden beim Bindungsverhalten der PfIE an die verschiedenen 

humanen Endothelrezeptoren liegen (Cooke et al., 1994; Antia et al., 2007).  

Hierfür wurde anhand von Videoaufnahmen das dynamische Verhalten der Bindung von PfiE 

an die unterschiedlichen Rezeptoren charakterisiert.  

Für eine bessere Visualisierung der Ergebnisse, wurden Ausschnitte aus der Gesamtübersicht 

genommen und diese vergrößert dargestellt (Siehe Anhang F). 
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Abbildung 15: Bindungsverhalten von PfiE an transgene CHO-CD36 Zellen unter Flussbedingungen. Die 

Darstellung eines der biologischen Replikate des Experimentes zeigt das Bindungsverhalten von IT4-PfiE (A) 

und 3D7-PfiE (B) an transgene CHO-Zellen, die den humanen Endothelrezeptor CD36 auf der Oberfläche 

tragen, unter unterschiedlichen Scherkräften. Nach der Bindung zeigten ca. 75 – 90 % der PfiE beider Stämme 

eine rollende Bewegung über die CHO-CD36 Zellen. Die rollende Bewegung konnte unter unterschiedlichen 

Scherkräften, u. a. auch unter physiologischer Scherkraft (0,9 dyn/cm²) beobachtet werden. Die farbigen Kreise 

zeigen einzelne PfiE. Jede Farbe markiert eine unterschiedliche Zelle. Das „s“ markiert den Startpunkt der 

Bindung für die jeweilige Zelle. Die Zeitreihe zeigt eine Aufnahme alle zwei Minuten (0’ - 58’). 

Längenmaßstab: 100 µm.  
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Erste Untersuchungen zur Dynamik der Interaktion zwischen PfiE und 

Endothelzellrezeptoren zeigten starke Unterschiede beim Verhalten der Bindung zwischen 

den Rezeptoren CD36 und ICAM-1.  
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Abbildung 16: Bindungsverhalten von ICAM-1 angereicherten PfiE an transgene CHO-ICAM-1 Zellen 

unter Flussbedingungen. Die Darstellung eines der biologischen Replikate des Experimentes zeigt das 

Bindungsverhalten von ICAM-1 angereicherten IT4-PfiE (A) und 3D7-PfiE (B) an transgene CHO-Zellen, die 

den humanen Endothelrezeptor ICAM-1 auf der Oberfläche tragen, unter unterschiedlichen Scherkräften. Nach 

der Bindung zeigten die PfiE beider Stämme eine statische Bindung an die CHO-ICAM-1 Zellen an. Die 

statische Bindung konnte bei 100 % der gebundenen PfiE beider Stämme beobachtet werden. Die farbigen 

Kreise zeigen einzelne PfiE. Jede Farbe markiert eine unterschiedliche Zelle. Die Zeitreihe zeigt eine Aufnahme 

alle zwei Minuten (0’ - 58’). Längenmaßstab: 100 µm. 
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So zeigten die PfiE beider Stämme eine rollende Bewegung unter unterschiedlichen 

Scherkräften auf CHO-CD36 (Siehe Abb. 15), während auf CHO-ICAM-1 eine statische 

Bindung beobachtet werden konnte (Siehe Abb. 16).  
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Abbildung 17: Bindungsverhalten von ICAM-1 angereicherten PfiE an transgene CHO-CD36 Zellen unter 

Flussbedingungen. Die Darstellung eines der biologischen Replikate des Experimentes zeigt das 

Bindungsverhalten von ICAM-1 angereicherten IT4-PfiE (A) und 3D7-PfiE (B) an transgene CHO-Zellen, die 

den humanen Endothelrezeptor CD36 auf der Oberfläche tragen, unter unterschiedlichen Scherkräften. Nach der 

Bindung zeigten ca. 75 – 90 % der PfiE beider Stämme eine rollende Bewegung über die CHO-CD36 Zellen. Die 

rollende Bewegung konnte unter unterschiedlichen Scherkräften, u. a. auch unter physiologischer Scherkraft (0,9 

dyn/cm²) beobachtet werden. Die farbigen Kreise zeigen einzelne PfiE. Jede Farbe markiert eine unterschiedliche 

Zelle. Das „s“ markiert den Startpunkt der Bindung für die jeweilige Zelle. Die Zeitreihe zeigt eine Aufnahme 

alle zwei Minuten (0’ - 58’). Längenmaßstab: 100 µm. 
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Da für die Untersuchung der Interaktion mit ICAM-1, im Gegensatz zu der Untersuchung an 

CD36, eine Anreicherung der PfiE erforderlich war, wurde das Experiment ebenfalls mit 

ICAM-1 angereicherten PfiE auf CHO-CD36 durchgeführt, um zu überprüfen, ob die 

Anreicherung einen Einfluss auf das Bindungsverhalten hat. 

Ähnlich wie bei den ersten Versuchen, konnte auch in diesem Fall für beide Laborstämme 

eine rollende Bewegung der PfiE über die CHO-CD36 Zellen nachgewiesen werden. Das 

Verhalten wurde erneut bei unterschiedlichen Scherkräften beobachtet (Siehe Abb. 17). 

In weiteren Kontrollversuchen wurde die Interaktion mit CD36 angereicherten PfiE sowohl in 

einer Interaktion mit CHO-CD36 als auch mit CHO-ICAM-1 untersucht, um einen möglichen 

Effekt einer Anreicherung auf CD36 ausschließen zu können. Es konnten keine Unterschiede 

im Bindungsverhalten zwischen den Rezeptoren beobachtet werden. Es konnte erneut eine 

rollende Bewegung der PfiE bei beiden Stämmen auf CHO-CD36 beobachtet werden, 

während bei der Interaktion mit CHO-ICAM-1 ausschließlich statische Bindungen beobachtet 

werden konnten (Siehe Anhang E).  

 

3.2.1 Verhaltensunterschiede bei der Interaktion zwischen PfiE und den 

Rezeptoren CD36 und ICAM-1 unter (mikrovaskulär-) physiologischer 

Scherkraft 

Eine der Hauptursache für die Pathogenität der schweren Form der Malaria ist die Adhäsion 

der infizierten Erythrozyten an die Endothelzellen des mikrovaskulären Gefäßsystems 

(Udeinya et al., 1981; Howard und Gilladoga, 1989; Berendt et al., 1990; Cooke et al., 1994). 

Aus diesem Grund ist es wichtig die Interaktion zwischen PfiE und Endothelrezeptoren unter 

mikrovaskulär-physiologischen Bedingungen genauer zu untersuchen. In dieser Arbeit wurde 

das Verhalten der Bindung bei einer Scherkraft von 0,9 dyn/cm² genauer analysiert. Diese 

Scherkraft wird als Durchschnittswert für die, in den Kapillaren vorhandene Scherkraft, 

angenommen und wurde bereits in anderen Studien verwendet (Rieger et al., 2014; Bernabeu 

et al., 2014; Oh et al., 2015). 

Anhand der mikroskopischen Aufnahmen wurden ca. 20 PfiE pro biologisches Replikat 

mittels einer Software (ImageJ - Version 1.48V) zehn Minuten lang verfolgt und somit die 

akkumulierte Distanz der einzelnen gebundenen PfiE ermittelt.  

Die Versuche wurden in drei biologischen Replikaten (Exp. 1 - 3) durchgeführt, die keine 

abnormalen Abweichungen voneinander aufwiesen (Siehe Abb. 18).  



Ergebnisse 

81 

 

 

Exp.1 Exp.2 Exp.3
0

100

200

300

400

500

600

A
k
k
u
m

u
lie

rt
e
 D

is
ta

n
z
 in

 µ
m

n
a
c
h
 1

0
 m

in
 b

e
i 0

,9
 d

y
n
/c

m
2

Exp.1 Exp.2 Exp.3
0

100

200

300

400

500

600

A
k
k
u
m

u
lie

rt
e
 D

is
ta

n
z
 in

 µ
m

n
a
c
h
 1

0
 m

in
 b

e
i 0

,9
 d

y
n
/c

m
2

Exp.1 Exp.2 Exp.3
0

10

20

30

40

50

16

A
k
k
u
m

u
lie

rt
e
 D

is
ta

n
z
 in

 µ
m

 

n
a
c
h
 1

0
 m

in
 b

e
i 0

,9
 d

y
n
/c

m
2

Exp.1 Exp.2 Exp.3
0

100

200

300

400

500

600

A
k
k
u
m

u
lie

rt
e
 D

is
ta

n
z
 in

 µ
m

 

n
a
c
h
 1

0
 m

in
 b

e
i 0

,9
 d

y
n
/c

m
2

Exp.1 Exp.2 Exp.3
0

100

200

300

400

500

600

A
k
k
u
m

u
lie

rt
e
 D

is
ta

n
z
 in

 µ
m

 

n
a
c
h
 1

0
 m

in
 b

e
i 0

,9
 d

y
n
/c

m
2

Exp.1 Exp.2 Exp.3
0

100

200

300

400
A

k
k
u
m

u
lie

rt
e
 D

is
ta

n
z
 in

 µ
m

n
a
c
h
 1

0
 m

in
 b

e
i 0

,9
 d

y
n
/c

m
2

Exp.1 Exp.2 Exp.3
0

100

200

300

400

A
k
k
u
m

u
lie

rt
e
 D

is
ta

n
z
 in

 µ
m

n
a
c
h
 1

0
 m

in
 b

e
i 0

,9
 d

y
n
/c

m
2

Exp.1 Exp.2 Exp.3
0

100

200

300

400

A
k
k
u
m

u
lie

rt
e
 D

is
ta

n
z
 in

 µ
m

 

n
a
c
h
 1

0
 m

in
 b

e
i 0

,9
 d

y
n
/c

m
2

Exp.1 Exp.2 Exp.3
0

100

200

300

400

A
k
k
u
m

u
lie

rt
e
 D

is
ta

n
z
 in

 µ
m

 

n
a
c
h
 1

0
 m

in
 b

e
i 0

,9
 d

y
n
/c

m
2

1 2
0

10

20

30

40

50

16

A
k
k
u
m

u
lie

rt
e
 D

is
ta

n
z
 in

 µ
m

 

n
a
c
h
 1

0
 m

in
 b

e
i 0

,9
 d

y
n
/c

m
2

Abbildung 18: Akkumulierte Distanz der PfiE auf unterschiedlichen transgenen CHO-Zelllinien nach 

zehn Minuten bei einer Scherkraft von 0,9 dyn/cm². Die Abbildung zeigt die akkumulierte Distanz in µm der 

PfiE der Laborstämme IT4 (A1-5) und 3D7 (B1-5) auf transgene CHO-Zelllinien, die entweder den humanen 

Endothelrezeptor CD36 oder ICAM-1 auf der Zelloberfläche trugen. Die akkumulierte Distanz wurde durch die 

Verfolgung von einzelnen PfiE für zehn Minuten unter einer mikrovaskulär-physiologischen Scherkraft von 0,9 

dyn/cm² ermittelt. A1: IT4-PfiE nicht-angereichert auf CHO-CD36; B1: 3D7-PfiE nicht angereichert auf CHO-

CD36; A2: IT4-PfiE-ICAM-1 angereichert auf CHO-ICAM-1; B2: 3D7-PfiE-ICAM-1 angereichert auf CHO-

ICAM-1; A3: IT4-PfiE-ICAM-1 angereichert auf CHO-CD36; B3: 3D7-PfiE-ICAM-1 angereichert auf CHO-

CD36; A4: IT4-PfiE-CD36 angereichert auf CHO-ICAM-1 (N/A: Nicht ausgewertet); B4: 3D7-PfiE-CD36 

angereichert auf CHO-ICAM-1; A5: IT4-PfiE-CD36 angereichert auf CHO-CD36; B5: 3D7-PfiE-CD36 

angereichert auf CHO-CD36. Die Auswertung erfolgte mittels ImageJ - Version 1.48V.  
  

A1 B1 

A2 B2 

A3 B3 

A4 B4 

A5 B5 
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Die Ergebnisse der CD36-angereicherten IT4-PfiE auf CHO-ICAM-1 sind hier nicht 

dargestellt, da pro Experiment lediglich zwei bis drei gebundene PfiE nach Beendigung des 

Versuches identifiziert werden konnten. Interessanterweise konnten beim Stamm 3D7 im 

gleichen Ansatz 10 - 18 PfiE pro biologischem Replikat ausgewertet werden. Wie bei allen 

bisherigen Versuchen war die Adhäsion an ICAM-1 statisch (Siehe Abb. 18, B4). Für einen 

besseren Vergleich zwischen den Ansätzen, wurden die Werte der einzelnen Replikate 

zusammengefügt (n = 60) und im Vergleich zu den anderen Versuchen dargestellt (Siehe 

Abb. 19).  

 

 

Die Darstellung zeigt erneut deutlich den Unterschied beim Bindungsverhalten der PfiE an 

die Rezeptoren CD36 und ICAM-1. Interessanterweise zeigte der 3D7-Stamm (nicht 

angereichert) nach zehn Minuten eine akkumulierte Distanz von ca. 165 µm im Schnitt auf 

CHO-CD36, während beim IT4-Stamm eine akkumulierte Distanz von ca. 65 µm im Schnitt 

beobachtet werden konnte (Siehe Abb. 19). Die Ergebnisse zeigen auch, dass die PfiE beider 

untersuchten Laborstämme nach einer Anreicherung auf CHO-ICAM-1 immer noch in der 

Lage waren an CHO-CD36 zu adhärieren. Interessant dabei war allerdings eine signifikante 

Reduzierung der akkumulierten Distanz beim 3D7-Stamm von 165 µm auf ca. 60 µm nach 

der Anreicherung (p ≤ 0,0001). Diese war ebenfalls zwischen der nicht-angereicherten und 
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Abbildung 19: Akkumulierte Distanz der PfiE auf unterschiedlichen transgenen CHO-Zelllinien nach 

zehn Minuten bei einer Scherkraft von 0,9 dyn/cm². Die Abbildung zeigt einen Vergleich zwischen den 

akkumulierten Distanzen in µm der PfiE der Laborstämme IT4 (A) und 3D7 (B) auf transgene CHO-Zelllinien, 

die entweder den humanen Endothelrezeptor CD36 oder ICAM-1 auf der Zelloberfläche trugen. Die 

akkumulierte Distanz wurde durch die Verfolgung von einzelnen PfiE für zehn Minuten unter einer 

mikrovaskulär-physiologischen Scherkraft von 0,9 dyn/cm² ermittelt und ist hier in µm dargestellt. A: IT4-PfiE 

nicht-angereichert auf CHO-CD36; IT4-PfiE-ICAM-1 angereichert auf CHO-ICAM-1; IT4-PfiE-ICAM-1 

angereichert auf CHO-CD36; IT4-PfiE-CD36 angereichert auf CHO-ICAM-1 (N/A: Nicht ausgewertet); IT4-

PfiE-CD36 angereichert auf CHO-CD36; B: 3D7-PfiE nicht angereichert auf CHO-CD36; 3D7-PfiE-ICAM-1 

angereichert auf CHO-ICAM-1; 3D7-PfiE-ICAM-1 angereichert auf CHO-CD36; 3D7-PfiE-CD36 angereichert 

auf CHO-ICAM-1; 3D7-PfiE-CD36 angereichert auf CHO-CD36. Die Auswertung erfolgte mittels ImageJ - 

Version 1.48V. 
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der CD36 angereicherten Populationen bei der Bindung auf CHO-CD36 zu erkennen (Siehe 

Abb. 19B). Im Vergleich dazu blieb der Durchschnitt der akkumulierten Distanz in diesem 

Fall beim IT4-Stamm zwischen den beiden Ansätzen ähnlich (ca. 65 µm), wobei dieser, wie 

bereits oben erwähnt, im Vergleich zu der akkumulierten Distanz der nicht-angereicherten 

3D7-Stamm auf CHO-CD36 geringer war.  

Die zusätzlichen Kontrollversuche mit den CD36 angereicherten Laborstämmen bei der 

Bindung an CHO-CD36 ergaben ähnliche Ergebnisse für beide Stämme. Beide zeigten eine 

ähnliche akkumulierte Distanz wie schon die ICAM-1 angereicherten bei der Bindung an 

CHO-CD36. Auffällig war allerdings eine größere Streuung zwischen den einzelnen Werten 

im Vergleich zu den Werten nach der Anreicherung an ICAM-1. Bei dem Ansatz „IT4-CD36 

angereichert auf CHO-CD36“ konnten nur 51 infizierte Zellen ausgewertet werden.  

 

3.2.2 Expressionsprofil der var-Gene vor und nach Anreicherung an ICAM-1 

und CD36    
 

Hauptverantwortlich für die Zytoadhäsion von P. falciparum infizierten Erythrozyten an 

Endothelzellrezeptoren sind die PfEMP1, welche von 60 unterschiedlichen var-Genen kodiert 

werden (Su et al., 1995; Kyes et al., 2001; Kraemer und Smith 2006). Ein Parasit exprimiert 

ein einziges var-Gen pro Zyklus, was dazu führt, dass in jedem infizierten Erythrozyten nur 

eine Variante des PfEMP1 vorkommt (Chen et al., 1998; Scherf et al., 1998; Kyes et al., 

2003; Horrocks et al., 2004; Fastman et al., 2012). Die PfEMP1 besitzen bestimmte Domänen 

oder Domänenkassetten, die die Bindung an bestimmten Endothelrezeptoren vermitteln 

(Siehe Punkt 1.5.1.2). Um ein Expressionsprofil der var-Gene der in dieser Studie 

verwendeten Parasitenpopulationen zu erstellen, wurde eine Transkriptom-Analyse mittels 

NGS (engl. next generation sequencing) durchgeführt. Das Ziel war, durch das 

Expressionsprofil der durch Anreicherung an CD36 und ICAM-1 generierten 

Parasitenpopulationen, putative PfEMP1-Kandidaten zu identifizieren, die für die Interaktion 

mit dem jeweiligen Endothelrezeptor verantwortlich sind. Die Transkriptome der nicht-

angereicherten Laborstämme IT4 und 3D7 dienten als Kontrolle. Die var-Expressionsprofile, 

der durch die Anreicherung an ICAM-1 und CD36 erhaltenen Parasitenpopulationen 

unterschieden sich stark von den var-Expressionsprofilen der nicht-angereicherten 

Parasitenpopulationen bei beiden Laborstämmen (Siehe Abb. 20 - 23). Die IT4-ICAM-1 

angereicherte Population zeigte fünf Gene, die nach der Anreicherung signifikant stärker 

vorhanden waren, im Vergleich zur Kontrolle. Diese waren IT4_var06 (padj ≤ 0,001), 
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IT4_var41, IT4_var16 und IT4_var63 (padj ≤ 0,0001) der Gruppe B und IT4_var01 (padj ≤ 

0,0001) der Gruppe C (Siehe Abb. 20).  

 

Von den fünf var-Genen, die bei der IT4-ICAM-1 Population stärker exprimiert waren, 

kodieren drei für PfEMP1 (IT4_var16, IT4_var41 (Gruppe B) und IT4_var01 (Gruppe C)), 

die in ihrem extrazellulären Teil eine bekannte Bindungsdomäne für die Bindung an ICAM-1 

(DBLβ5) aufweisen. Vier der fünf Gene (IT4_var16, IT4_var41, IT4_var63 (Gruppe B) und 

IT4_var01 (Gruppe C)) kodieren für Proteine die eine CD36-spezifische Bindungsdomäne 

Abbildung 20: Expressionsprofil der var-Gene der nicht-angereicherten und der ICAM-1-angereicherten 

IT4 P. falciparum-Populationen. A: Die Graphik stellt das Expressionsprofil der var-Gene für zwei 

Populationen vom IT4-Stamm im Ringstadium dar. In blau, das Expressionsprofil der nicht-angereicherten 

Population und in rot, das Expressionsprofil der ICAM-1 angereicherten Population. Die var-Gene sind in vier 

unterschiedliche Gruppen aufgeteilt (A, B, C und E). Die sequenzierten Fragmente wurden mit dem 

Transkriptom von P. falciparum mittels Bowtie 2 angeglichen und die differenzielle Expression mit Hilfe von 

DEseq analysiert. Die Gen-Ontologie wurde PlasmoDB28 entnommen. *: Signifikanz. Der p-Wert wurde 

mittels Benjamini Hochberg mit einer FDR von 10 % korrigiert. B: Domänenstruktur der PfEMP1 für die 

IT4-ICAM-1 angereicherte Parasiten-Population. Schematische Darstellung der Domänenstruktur der 

PfEMP1, die von den var-Genen IT4_var06, IT4_var16, IT4_var41, IT4_var63 (Gruppe B) und IT4_var01 

(Gruppe C) kodiert werden. Die fünf var-Gene waren nach Anreicherung auf ICAM-1 signifikant stärker 

vorhanden als bei der nicht-angereicherten Population (Kontrolle). Die Klassifizierung in den Gruppen A-E 

sowie die Domänenstrukturen wurden Rask et al., 2010 entnommen. 
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aufweisen (Kopfstruktur: DBLα0-CIDR2-6). Eines der Gene (IT4_var06) kodiert für ein 

Protein, das interessanterweise weder eine bekannte Bindungsdomäne für ICAM-1 noch für 

CD36 aufweist (Siehe Abb. 20B). Auch die Anreicherung des 3D7-Stammes auf ICAM-1 

zeigte ein verändertes var-Expressionsprofil im Vergleich zu der nicht-angereicherten 

Parasitenpopulation (Kontrolle).  

Die var-Gene PFL0020w der Gruppe A/B und MAL6P1.252 der Gruppe C wurden innerhalb 

der angereicherten Population als signifikant stärker exprimiert detektiert (padj ≤ 0,0001) 

(Siehe Abb. 21).  
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A 

Abbildung 21: Expressionsprofil der var-Gene der nicht-angereicherten und ICAM-1-angereicherten 3D7 

P. falciparum-Populationen. A: Die Graphik stellt das Expressionsprofil der var-Gene für zwei Populationen 

vom 3D7-Stamm im Ringstadium dar. In blau, das Expressionsprofil der nicht-angereicherte Population und in 

rot, das Expressionsprofil der ICAM-1 angereicherten Population. Die var-Gene sind in vier unterschiedlichen 

Hauptgruppen (A, B, C und E) und zwei Zwischengruppen (A/B und B/C) unterteilt. Die sequenzierten 

Fragmente wurden mit dem Transkriptom von P. falciparum mittels Bowtie 2 angeglichen und die differenzielle 

Expression mit Hilfe von DEseq analysiert. Die Gen-Ontologie wurde PlasmoDB 28 entnommen. *: 

Signifikanz. Der p-Wert wurde mittels Benjamini Hochberg mit einer FDR von 10 % korrigiert. B: 

Domänenstruktur der PfEMP1 für 3D7-ICAM-1 angereicherte Parasiten-Population. Schematische 

Darstellung der Domänenstruktur der PfEMP1, die von den var-Genen Gene PFL0020w (Gruppe A/B) und 

MAL6P1.252 (Gruppe C) kodiert werden. Beide var-Gene sind nach Anreicherung auf ICAM-1 signifikant 

stärker vorhanden als bei der nicht-angereicherten Population (Kontrolle). Die Klassifizierung in den Gruppen 

A-E sowie die Domänenstrukturen wurden Lavstsen et al., 2003 und Rask et al., 2010 entnommen. 
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Das Gen PFL0020w kodiert für ein PfEMP1, das in seinem extrazellulären Bereich die  

ICAM-1-spezifische Bindungsdomäne DBLβ5 sowie die CD36-spezifische Domäne 

DBLα0.18-CIDRα5 aufweist.  

Das Gen MAL6P1.252 kodiert für ein PfEMP1, das eine Bindungsdomäne für CD36 

(Kopfstruktur: DBLα0.21-CIDRα2.1) aufweist aber interessanterweise keine bekannte 

Bindungsdomäne für eine Bindung an ICAM-1 besitzt. Das Gen MAL6P1.4 zeigte sowohl bei 

der nicht-angereicherten als auch bei der ICAM-1-angereichten Population ein hohes 

Expressionslevel. Das Protein, welches von MAL6P1.4 kodiert wird, weist die ICAM-1-

spezifische Bindungsdomäne DBLβ5 sowie die CD36-spezifische Domäne DBLα0.8-

CIDRα3.2 auf. Anders als bei den ICAM-1-angereicherten Populationen zeigte das 

Expressionsprofil der CD36-angereicherten Populationen bei beiden Stämmen kein einziges 

var-Gen, das signifikant stärkerer exprimiert war im Vergleich zur Kontrolle.  
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Nicht angereicherte Population 
CD36 angereicherte Population 

Abbildung 22: Expressionsprofil der var-Gene der nicht-angereicherten und CD36-angereicherten 3D7 P. 

falciparum-Populationen. A: Die Graphik stellt das Expressionsprofil der var-Gene für zwei Populationen vom 

3D7-Stamm im Ringstadium dar. In blau, das Expressionsprofil der nicht-angereicherten Population und in rot, 

das Expressionsprofil der CD36 angereicherten Population. Die var-Gene sind in vier unterschiedlichen 

Hauptgruppen (A, B, C und E) und zwei Zwischengruppen (A/B und B/C) unterteilt. Die sequenzierten 

Fragmente wurden mit dem Transkriptom von P. falciparum mittels Bowtie 2 angeglichen und die differenzielle 

Expression mit Hilfe von DEseq analysiert. Die Gen-Ontologie wurde PlasmoDB28 entnommen. *: Signifikanz. 

Der p-Wert wurde mittels Benjamini Hochberg mit einer FDR von 10 % korrigiert. Die Klassifizierung in den 

Gruppen A-E wurden Lavstsen et al., 2003 und Rask et al., 2010 entnommen. 



Ergebnisse 

87 

 

Lediglich das Gen IT4_var01 beim IT4-Stamm und das Gen PF07_0050 beim 3D7-Stamm 

zeigten ein minimal stärkeres Vorkommen nach der Anreicherung (Siehe Abb. 22 und 23). Im 

Gegensatz dazu zeigten die meisten var-Gene eine Reduktion des Vorkommens bei den 

angereicherten Populationen im Vergleich zu den nicht angereicherten. Diese Reduktion war 

vor allem beim 3D7-Stamm eindeutig zu beobachten. Hier zeigten 45 der 60 var-Gene eine 

signifikante Abnahme der Anzahl an sequenzierten Fragmenten innerhalb der Population im 

Vergleich zur Kontrolle (padj ≤ 0,05). 

Des Weiteren konnte sowohl bei IT4 als auch bei 3D7 beobachtet werden, dass die Anzahl 

der sequenzierten Fragmente einiger stark exprimierten var-Gene keine großen 

Veränderungen zwischen angereicherten und nicht-angereicherten Populationen aufwiesen. 

Bei IT4 waren es IT4_var35 und IT4_var34. Dieses Verhalten konnte im Expressionsprofil 

der ICAM-1 angereicherten Population im Vergleich zur Kontrolle ebenfalls beobachtet 

werden. IT4_var34 kodiert für ein PfEMP1, das eine CD36-spezifische Bindungsdomäne 

aufweist, aber das Protein, welches vom Gen IT4_var35 kodiert wird, weist weder für CD36 

noch für ICAM-1 eine spezifische Bindungsdomäne auf. Bei 3D7 waren es MAL6P1.252, 
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Nicht angereicherte Population 
CD36 angereicherte Population 

Abbildung 23: Expressionsprofil der var-Gene der nicht-angereicherten und der CD36-angereicherten 

IT4 P. falciparum-Populationen. A: Die Graphik stellt das Expressionsprofil der var-Gene für zwei 

Populationen vom IT4-Stamm im Ringstadium dar. In blau, das Expressionsprofil der nicht-angereicherten 

Population und in rot, das Expressionsprofil der CD36 angereicherten Population. Die var-Gene sind in vier 

unterschiedlichen Gruppen aufgeteilt (A, B, C und E). Die sequenzierten Fragmente wurden mit dem 

Transkriptom von P. falciparum mittels Bowtie 2 angeglichen und die differenzielle Expression mit Hilfe von 

DEseq analysiert. Die Gen-Ontologie wurde PlasmoDB28 entnommen. *: Signifikanz. Der p-Wert wurde 

mittels Benjamini Hochberg mit einer FDR von 10 % korrigiert. Die Klassifizierung in den Gruppen A-E 

wurden Rask et al., 2010 entnommen. 
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PF08_0107 und PF07_0051, die keine starke Veränderung zeigten, was allerdings anders als 

bei IT4 nicht im Expressionsprofil der ICAM-1 angereicherten Population beobachtet wurde. 

Alle drei var-Gene kodieren für Proteine, die eine CD36-spezifische Bindungsdomäne 

besitzen (Siehe Anhang D). 

 

3.3 Charakterisierung der Interaktion von PfiE mit den Endothelrezeptoren 

CD9 und P-Selektin 

Im Rahmen dieser Studie wurden ebenfalls Bindungsexperimente unter Flussbedingungen mit 

den Endothelrezeptoren CD9 und P-Selektin durchgeführt, um auch für diese Rezeptoren die 

Interaktion mit P. falciparum infizierten Erythrozyten zu charakterisieren. Die Analyse 

erfolgte hier genauso, wie bereits für die Experimente mit den Rezeptoren CD36 und ICAM-1 

beschrieben.  

Bei der Bindung an CHO-CD9 konnte für beide Laborstämme im Vergleich zu der Bindung 

an ICAM-1 oder P-Selektin eine etwas lockere Bindung beobachtet werden. Die Mehrheit der 

gebundenen PfiE zeigte zwar keine rollende Bewegung. Allerdings konnte bei einigen Zellen 

eine 180° Wendung (engl. flipping) (Siehe Punkt 1.5) beobachtet werden, wo die PfiE eine 

akkumulierte Distanz von ca. 10 bis 16 µm nach 10-minütiger Verfolgung erreichten (Siehe 

Abb. 24). Hierfür ist es wichtig zu erwähnen, dass eine definierte Distanz von 16 µm 

festgelegt wurde, um die Art der Bewegung zwischen rollender und umklappender Bewegung 

zu unterscheiden.  
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Abbildung 24: Akkumulierte Distanz der PfiE auf transgene CHO-CD9 nach zehn Minuten bei einer 

Scherkraft von 0,9 dyn/cm². Die Abbildung zeigt die akkumulierte Distanz in µm der PfiE der Laborstämme 

IT4 (A) und 3D7 (B) auf eine transgene CHO-Zelllinie, die den humanen Endothelrezeptor CD9 auf der 

Zelloberfläche trug. Die akkumulierte Distanz wurde durch die Verfolgung von einzelnen PfiE für zehn Minuten 

unter einer mikrovaskulär-physiologischen Scherkraft von 0,9 dyn/cm² ermittelt. A: IT4-PfiE-CD9 angereichert 

auf CHO-CD9; B: 3D7-PfiE-CD9 angereichert auf CHO-CD9. Die gestrichelte Linie markiert die festgelegte 

Distanz (16 µm), die die Grenze für die rollende Bewegung definiert. Die Auswertung erfolgte mittels ImageJ - 

Version 1.48V.  
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Bei IT4 konnte bei vier von 41 ausgewerteten infizierten Erythrozyten eine rollende 

Bewegung beobachtet werden (Siehe Abb. 24A).  

Es konnte, ähnliche wie bei der Bindung an ICAM-1, keine rollende Bewegung der PfiE auf 

P-Selektin beobachtet werden (Siehe Abb. 25).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4 Charakterisierung der Plasmodium vivax VIR-Proteine  

Die VIR-Proteine von P. vivax, sind Proteine, die von der vir-Multigenfamilie kodiert werden. 

Es wird postuliert, dass sie ähnliche Funktionen wie die PfEMP1 Moleküle von P. falciparum 

(z. B. Antigenvariation oder Zytoadhäsion) übernehmen. Lange Zeit wurde angenommen, 

dass P. vivax nicht in der Lage wäre zu zytoadhärieren. Allerdings konnten Fälle schwerer P. 

vivax-Infektionen beobachtet werden, was auf eine Beteiligung der Zytoadhäsion an der 

Pathologie hindeutet (Kochar et al., 2005; Anstey et al., 2007). Weiterhin konnte in den 

letzten Jahren gezeigt werden, dass P. vivax in der Lage ist an Endothelzellen zu adhärieren 

und dass die VIR-Proteine bei dieser Funktion höchstwahrscheinlich eine Rolle spielen 

(Ansari et al., 2008; Carvalho et al., 2010; Bernabeu et al., 2012; De las Salas et al., 2013). 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen zur weiteren Charakterisierung der 

Plasmodium vivax VIR-Proteine durchgeführt. Hierbei wurde der Focus auf die 

Identifizierung von VIR-Proteinen gelegt, die an die Erythrozytenmembran exportiert werden 

und somit in den Mechanismus der Zytoadhäsion involviert sein könnten. 
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Abbildung 25: Akkumulierte Distanz der PfiE auf transgene CHO-P-Selektin nach zehn Minuten bei 

einer Scherkraft von 0,9 dyn/cm². Die Abbildung zeigt die akkumulierte Distanz in µm der PfiE der 

Laborstämme IT4 (A) und 3D7 (B) auf eine transgene CHO-Zelllinie, die den humanen Endothelrezeptor P-

Selektin auf der Zelloberfläche trug. Die akkumulierten Distanzen wurden durch die Verfolgung von einzelnen 

PfiE für zehn Minuten unter einer mikrovaskulär-physiologischen Scherkraft von 0,9 dyn/cm² ermittelt. A: IT4-

PfiE-P-Selektin angereichert auf CHO-P-Selektin; B: 3D7-PfiE-P-Selektin angereichert auf CHO-P-Selektin. 

Die gestrichelte Linie markiert die festgelegte Distanz (16 µm), die die Grenze für die rollende Bewegung 

definiert. Die Auswertung erfolgte mittels ImageJ - Version 1.48V.  
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3.4.1 In silico Analyse der VIR-Proteine 

Auf Grund der relativ jungen Geschichte der vir-Multigenfamilie, die im Jahr 2001 (del 

Portillo et al., 2001) entdeckt wurde, sind viele Fragen bezüglich der Funktion der 

entsprechend kodierten Proteine noch unbeantwortet. 

Viele der heute vorhandenen Erkenntnisse über die vir-Gene sind etwas umstritten, so z. B die 

eigentliche Anzahl der vir-Gene. Aus diesem Grund und aufgrund der Tatsache, dass es nicht 

möglich wäre alle vir-Gene zu untersuchen, wurde in Kooperation mit Dr. Christian Pick an 

der Universität Hamburg, eine in silico Analyse durchgeführt, um somit Kandidaten für eine 

weitere Charakterisierung zu finden. Das Ziel hier bestand darin Proteine zu identifizieren, die 

aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften exportiert werden sollten und somit eine Rolle bei 

der Zytoadhäsion spielen könnten. Für die in silico Analyse der vir-Gene wurde als erstes eine 

Clusteranalyse mittels SLiMFinder durchgeführt und diese mit der VIR-Klassifizierung von 

Lopez et al., 2013 verglichen. 

SLiMFinder funktioniert nach dem Prinzip vom Blast-Algorithmus (engl. Basic Local 

Alignment Search Tool), wobei die untersuchten Proteinsequenzen miteinander verglichen 

und somit in unterschiedlichen UPC (engl. unrelated protein clusters) aufgeteilt werden. Wie 

unterschiedlich die Sequenzen bei der Klassifizierung voneinander sein dürfen, wird durch die 

Einstellung eines e-values festgelegt. Um eine ideale Clusteraufteilung zu finden wurde die 

Analyse mit vier unterschiedlichen e-value-Werten durchgeführt (1 x 10
-15

; 1 x 10
-20

; 1 x 10
-25

 

und 1 x 10
-30

). 

Die Clusteranalyse mit einem e-value von 1 x 10
-15

 teilte die 291 untersuchten Proteine in 

fünf Cluster auf, wobei UPC 2 sowie UPC 5 jeweils aus einem einzelnen Protein bestanden. 

Die Mehrheit der Proteine wurde UPC 3 zugeordnet (264), gefolgt von UPC 1 (19) und UPC 

4 (6). Die weitere Analysen mit geringeren e-value Werten teilten die UPC 1 und 3 in weitere 

Subcluster auf, welche anschließend mit der Klassifizierung von Lopez et al., 2013 verglichen 

wurden (Siehe Abb. 26). 

Der Vergleich beider Klassifizierungen zeigte viele Gemeinsamkeiten. So konnte man 

beispielsweise eindeutig erkennen, dass UPC 1 ausschließlich Proteine zugeordnet worden 

sind, die laut der Klassifizierung von Lopez et al., 2013 im Cluster 6 (Subfamilie J) zu finden 

sind. Genauso konnte man im UPC 4 lediglich Proteine aus dem Cluster 11 (Subfamilie K) 

darstellen. 

Die genauere Aufteilung vom UPC 3 in Subcluster ergab noch weitere Übereinstimmungen. 

Der Subcluster 3.1.1.1 bestand überwiegend (109 von 120 Proteine) aus Proteinen des 

Clusters 1 (Subfamilie E). Die Ausnahmen waren hier vier Proteine (PVX_043190; 
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PVX_131260; PVX_130260; PVX_129260), die nach der Lopez-Klassifizierung Cluster 14 

zugeordnet sind, drei Proteine (PVX_005050; PVX_086880; PVX_086855) aus dem Cluster 

10, zwei aus Cluster 8 (PVX_115480; PVX_088790) und zwei aus Cluster 11 (PVX_086890; 

PVX_115990).  

 

Abbildung 26: Clusteranalyse der VIR-Proteine. Clusteraufteilung der 291 VIR-Proteine im Vergleich zu der 

bisher bekannten Klassifizierung von Lopez et al., 2013. Die Clusteranalyse wurde mit vier unterschiedlichen e-

value-Werte (1 x 10
-15

; 1 x 10
-20

; 1 x 10
-25

; 1 x 10
-30

) durchgeführt. Für die Analyse wurde der Web-Server 

SLiMFinder (http://bioware.ucd.ie/slimfinder.html) verwendet.   
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Die Subcluster 3.1.1.2-7 zusammen mit den Subcluster 3.1.2.1 und 3.1.3.1 wiesen eine 

Mehrheit an Proteinen aus dem Cluster 2 (Subfamilie C) auf. In diesem Fall bestanden die 

Ausnahmen aus drei Proteinen des Clusters 1 (PVX_009595; PVX_172270; PVX_038190) 

und ein Protein aus Cluster 8 (PVX_086350). Die Subcluster 3.1.5.1 und 3.1.6.1 setzten sich 

aus Proteinen des Clusters 10 zusammen. Dieser Cluster, genauso wie Cluster 13 und 14 

werden bei Lopez et al., 2013 keiner Subfamilie zugeordnet. Der Subcluster 3.1.7.1 bestand 

ausschließlich aus Proteinen des Clusters 8 (Subfamilie B). In allen Unterteilungen des 

Subclusters 3.2.1 waren lediglich Proteine aus dem Cluster 7 (Subfamilie I) zu finden. 

Schließlich konnte man in den Unterteilungen der Subcluster 3.2.2 und 3.2.5 ausschließlich 

Proteine aus dem Cluster 3 (Subfamilie G) der Klassifizierung nach Lopez et al., 2013 finden. 

Zu erwähnen ist hier auch, dass bei der Clusteranalyse mit einem e-value Wert von 1 x 10
-30

, 

19 der 291 VIR-Proteine keinem der noch vorhandenen Cluster oder Subcluster zuzuordnen 

waren (Siehe Abb. 26, Grau-markierte ID). 

Des Weiteren wurden die VIR-Proteine mit Hilfe von Vorhersage-Algorithmen nach 

Eigenschaften von exportierten Proteinen analysiert. Hier wurde nach Eigenschaften wie 

Transmembrandomänen (TM) (TMHMM-2.0 - http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0) 

Signalpeptid (SP) (SignalP4.1 - http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) sowie putative 

PEXEL-Motive (3of5 - http://www.dkfz.de/mga2/3of5) gesucht. Von den 291 analysierten 

VIR-Proteinen, konnte für 171 eine Transmembrandomäne vorhergesagt werden. Diese ist 

meistens zwischen ca. 50 und 120 Aminosäuren vor dem C-Terminus des Proteins lokalisiert. 

Ledglich drei der Proteine zeigten ein vorhergesagtes Signalpeptid und bei 13 der Proteine 

konnte ein klassisches PEXEL-Motiv (RxLxE/Q/D) gefunden werden. Von den 13 Proteinen, 

die ein klassisches PEXEL-Motiv zeigten, konnte bei einem einzigen die, aus P. falciparum 

bekannte, konservierte Lokalisation beobachtet werden (ca. 40 bis 50 Aminosäuren vom N-

Terminus entfernt). Aus diesem Grund spielte die Anwesenheit von PEXEL-Motiven oder 

Signalpeptiden in dieser Arbeit keine große Rolle bei der Auswahl der zu untersuchenden 

Proteine. Hierfür war vor allem wichtig, dass die Proteine eine Transmembrandomäne 

aufwiesen. Des Weiteren wurde in Kooperation mit Dr. Tobias Spielmann (Bernhard-Nocht-

Institut für Tropenmedizin) nach einer weiteren, ebenfalls in P. falciparum beschriebenen 

Eigenschaft für exportierte Proteine gesucht. Diese ist der reife N-Terminus, der als putatives 

positives Exportsignal (PES) postuliert wird (Siehe Punkt 1.4.1).  
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Anhand der vorhandenen Erkenntnisse wurden anschließend zwölf VIR-Proteine für eine 

Lokalisationsanalyse mittes Immunofluoreszenzanalyse (IFA) ausgesucht. Diese waren VIR6-

putative (PVX_050690), das keine Transmembrandomäne besaß und als Negativkontrolle dienen 

sollte, VIR21-like (PVX_088790), VIR5-like (PVX_093715), VIR14-putative (PVX_108770), 

VIR15-putative (PVX_010605), VIR14-putative (PVX_115475), VIR24-like (PVX_086855), 

VIR (PVX_090295), VIR12-like (PVX_090335), VIR2-like (PVX_107750), VIR22-related 

(PVX_081850) und VIR12-related (PVX_124705) (Siehe Abb. 27). 

3.4.2 Lokalisation der VIR-Proteine mittels Immunfluoreszenzanalyse (IFA) 

Da eine in vitro Kultivierung von P. vivax über einen längeren Zeitraum nicht möglich ist 

(Udomsangpetch et al., 2008), mussten transgene P. falciparum Zelllinien erzeugt werden, 

um eine Lokalisationsstudie der VIR-Proteine mittels IFA zu ermöglichen. Dafür wurden die 

Sequenzen der Gene, die für die ausgewählten Proteine kodieren, an das vom P. falciparum 

bevorzugte Codon angepasst (engl. codon usage) und die Gene wurden synthetisch hergestellt 

(Invitrogen). Diese wurden in den Transfektionsvektor pARL1a(-) kloniert, und anschließend 

in P. falciparum (3D7) transfiziert. Sieben der zwölf ausgewählten vir-Gene konnten 

erfolgreich exprimiert und analysiert werden. Alle zu untersuchende VIR-Proteine wurden am 

C-Terminus mit einem 3-fachen Hämagglutinin (3xHA) fusioniert. 

Abbildung 27: Auswahl der zu untersuchenden VIR-Proteine: Die Abbildung zeigt die Struktur der 

zwölf VIR-Proteine, welche für die Lokalisationsanalyse ausgewählt wurden. VIR6 (rote Schrift) diente als 

Negativkontrolle. Alle andere Proteine besaßen eine oder mehrere Eigenschaften, die in exportierten 

Proteinen zu finden sind: Transmembrandomäne (dunkelgrau); Signalpeptid (türkis); putatives positives 

Exportsignal (orange).  
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Da laut mehrerer Studien (Siehe Punkt 1.5) bei P. vivax ebenso wie bei P. falciparum nur die 

Trophozoiten und Schizonten in der Lage sind zu zytoadhärieren, wurden die 

Lokalisationsanalysen in dieser Arbeit mit diesen beiden Entwicklungsstadien durchgeführt. 

 

Das VIR-Protein VIR6-putative (PVX_050690) sollte in dieser Untersuchung, aufgrund von 

fehlenden Exporteigenschaften, als Negativkontrolle für den Export der Proteine an die 

Abbildung 28: Lokalisation des VIR6-putative Proteins in einer P. falciparum transgenen Zelllinie. A: 

Schematische Darstellung des Fusionsproteins VIR6-3xHA (3xHA: rot). B-D: Immunfluoreszenzanalyse 

Aceton-fixierter transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins VIR6-3xHA in zwei 

unterschiedlichen Entwicklungsstadien des Parasiten (Trophozoiten und Schizonten). B: Überprüfung einer 

Kolokalisation mit dem Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Überprüfung einer 

Kolokalisation mit dem parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP. D: Überprüfung einer 

Kolokalisation mit dem Maurer´schen Spalten-Protein SBP1. Längenmaßstab: 5 μm. Die Kernfärbung erfolgte 

mit Hilfe von Hoechst. 
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Erythrozytenmembran dienen. Das ausgewählte Protein VIR6 zeigte bei der in silico Analyse 

weder eine TM, noch ein SP sowie kein klassisches PEXEL-Motiv und kein putatives PES.  

Die Immunfluoreszenzanalyse des Proteins VIR6-3xHA zeigte eine Lokalisation innerhalb 

des Parasiten. Diese war vor allem in dem Trophozoitenstadium eindeutig zu sehen (Siehe 

Abb. 28B-D, rote Färbung). Die Lokalisation des VIR6-Proteins innerhalb des Parasiten 

konnte durch die Kolokalisationsanalyse mit dem parasitophoren Vakuolenmembran (PVM)-

Proteins ETRAMP (Spielmann et al, 2006a) bestätigt werden (Siehe Abb. 28C). ETRAMP 

diente als Marker für die PVM und somit als Marker für das Zellsoma des Parasiten. 

Ebenfalls konnte keine Kolokalisation mit den Proteinen Spektrin oder SBP1 beobachtet 

werden, was eine Assoziation mit den Maurer´schen Spalten oder der Erythrozytenmembran 

ausschließt (Siehe Abb. 28B und D). 

Die Aminosäuresequenz des Proteins VIR5-like (PVX_093715) wies kein putatives PES, kein 

klassisches PEXEL-Motiv und kein SP auf, zeigte aber eine TM (Siehe Abb. 29A). Die IFA-

Färbung des VIR5-3xHA zeigte bei beiden untersuchten Parasitenstadien eine punktuelle 

Verteilung über den gesamten iE sowie in den meisten Fällen eine Akkumulierung des 

Proteins innerhalb des Parasiten im Trophozoitenstadium (Siehe Abb. 29B-D). Aufgrund 

dieser teilweise sehr starken Akkumulierung innerhalb des Parasiten, kam es zu einer 

scheinbaren partiellen Kolokalisation mit dem PVM-Protein ETRAMP, welche durch die 

gelbe Färbung in der Bildüberlagerung (Siehe Abb 29C) zu erkennen ist. Diese konnte 

allerdings bei der Betrachtung der einzelnen IFA-Färbungen (-HA und -ETRAMP) nicht 

eindeutig bestätigt werden. Es konnte ebenfalls keine Kolokalisation mit Spektrin beobachtet 

werden. Interessanterweise zeigte die IFA-Färbung von VIR5-3xHA eine sehr gute 

Kolokalisation mit dem Maurer´schen Spalten-Protein SBP1 (Siehe Abb. 29D). Dies konnte 

sowohl bei Trophozoiten als auch bei Schizonten beobachtet werden.  
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VIR12-related (PVX_124705) zeigte kein klassisches PEXEL-Motiv und kein SP, wies aber 

ein TM sowie ein putatives PES (MAQ) auf (Siehe Abb 30A). Ähnlich wie bei VIR5 zeigte 

die IFA-Färbung von VIR12-3xHA bei beiden untersuchten Parasitenstadien eine punktuelle 

Verteilung über den gesamten iE sowie ebenfalls in den meisten Fällen eine Akkumulierung 

Abbildung 29: Lokalisation des VIR5-like Proteins in einer P. falciparum transgene Zelllinie. A: 

Schematische Darstellung des Fusionsproteins VIR5-3xHA (TM: dunkelgrau; 3xHA: rot). B-D: 

Immunfluoreszenzanalyse Aceton-fixierter transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins VIR5-

3xHA bei zwei unterschiedlichen Entwicklungsstadien des Parasiten (Trophozoiten und Schizonten). B: 

Überprüfung einer Kolokalisation mit dem Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Überprüfung 

einer Kolokalisation mit dem parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP. D: Überprüfung einer 

Kolokalisation mit dem Maurer´schen Spalten-Protein SBP1. Längenmaßstab: 5 μm. Die Kernfärbung erfolgte 

mit Hilfe von Hoechst.  



Ergebnisse 

97 

 

des Proteins innerhalb des Parasiten im Trophozoitenstadium (Siehe Abb. 30B-D). VIR12-

related zeigte in beiden Parasitenstadien eine partielle Kolokalisation mit dem Maurer´schen 

Spalten-Protein SBP1 (Siehe Abb. 30D). Es konnte für das Protein VIR12-related 

interessanterweise eine partielle Kolokalisation des Proteins mit dem Erythrozytenmembran-

assoziierten Protein Spektrin im Schizontenstadium beobachtet werden (Siehe Abb. 30B).        

 

 

 

 

Abbildung 30: Lokalisation des VIR12-related Proteins in einer P. falciparum transgenen Zelllinie. A: 

Schematische Darstellung des Fusionsproteins VIR12-3xHA (PES: orange; TM: dunkelgrau; 3xHA: rot). B-D: 

Immunfluoreszenzanalyse Aceton-fixierter transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins VIR12-

3xHA bei zwei unterschiedlichen Entwicklungsstadien des Parasiten (Trophozoiten und Schizonten). B: 

Überprüfung einer Kolokalisation mit dem Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Überprüfung 

einer Kolokalisation mit dem parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP. D: Überprüfung einer 

Kolokalisation mit dem Maurer´schen Spalten-Protein SBP1. Längenmaßstab: 5 μm. Die Kernfärbung erfolgte 

mit Hilfe von Hoechst.  



Ergebnisse 

98 

 

Das Protein VIR12-like (PVX_090335) wies in der in silico Analyse ebenso wie VIR12-

related kein klassisches PEXEL-Motiv und kein SP auf, zeigte aber ein TM sowie ein 

putatives PES (MAQ) (Siehe Abb. 31A). Erneut wurde hier, wie bereits bei VIR5 und VIR12-

related, bei beiden untersuchten Parasitenstadien eine punktuelle Verteilung über den 

gesamten iE beobachtet.  

Abbildung 31: Lokalisation des VIR12-like Proteins in einer P. falciparum transgenen Zelllinie. A: 

Schematische Darstellung des Fusionsproteins VIR12-3xHA (PES: orange; TM: dunkelgrau; 3xHA: rot). B-D: 

Immunfluoreszenzanalyse Aceton-fixierter transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins VIR24-

3xHA bei zwei unterschiedlichen Entwicklungsstadien des Parasiten (Trophozoiten und Schizonten). B: 

Überprüfung einer Kolokalisation mit dem Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Überprüfung 

einer Kolokalisation mit dem parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP. D: Überprüfung einer 

Kolokalisation mit dem Maurer´schen Spalten-Protein SBP1. Längenmaßstab: 5 μm. Die Kernfärbung erfolgte 

mit Hilfe von Hoechst.  
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Auffällig bei VIR12-like war, dass es anders als VIR5 und VIR12-related eine wesentlich 

schwächere Akkumulierung des Proteins innerhalb des Parasiten zeigte (Siehe Abb. 31B-D). 

VIR12-like zeigte sowohl im Trophozoiten- als auch im Schizontenstadium eine starke 

Kolokalisation mit SBP1 (Siehe Abb. 31D).  

Abbildung 32: Lokalisation des VIR24-like Proteins in einer P. falciparum transgenen Zelllinie. A: 

Schematische Darstellung des Fusionsproteins VIR24-3xHA (PSE: orange; TM: dunkelgrau; 3xHA: rot). B-D: 

Immunfluoreszenzanalyse Aceton-fixierter transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins VIR24-

3xHA bei zwei unterschiedlichen Entwicklungsstadien des Parasiten (Trophozoiten und Schizonten). B: 

Überprüfung einer Kolokalisation mit dem Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Überprüfung 

einer Kolokalisation mit dem parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP. D: Überprüfung einer 

Kolokalisation mit dem Maurer´schen Spalten-Protein SBP1. Längenmaßstab: 5 μm. Die Kernfärbung erfolgte 

mit Hilfe von Hoechst.  
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Eine Kolokalisation mit SBP1 konnte ebenfalls bei VIR24-like (PVX_086885) beobachtet 

werden. Diese allerdings nur bei den Trophozoiten, während bei den Schizonten eine partielle 

Kolokalisation auftrat. VIR24 zeigte außerdem eine starke Akkumulierung des Proteins 

innerhalb des Parasiten im Trophozoitenstadium, wie schon bei VIR5 und VIR12-related 

beobachtet und eine weniger ausgeprägte punktuelle Verteilung der Färbung im 

Schizontenstadium und eine partielle Kolokalisation mit Spektrin (Siehe Abb. 32B). Das 

Protein VIR24-like zeigte bei der in silico Analyse sowohl eine TM als auch ein PES (MEE), 

aber kein klassisches PEXEL-Motiv und kein SP. Ein weiteres untersuchtes Protein war das 

VIR14-putative Protein (PVX_108770). VIR14 zeigte bei der in silico Analyse weder ein 

klassisches PEXEL-Motiv, noch ein putatives PES sowie kein SP. Allerdings wies VIR14, 

wie alle anderen untersuchten VIR-Proteine, eine Transmembrandomäne auf. Die IFA-

Färbung von VIR14-3xHA zeigte eine punktuell-verteilte Färbung über den gesamten iE. 

Ebenfalls wieder zu beobachten war die Akkumulierung des Proteins innerhalb des Parasiten 

in der Nähe des Zellkerns der Trophozoiten. Interessanterweise konnte für VIR14-3xHA im 

Schizontenstadium eine partielle Kolokalisation mit dem Erythrozytenmembran-assoziierten 

Protein Spektrin beobachtet werden (Siehe Abb. 33B). Anderes als bei den bisher in dieser 

Arbeit untersuchte VIR-Proteinen, zeigte VIR14 keine Kolokalisation mit SBP1 im 

Trophozoitenstadium. Im Schizontenstadium zeigte VIR14 bei der Betrachtung der Bild-

überlagerung scheinbar eine partielle Kolokalisation mit SBP1, die allerdings bei Betrachtung 

der einzelnen Färbungen nicht eindeutig bestätigt werden konnte (Siehe Abb. 33D).  

Interessant war auch die Lokalisation des VIR21 (PVX_088790) Proteins. VIR21 wies als 

einziges von den in dieser Arbeit untersuchten Proteinen ein Signalpeptid auf (Siehe Abb. 

34A). Die IFA-Färbung des Proteins VIR21-3xHA zeigte erneut die punktuell-verteilte 

Färbung, welche bereits von den restlichen hier untersuchten VIR-Proteinen bekannt ist. 

Auffällig war in diesem Fall die Beobachtung einer sehr guten Kolokalisation des VIR24-

3xHA mit dem Maurer´schen Spalten-Protein SBP1 ausschließlich im Trophozoitenstadium, 

während dieser im Schizontenstadium nicht zu beobachten war (Siehe Abb. 34D). Aufgrund 

der ersten Ergebnisse bei VIR14 und VIR21, wo keine Kolokalisation mit SBP1 bzw. bei dem 

diese lediglich im Trophozoitenstadium zu sehen war, wurde für diese zwei VIR-Proteine 

eine Immunfluoreszenzanalyse zur Kolokalisation mit dem Knobs-assoziierten PfEMP1 

durchgeführt. Dafür würde ein monoklonaler Antikörper gegen die konservierte ATS-

Domäne der PfEMP1 verwendet. Diese zeigte bereits in früheren Studien eine ähnliche 

punktuell-verteilte Färbung der PfEMP1 über die Oberfläche des iE (Bachmann et al., 2012), 

wie die von den 3xHA-Fusionsproteinen gezeigte IFA-Färbung in dieser Arbeit.  
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Abbildung 33: Lokalisation des VIR14-like Proteins in einer P. falciparum transgenen Zelllinie. A: 
Schematische Darstellung des Fusionsproteins VIR14-3xHA (TM: dunkelgrau; 3xHA: rot). B-D: 

Immunfluoreszenzanalyse Aceton-fixierter transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins 

VIR14-3xHA bei zwei unterschiedlichen Entwicklungsstadien des Parasiten (Trophozoiten und 

Schizonten). B: Überprüfung einer Kolokalisation mit dem Erythrozytenmembran-assoziierten Protein 

Spektrin. C: Überprüfung einer Kolokalisation mit dem parasitophoren Vakuolenmembran-Protein 

ETRAMP. D: Überprüfung einer Kolokalisation mit dem Maurer´schen Spalten-Protein SBP1. E: 

Überprüfung einer Kolokalisation mit der ATS-Domäne der Knobs-assoziierten Proteine PfEMP1.  

Längenmaßstab: 5 μm. Die Kernfärbung erfolgte mit Hilfe von Hoechst.  
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Abbildung 34: Lokalisation des VIR21-like Proteins in einer P. falciparum transgenen Zelllinie. A: 

Schematische Darstellung des Fusionsproteins VIR21-3xHA (SP: türkis; TM: dunkelgrau; 3xHA: rot). B-

D: Immunfluoreszenzanalyse Aceton-fixierter transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins 

VIR21-3xHA bei zwei unterschiedlichen Entwicklungsstadien des Parasiten (Trophozoiten und 

Schizonten). B: Überprüfung einer Kolokalisation mit dem Erythrozyten-membran-assoziierten Protein 

Spektrin. C: Überprüfung einer Kolokalisation mit dem parasitophoren Vakuolenmembran-Protein 

ETRAMP. D: Überprüfung einer Kolokalisation mit dem Maurer´schen Spalten-Protein SBP1. E: 

Überprüfung einer Kolokalisation mit der ATS-Domäne der Knobs-assoziierten Proteine PfEMP1.  

Längenmaßstab: 5 μm. Die Kernfärbung erfolgte mit Hilfe von Hoechst.  
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Für VIR21 wurde diese Analyse lediglich für Schizonten durchgeführt, da es nur im 

Schizontenstadium keine Kolokalisation mit SBP1 zeigte. Sowohl VIR14-3xHA (Tropozoiten 

und Schizonten) als auch VIR21-3xHA (Schizonten) zeigten eine gute Kolokalisation mit 

dem Knobs-assoziierten PfEMP1, was auf einen Export dieser Proteine auf die Oberfläche der 

infizierten Erythrozyten hindeutet.  

 

3.4.3 Homologievergleich zwischen den N-Termini der untersuchten VIR-

Proteine 

Schließlich wurde einen Homologievergleich zwischen den ersten 80 N-terminalen 

Aminosäuren (AS) der VIR-Proteine mittels ClustalW (Version 1.83) durchgeführt. Die 

Analyse zeigte mit Werten zwischen 16,3 und 50,6 % keine große Ähnlichkeit zwischen den 

N-Termini. Dennoch konnte, abgesehen vom Vergleich zwischen VIR5 und VIR24 (Siehe 

Tab. 8, rot umrandet), eine stärkere Ähnlichkeit zwischen den Proteinen VIR5, VIR12-like, 

VIR12-related und VIR24 untereinander (ca. 23 – 50 % ähnliche AS) als mit VIR14 und 

VIR21 (ca. 17 – 21 % ähnliche AS) gefunden werden (Siehe Tab. 8, rot bzw. grün hinterlegt). 

Diese vier Proteine zeigten alle eine Kolokalisation mit dem Maurer´schen Spalten-Protein 

SBP1. Auf der anderen Seite wiesen VIR14 und VIR21 ebenfalls eine stärkere Ähnlichkeit 

untereinander auf (ca. 27 % ähnliche AS), als mit den übrigen vier Proteinen (ca. 17 – 21 % 

ähnliche AS) (Siehe Tab. 8, blau bzw. grün hinterlegt). VIR14 und VIR21 zeigten beide eine 

Kolokalisation mit der ATS-Domäne der Knobs-assoziierten Proteine PfEMP1. Bei der 

Betrachtung der Identität zwischen den Sequenzen lagen die Werte, bis auf den Vergleich 

zwischen VIR12-like und VIR12-related, unter 14 % (Siehe Tab. 8) 

Tabelle 8: Homologie der untersuchten VIR-Proteine. 

 Identische Aminosäuren (%) 

 VIR14 VIR21 VIR24 VIR5 VIR12-related VIR12-like 

VIR14  8,6 9,4 6,6 3,4 5,8 

VIR21 27,2  10,6 4,6 10,1 10,5 

VIR24 18,8 18,8  4,4 10,3 11,9 

VIR5 17,6 16,3 16,7  13,3 9,3 

VIR12-related 19,3 18,0 24,1 34,9  41,0 

VIR12-like 17,4 20,9 26,2 23,3 50,6  

 Ähnliche Aminosäuren (%) 

 

Interessanterweise wiesen die vier VIR-Proteine, die mit SBP1 kolokalisiert waren und 

VIR14 einen konservierten Bereich zwischen Position 58 und 67, wobei VIR14 das 

hochkonservierte Cystein in dem Bereich am Position 63 fehlt (Siehe Abb. 35, rot markiert). 

Ebenfalls interessant ist, dass VIR14 und VIR21, welche eine Kolokalisation mit den PfEMP1 
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Molekülen aufwiesen, zwar keinen reifen N-Terminus wie VIR12-like, VIR12-related und 

VIR24 besitzen, aber ein PEXEL-ähnliches Motiv zwischen Position 20 und 40 aufweisen. 

VIR14 besitzt Motiv RxIxE, während VIR21 das Motiv RxLxK zeigt. Beide zeigen die für 

das PEXEL-Motiv typische Lokalisation und unterscheiden sich vom klassischen PEXEL-

Motiv RxLxE/Q/D lediglich in einer Aminosäure, welches hier rot markiert ist (Siehe Abb. 

35, gelb markiert sowie Tab. 9). 

Durch eine erneute Analyse der Sequenzen konnte anschließend für neun weitere VIR-

Proteinsequenzen ebenfalls ein PEXEL-ähnliches Motiv ermittelt werden, das wie bei VIR14 

und VIR21 die typische PEXEL-Lokalisation. Einige von den wiesen allerdings keine 

Transmembrandomäne (TM) auf (Siehe Tab. 9). 

 

Tabelle 9: VIR-Proteine mit einem PEXEL-ähnlichen Motiv. 

Protein-ID PEXEL-ähnliches Motiv Position TM (Position) 

PVX_108770 (VIR14) RIIFE 26-30 323-344 

PVX_088790 (VIR21) RNLYK 29-33 726-747 

PVX_103665 RFLNT 35-39 - 

PVX_095995   RNLPS 16-20 - 

PVX_119210   RNILQ 50-54 760-781 

PVX_101560   KSLGE 16-20 380-401 

PVX_074190   KSLYE 27-31 246-268 

PVX_004510   KNLPQ 35-39 - 

PVX_026190   KNLSD 34-38 - 

PVX_081850   KYLFD 53-57 542-563 

PVX_241290   KILYD 30-34 155-177 / 748-769 
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VIR12-related 

VIR24 
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Abbildung 35: Sequenzvergleich der ersten 80 N-terminalen Aminosäuren der untersuchten VIR-

Proteine. Der Sequenzvergleich zeigt den konservierten Bereich zwischen den Proteinen VIR5, VIR12-like, 

VIR12-related, ViIR24 und VIR14 (rot markiert) sowie die reifen N-Termini der Proteine VIR12-like, VIR12-

related (MAQ) und VIR24 (MEE) (blau markiert) und die PEXEL-ähnliche Motive der Proteinen VIR14 und 

VIR21 (gelb markiert).   
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4 Diskussion 

 

4.1 Die Zytoadhäsion der P. falciparum infizierten Erythrozyten  

Der hauptverantwortliche Faktor für die hohe Pathogenität der Malariaerreger ist die 

Zytoadhäsion, welcher ein komplexer Immunevasionsmechanismus des Parasiten ist und eine 

Herausforderung für die Malariaforschung darstellt. 

Es konnte gezeigt werden, dass die Oberflächenproteine der PfEMP1-Familie eine essentielle 

Rolle als Liganden für die Interaktion mit Endothelzellrezeptoren und somit für die 

Zytoadhäsion spielen (Magowanet al., 1988; Rogerson et al., 1995; Su et al., 1995; Baruch et 

al., 1996). Es konnte ebenfalls für mehrere humane Endothelrezeptoren eine Interaktion mit 

Plasmodium infizierten Erythrozyten (iE) nachgewiesen werden und gezeigt werden, dass 

bestimmte Domänen oder Domänenkassetten innerhalb der PfEMP1-Moleküle, eine 

spezifische Bindung an bestimmte Rezeptoren wie z. B. CD36 oder ICAM-1 vermitteln 

können. Dennoch wirft dieser sehr komplexe Mechanismus noch viele Fragen auf, die 

unbeantwortet sind.  

Die Etablierung von Methoden für Bindungsstudien unter Flussbedingungen eröffnete eine 

neue Möglichkeit diesen Mechanismus zu untersuchen. Dies ermöglicht das Verhalten der 

unterschiedlichen Bindungsphänotypen, welche bei der Bindung der iE auf die verschiedenen 

Rezeptoren auftreten. Bezüglich der unterschiedlichen Bindungsphänotypen der PfiE wurde 

postuliert, dass die Zytoadhäsion der PfiE der Leukozyt-Endothelium-Interaktion bei 

inflammatorischen Antworten entspricht. Hierbei werden die Leukozyten aus dem Blutstrom 

durch die Interaktion mit Selektinen herausgenommen (Tethering). Anschließend rollen sie 

über verschiedene Rezeptoren und können durch die Zytokin-induzierte Aktivierung von 2- 

und 4-Integrinen, wie z. B. LFA-1 und Mac-1, eine statische Bindung an ICAM-1 oder 

ICAM-2 etablieren (Helms et al., 2016). Die PfiE zeigen ähnliche Bindungsphänotypen, was 

zu der Annahme führt, dass sie einen vergleichbaren Ablauf bei der Bindung an 

Endothelrezeptoren aufweisen (Ho und White, 1999; Helms et al., 2016). Allerdings ist es 

umstritten welche Rezeptor-Ligand-Interaktion zu welcher Art der Bindung führt.  

 

4.1.1 Die Zytoadhäsion der PfiE an CD36 

Der Endothelrezeptor CD36 spielt eine wichtige Rolle bei der Zytoadhäsion von P. 

falciparum (Oquendo et al., 1989). Er ist quantitativ betrachtet der wichtigste Rezeptor bei 

der Interaktion mit PfiE. Es konnte in einer Studie mit 150 aus Patienten isolierten P. 
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falciparum-Isolaten für alle eine Bindung an CD36 nachgewiesen werden (Newbold et al., 

1997). Dies konnte auch in dieser Arbeit im Vergleich zu den anderen hier untersuchten 

Rezeptoren bestätigt werden und lässt sich vor allem durch die hohe Anzahl an P. falciparum-

Liganden, welche mit CD36 interagieren, erklären. Die meisten Proteine aus der PfEMP1-

Familie besitzen eine CIDR2-6-Domäne, welche zusammen mit einer DBL-Domäne eine 

Kopfstruktur bildet, die eine Bindung an CD36 vermittelt.  

Bei denen in dieser Arbeit untersuchten Laborstämmen sind es 42 PfEMP1-Liganden bei dem 

IT4-Isolat und 47 beim 3D7-Isolat, die diese Struktur aufweisen (Smith et al., 2000b; 

Robinson et al., 2003; Smith, 2014). Die Untersuchungen unter Flussbedingungen zeigten, 

dass eine Bindung bereits bei einer Scherkraft von 4 dyn/cm² stattfand. Die stärkste Erhöhung 

bei der Anzahl an gebundenen PfiE konnte allerdings erst bei einer Scherkraft von 0,9 

dyn/cm² nachgewiesen werden. Dies korreliert mit den Ergebnissen einer früheren Studie, bei 

der eine maximale Bindungskapazität von PfiE an CD36 bei einer Scherkraft von 1,0 dyn/cm² 

ermittelt wurde (Yipp et al., 2000).  

In dieser Arbeit konnte bei allen untersuchten Scherkräften eine rollende Bewegung der PfiE 

über die transgenen CHO-Zellen, welche den Rezeptor CD36 auf der Oberfläche aufwiesen, 

nachgewiesen werden. Die Studie von Yipp et al. zeigte ebenfalls dass die PfiE eine rollende 

Bewegung (rolling) auf Endothelzellen aufwiesen und dass dieser Bindungsphänotyp durch 

die Interaktion mit CD36 vermittelt wurde, während auf transgenen Endothelzellen, welche 

eine höhere CD36-Konzentration aufwiesen sowohl eine rollende Bewegung als auch 

statische Bindungen gezeigt werden konnten (Udomsangpetch et al., 1997). Eine ähnliche 

Beobachtung zeigten Studien, welche das Bindungsverhalten auf Protein-bedeckter 

Oberflächen untersuchten. Während auf Oberflächen, die mit einer Konzentration von 25 

µg/ml bedeckt wurden, eine rollende Bewegung beobachtet wurde, zeigten die PfiE auf 

Oberflächen, die mit 50 µg/ml bedeckt wurden sowohl eine rollende Bewegung als auch 

statische Bindungen (Antia et al., 2007; Herricks et al., 2013).  

All diese Beobachtungen zusammen mit den Ergebnissen dieser Arbeit zeigen, dass sich die 

Bindung von PfiE an CD36 unterschiedlich verhalten kann und deutet darauf hin, dass dieser 

Verhaltensunterschied mit der CD36-Konzentration zusammenhängt. Ein weiterer Hinweis 

dafür lieferten die Ergebnisse aus der Studie von Davis et al. (2012). Diese zeigte bei 

Bindungsstudien mit GFP-CD36-transfizierten HDMECs (engl. human dermal microvascular 

endothelial cells), dass die Bindung von PfiE innerhalb von wenigen Minuten zu einer 

Rekrutierung von CD36 an der Bindungsstelle führte. Somit könnte eine Interaktion zwischen 

PfiE und CD36 erst zum Rollen und damit zur Reduzierung der Geschwindigkeit der PfiE 
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führen. Gleichzeitig würde die Bindung eine Signalkaskade auslösen, welche zu einer 

Rekrutierung von CD36 an die Oberfläche der Endothelzellen und anschließend zu einer 

statischen Bindung führen könnte. Eine zusätzliche Erklärung für die unterschiedlichen 

Bindungsphänotypen bei der Interaktion zwischen PfiE und CD36 könnte eine Variation der 

Bindungseigenschaften zwischen den einzelnen Liganden (PfEMP1) sein. Eine Studie mit 

isogenetischen Parasiten, welche überwiegend eine bestimmte PfEMP1-Variante 

synthetisierte, konnte zeigen, dass die Geschwindigkeit der rollenden Bewegung zwischen 

den Klonen (welche unterschiedliche PfEMP1 auf der Oberfläche aufwiesen) um das 5-fach 

variierte (Herricks et al., 2013). Ein ähnlicher Zusammenhang konnte auch in dieser Arbeit 

beobachtet werden. Durch die Anreicherung der Parasiten auf den Rezeptoren ICAM-1 oder 

CD36, fand eine Selektion von Parasitenpopulationen statt, bei den einige wenige (2 - 5) var-

Gene überwiegend exprimiert wurden. Diese konnten anhand der Transkriptom-Analyse 

bestätigt werden. Interessanterweise zeigten diese angereicherten Parasitenpopulationen einen 

Unterschied beim rollenden Verhalten im Vergleich zu der nicht-angereicherten Population 

bei der Bindung an CD36. Allerdings konnte dieser Unterschied nur beim 3D7-Stamm 

nachgewiesen werden. Diese wiesen nach 10-minütiger Bindung bei einer Scherkraft von 0,9 

dyn/cm² eine durchschnittliche akkumulierte Distanz von ca. 65 µm im Vergleich zu einer 

akkumulierten Distanz von 165 µm bei den nicht-angereicherten PfiE. Beim IT4-Stamm 

konnte keine Veränderung bei den akkumulierten Distanzen festgestellt werden. Allerdings ist 

bei der IT4-ICAM-1 angereicherten Population eine geringere Streuung zwischen den 

akkumulierten Distanzen der einzelnen PfiE innerhalb des Experimentes vorhanden. Dies 

könnte durch die Anreicherung erklärt werden. Dadurch wird eine Population erzeugt, bei der 

weniger Varianten der PfEMP1 vorhanden sind und somit wird auch die Variabilität beim 

Bindungsverhalten zwischen den einzelnen PfiE reduziert.  

Dennoch ist der Mechanismus hinter der Interaktion zwischen PfiE und CD36 viel komplexer 

und kann durch viele andere Faktoren beeinflusst werden. Zum Beispiel konnte gezeigt 

werden, dass die Bindung von PfiE an CD36 eine Signalkaskade aktiviert, die durch die 

Proteine der Scr-Kinase-Familie induziert wird. Diese führt zur Rekrutierung vom 51-

Integrin an die Bindungsstelle sowie zu einer Remodulierung des Aktinzytoskeletts der 

Endothelzellen, was wiederum zu einer Erhöhung der Anzahl an gebundenen PfiE sowie zu 

einer Erhöhung der Bindungsstärke führt. Das Integrin 51 zeigt allein keine Interaktion mit 

PfiE aber es agiert synergetisch mit CD36 und führt zu einer Erhöhung der Zytoadhäsion 

(Davis et al., 2012; Davis et al., 2013). Ein synergetischer Effekt konnte ebenfalls zwischen 

CD36 und ICAM-1 gezeigt werden (McCormick et al., 1997; Yipp et al., 2000). All diese 
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Ergebnisse zeigen wie komplex die Interaktion zwischen CD36 und den Liganden des P. 

falciparum ist und dass weitere Untersuchungen notwendig sind um diesen Mechanismus 

genauer verstehen zu können.  

Interessanterweise wurde in dieser Arbeit eine unerwartete Abnahme der Anzahl an 

gebundenen PfiE bei der Bindung an CD36, nach dem die Parasiten spezifisch auf den 

Rezeptor angereichert wurden, beobachtet. Hier konnten nach Beendigung des 

Bindungsversuches im Schnitt ca. 39 (3D7) bzw. 44 (IT4) gebundene PfiE gezählt werden, 

während es bei den nicht-angereicherten ca. 68 (3D7) bzw. 124 (IT4) waren. Eine mögliche 

Erklärung dafür könnten die unterschiedlichen Bedingungen sein, bei denen die Zellen 

behandelt worden sind. Die Anreicherung der Parasiten fand unter statischen Bedingungen 

statt. Dies könnte dazu führen, dass eine Parasitenpopulation angereichert wurde, die eine 

PfEMP1-Variante auf der Oberfläche aufweist, welche eine erhöhte Bindungskapazität unter 

statischer Bedingung zeigt aber eine geringere Bindungskapazität unter Flussbedingungen 

aufweist.  

  

4.1.2 Zytoadhäsion der PfiE an ICAM-1 

Ein weiterer wichtiger Rezeptor, der bei der Interaktion mit PfiE involviert ist, ist der 

ICAM-1-Rezeptor. Dieser kommt zwar in geringeren Konzentrationen in den Endothelzellen 

vor, allerdings wird die Expression des Gens, welches für ICAM-1 kodiert, durch 

inflammatorische Zytokine, wie Interleukin 6 (IL6) und Tumornekrosefaktor  (TNF) 

induziert (Hunt und Grau 2003; Wung et al., 2005). ICAM-1 ist ebenfalls bekannt für die 

Interaktion mit den Integrinen LFA-1 oder Mac-1, welche die Adhäsion und Migration von 

Leukozyten vermittelt (Lennartz et al., 2015). Welche Rolle ICAM-1 bei der Zytoadhäsion 

von PfiE genau einnimmt, ist aber ebenso wie bei CD36 noch umstritten. Cooke et al. (1994; 

1996) beobachtete eine rollende Bewegung der PfiE sowohl auf den humanen Endothelzellen 

HUVEC (engl. human umbilical vein endothelial cell), welche kein CD36 besitzen (Swerlick 

et al., 1992), als auch auf einer mit ICAM-1 bedeckten Oberfläche. Anhand dieser Ergebnisse 

wurde postuliert, dass die Interaktion zwischen PfiE und dem Rezeptor ICAM-1 zu einem 

Rollen der infizierten Erythrozyten über die Endothelzellen führt und somit eine 

Verlangsamung der iE verursacht, welche die Etablierung einer festen Bindung mit Hilfe 

anderer Rezeptoren ermöglicht. Allerdings ergaben andere Untersuchungen sowie die 

Ergebnisse dieser Arbeit Indizien dafür, dass die Interaktion mit ICAM-1 eine statische 

Bindung vermitteln kann. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass PfiE auf transgenen 

CHO-Zellen, welche ICAM-1 auf der Oberfläche trugen, bei allen untersuchten Scherkräften 
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(0,9 - 6 dyn/cm²) eine statische Bindung zeigten. Das Gleiche konnte für beide untersuchten 

Laborstämme (IT4 und 3D7) gezeigt werden. Dieses Verhalten zeigte ebenfalls die Studie 

von Antia et al. (2007). Interessanterweise zeigte diese Studie zum einen eine rollende 

Bewegung der PfiE über eine Protein-bedeckte Oberfläche, während auf transgenen CHO-

Zellen, eine statische Bindung stattfand. Eine mögliche Erklärung für die unterschiedlichen 

Bindungsphänotypen, welche bisher bei der Interaktion mit ICAM-1 beobachtet wurden, 

könnte sein, dass die Proteine bei den Untersuchungen mit Protein-bedeckten Oberflächen 

keine richtige Faltung aufweisen. Dies könnte die PfEMP1-ICAM-1-Interaktion 

beeinträchtigen. Eine weitere Erklärung kann die ICAM-1-Konzentration der Ansätze sein, 

denn ICAM-1 kommt in geringer Konzentration auf den Endothelzellen wie die HUVEC vor, 

während transgene Zelllinien eine viel größere Menge an Proteinen auf der Oberfläche 

aufweisen. Die hohe Konzentration an Proteinen könnte zu einer stabileren Bindung auf den 

transgenen CHO-Zellen führen, woraus eine statische Bindung resultieren würde. Eine 

Abhängigkeit der Zytoadhäsion mit der Rezeptorkonzentration konnte in einer Studie mit dem 

Rezeptor CSA (engl. chondroitin sulfate A) gezeigt werden (Rieger et al., 2015). Rieger et al. 

zeigte, dass die Anzahl an CSA-Molekülen sowie der Abstand zwischen den Molekülen auf 

einer Oberfläche essenziell für die Effizienz der Bindung ist. Eine weitere Studie konnte eine 

Steigerung der statischen Bindung von PfiE auf der Oberfläche von humanen Endothelzellen 

nach einer TNF-Stimulierung zeigen (Yipp et al., 2000). Das proinflammatorische Zytokin 

TNF induzierte die Expression des Gens, welches für ICAM-1 kodiert (Hunt und Grau 

2003; Wung et al., 2005). Diese Ergebnisse geben ein weiteres Indiz dafür, dass der Phänotyp 

der Interaktion zwischen PfiE und ICAM-1 von der ICAM-1-Konzentration auf der 

Oberfläche der Endothelzellen abhängig ist und das eine inflammatorische Reaktion zur 

statischen Bindung von PfiE auf Endothelzellen führen kann. 

Die Transkriptomanalyse der ICAM-1 angereicherten Parasitenpopulationen zeigte beim IT4-

Stamm eine angereicherte Population bei der ein signifikant großer Anteil der Parasiten 

überwiegend die var-Gene IT4_var01, IT4_var06, IT4_var16, IT4_var41 oder IT4_var63 

exprimierte. Außerdem konnte ebenfalls eine erhöhte differentielle Expression des Gens 

IT4_var27 bei der IT4-ICAM-1 angereicherten Population nachgewiesen werden. Beim 3D7-

Stamm zeigten bei der angereicherten Population zwei var-Gene eine signifikant erhöhte 

Expression (PFL0020w und MAL6P1.252) und die Expression des Gens MAL6P1.4 blieb bei 

der angereicherten Population hoch. Von diesen neun Genen kodieren sechs für die PfEMP1-

Varianten, welche eine DBL5-Domäne aufweisen. Diese sind IT4_var01, IT4_var16, 

IT4_var27 und IT4_var27 beim IT4-Stamm sowie PFL0020w und MAL6P1.4 beim 3D7-
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Stamm. Die DBL5-Domäne ist bekannt für die Interaktion mit ICAM-1 (Howell et al., 2008; 

Bengtsson et al., 2013). Warum die angereicherte Population ebenfalls eine differenzielle 

Expression von IT4_var06 und IT4_var63 (IT4-Stamm) sowie von MALP6P1.252 (3D7-

Stamm) aufwies, obwohl sie die ICAM-1-Bindungsdomäne DBL5 nicht besitzen, kann 

dadurch erklärt werden, dass die Bindung in einer noch nicht bekannten Interaktion über eine 

weitere Domäne oder Domänenkombination (Domänenkassette) vermittelt wird. Eine andere 

Erklärung könnte eine unspezifische Anreicherung durch eine mögliche Interaktion der 

PfEMP1 mit einem anderen Rezeptor auf der CHO-Zelloberfläche sein. Nahla Metwally 

(Dissertation, 2016) zeigte eine erhöhte Expression von bestimmten var-Genen bei 

Parasitenpopulationen, welche auf CHO-Wildtypzellen angereichert wurden. Eines der Gene 

war der MAL6P1.252 vom 3D7-Stamm.  

Des Weiteren wiesen, bis auf das Protein, welches vom Gen IT4_var06 (IT4-Stamm) kodiert 

wird, alle anderen angereicherten PfEMP1- eine Bindungsdomäne für CD36 auf. Dies erklärt 

warum die ICAM-1 angereicherten Populationen in den Bindungsexperimenten noch in der 

Lage waren an CD36 zu binden, während die CD36 angereicherten Populationen kaum noch 

eine Bindung an ICAM-1 zeigten.   

 

4.1.3 Zytoadhäsion der PfiE an CD9 

Der Rezeptor CD9 kommt auf der Oberfläche von verschiedenen Zelltypen vor und ist in 

Ereignissen, wie der Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten (Boucheix et al., 1991) 

oder der Migration unterschiedlicher Krebszelllinien, involviert (Powner et al., 2011). Im Jahr 

2014 wurde CD9 zum ersten Mal als Rezeptor für die Zythoadhäsion von PfiE beschrieben 

(Esser et al., 2014). 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine schwache Bindung der untersuchten Laborstämme 

an CD9 unter Flussbedingungen. Beim 3D7-Stamm zeigte die PfiE bei einer Scherkraft von 

unter 2 dyn/cm² eine Bindung, während beim IT4-Stamm nur sehr wenige PfiE überhaupt 

eine Bindung zeigten und zwar ausschließlich bei einer Scherkraft von 0,9 dyn/cm². Nach 10 

min bei einer Scherkraft von 0,9 dyn/cm² banden durchschnittlich lediglich fünf IT4-PfiE an 

CD9. Diese Ergebnisse korrelieren mit den Ergebnissen aus Bindungsstudien unter statischen 

Bedingungen, welche mit diesen zwei Laborstämmen durchgeführt wurden. Auch hier konnte 

eine schwache Bindungskapazität beider Stämme auf CD9 festgestellt werden, wobei der 

3D7-Stamm eine etwas stärkere Bindungskapazität als das IT4-Stamm aufwies (Tilly et al., 

2015). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Interaktion mit CD9 eine untergeordnete 

Rolle bei der Zytoadhäsion spielt. Allerdings zeigte die Studie von Esser et al. (2014), dass 
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Feldisolate bei der Bindung an CD9 eine stärkere Bindungskapazität als der Laborstamm IT4 

aufwiesen, was zeigt, dass die Interaktion eine relevante Rolle bei der Zytoadhäsion spielen 

kann. 

Des Weiteren zeigen die Ergebnisse, dass die Bindung der PfiE an CD9 etwas lockerer war 

als z. B. bei ICAM-1, denn hier zeigten die PfiE oft eine einfache umklappende Bewegung. 

Diese erkennt man anhand der einzelnen Messungen bei denen die PfiE eine akkumulierte 

Distanz von bis zu 16 µm nach 10-minütiger Verfolgung bei einer mikrovaskulär-

physiologischen Scherkraft von 0,9 dyn/cm² erreichten. Beim 3D7-Stamm zeigten vier der 

gebundenen PfiE sogar eine rollende Bewegung und erreichten eine akkumulierte Distanz von 

ca. 30 - 48 µm nach einer 10-minütigen Verfolgung bei 0,9 dyn/cm². Dies könnte bedeuten, 

dass die PfiE auf einer Oberfläche bei der die Konzentration an CD9 geringer ist (als bei 

transgenen Zellen) eine rollende Bewegung zeigen könnten. 

CD9 spielt bei der Leukozytenadhäsion eine wichtige Rolle. Es konnte gezeigt werden, dass 

es Tetraspanin-Mikrodomäne bilden kann, welche die Adhäsion der Leukozyten an 

Endothelzellen reguliert (Barreiro et al., 2005). Interessanterweise konnte ebenfalls gezeigt 

werden, dass die Leukozytenakkumlierung im Gehirn während einer Entzündungsreaktion 

von sogenannten EAPs (engl. endothelial adhesive platforms) vermittelt wird. Die EAPs sind 

kleine Ausstülpungen bestehend aus CD9 und ICAM-1, welche bei einer 

Entzündungsreaktion auf den Endothelzellen entstehen (Franz et al., 2016). Dies könnte 

ebenfalls zu einer erhöhten Zytoadhäsion von PfiE an den Endothelzellen im Gehirn führen 

und somit eine zerebrale Malaria verursachen. 

Außerdem ist es ein weiteres Indiz dafür, dass die Zytoadhäsion an Rezeptoren wie CD9 oder 

ICAM-1 durch eine Entzündungsreaktion verstärkt auftritt und gefährlich werden kann. 

   

4.1.4 Zytoadhäsion der PfiE an P-Selektin 

Der Rezeptor P-Selektin kommt sowohl in Endothelzellen als auch in Thrombozyten vor (Ley 

et al., 2007). P-Selektin spielt bei der Rekrutierung von Leukozyten während einer lokalen 

Entzündungsreaktion eine Rolle (Granger und Kubes 1994), wo es für das Rollen und somit 

für die Verlangsamung der Leukozyten verantwortlich ist (Lawrence und Springer 1991). Im 

Jahr 1998 wurde P-Selektin zum ersten Mal als Rezeptor für die Zytoadhäsion von PfiE 

beschrieben (Ho et al., 1998) und im Jahr 2001 wurde PfEMP1 als Ligand für P-Selektin 

identifiziert (Senczuk et al., 2001). Es wird angenommen, dass P-Selektin eine ähnliche Rolle 

bei der Zytoadhäsion der PfiE spielt wie bei der Rekrutierung der Leukozyten (Ho et al., 

1998; Helms et al., 2016). In dieser Arbeit konnte eine Bindung von PfiE auf transgenen 
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CHO-Zellen, welche P-Selektin auf der Oberfläche trugen bereits bei einer Scherkraft von 

4 dyn/cm² (IT4-Stamm) bzw. 3 dyn/cm² (3D7-Stamm) gezeigt werden. Dieses Ergebnis ist 

vergleichbar mit dem was bei der Interaktion mit den Rezeptoren CD36 und ICAM-1 

beobachtet wurde. So könnte nach diesen Beobachtung eine Interaktion mit jedem dieser 

Rezeptoren dafür verantwortlich sein, dass die PfiE aus dem Blutstrom entzogen werden. 

Allerdings ist P-Selektin in den Endothelzellen normalerweise in kleinen Zellorganellen 

(Weibel-Palade-Körperchen) gelagert und wird erst während einer lokalen 

Entzündungsreaktion an die Oberfläche der Zellen rekrutiert (Bonfanti et al., 1989; 

Bevilacqua und Nelson 1993; Mayadas et al., 1993; Granger und Kubes, 1994). Somit wäre 

eine lokale Entzündungsreaktion eine Voraussetzung für die Zytoadhäsion der PfiE an P-

Selektin. Die Untersuchung zur Dynamik der Interaktion mit dem Rezeptor ergab, dass die 

Interaktion zu einer statischen Bindung führt, ähnlich wie bei der Interaktion zwischen PfiE 

und ICAM-1. Eine Bindungsstudie mit HDMECs (engl. human dermal microvascular 

endothelial cells), welche mit dem Zytokin Oncostatin-M (OSM) behandelt wurden, zeigte 

eine Erhöhung sowohl bei der Anzahl der rollenden PfiE als auch bei der Anzahl der 

adhärenten PfiE (statische Bindung). OSM ist ein Mitglied der IL-6-Zytokinfamilie und ist in 

der Lage die Produktion von P-Selektin zu stimulieren (Yipp et al., 2000). Eine andere Studie 

untersuchte das Verhältnis der Bindung auf einer mit P-Selektin-bedeckten Oberfläche sowie 

auf Thrombozyten, welche sowohl P-Selektin als auch CD36 auf der Oberfläche aufweisen 

(Ho et al., 1998). Diese Studie zeigte eine rollende Bewegung der PfiE auf der Protein-

bedeckten Oberfläche, während auf den Thrombozyten, sowohl eine rollende Bewegung als 

auch eine statische Bindung beobachtet werden konnte. Eine Behandlung mit einem 

monoklonalen Antikörper gegen P-Selektin führte in der Studie von Ho et al. zu einer 

Inhibierung der rollenden Bewegung sowie der statischen Bindung. Diese Ergebnisse deuten 

darauf hin, dass die Bindung der PfiE an P-Selektin beide Bindungsphänotypen aufweisen 

kann und dass die Interaktion ebenfalls von der Konzentration an Rezeptoren auf der 

Zelloberfläche abhängig zu sein scheint.  

 

4.1.5 Die Hypothese 

Im Laufe der Zeit entwickelte sich die Hypothese, dass die PfiE durch eine Interaktion mit 

Selektinen, wie P-Selektin, aus dem Blutstrom entnommen werden und anschließend über 

diverse Rezeptoren u. a. ICAM-1 rollen und langsamer werden bis sie schließlich an CD36 

fest adhärieren (Ho und White, 1999; Helms et al., 2016) (Siehe Abb. 36A). Allerdings lassen 

die Ergebnisse dieser und anderer Arbeiten vermuten, dass die Dynamik der Zytoadhäsion 
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von PfiE anders aussehen könnte, wodurch hier eine neue Hypothese vorgeschlagen wird. 

Danach wäre CD36 der wichtigste Rezeptor im Zytoadhäsionmechanismus des Parasiten. Die 

Interaktion zwischen PfEMP1 und CD36 findet in den kleinen Kapillaren statt, wo die 

Scherkraft gering ist. Die Interaktion mit CD36 führt zu einem Rollen der PfiE über das 

Endothelium. Gleichzeitig würde es eine Signalkaskade induzieren, die zu einer 

Remodulierung des Aktinzytoskeletts der Endothelzellen sowie zur Akkumulierung von 

CD36 und zu der Rekrutierung vom 51-Integrin, welches mit CD36 synergetisch agiert, 

führt (Davis et al., 2012; Davis et al., 2013). Das alles würde zu einer Verstärkung der 

Bindung an CD36 führen. Diese soll zum einen dazu dienen die Geschwindigkeit des Rollens 

zu reduzieren und somit auch die Wahrscheinlichkeit der PfiE trotz Rollen in die Milz zu 

gelangen. Zum anderen soll es dazu dienen eine verstärkte Bindung zu etablieren, die in der 

Lage ist die höheren Scherkräfte in den postkapillaren Blutgefäßen auszuhalten. Auf diesem 

Weg könnte der Parasit eine Eliminierung durch die Milz vermeiden ohne den Blutfluss in 

den Kapillaren stark zu beeinträchtigen, was bei statischen Bindungen der Fall wäre. Da ca. 

70 - 80 % der PfEMP1 eine CD36-Bindungsdomäne aufweisen, würde dies der 

Hauptmechanismus für die Zytoadhäsion von PfiE darstellen. Allerdings könnte die 

Ausschüttung von proinflammtorischen Zytokinen, welche u. a. auch durch erste Liganden-

Rezeptor-Interaktionen verursacht werden könnte (Tripathi et al., 2009), zu einer 

Rekrutierung von anderen Rezeptoren, wie beispielsweise ICAM-1 oder P-Selektin sowie zur 

Ausbildung von Komplexen wie die EAPs, führen (Bonfanti et al., 1989; Bevilacqua und 

Nelson 1993; Mayadas et al., 1993; Granger und Kubes, 1994; Hunt und Grau 2003; Wung et 

al., 2005; Franz et al., 2016). Diese Reaktion könnte schließlich zu einer, sowohl aus Sicht 

des Parasiten als auch aus Sicht des Wirts, ungünstigen statischen Bindung führen, welche zu 

diversen Komplikationen und somit zu einer schwere Erkrankung an Malaria führen könnte 

(Siehe Abb. 36B). 

Dennoch sind bis heute insgesamt über 20 humane Endothelrezeptoren bekannt, die eine 

Rolle bei der Zytoadhäsion spielen aber für die meisten davon fehlen genauere 

Untersuchungen zur Charakterisierung der Liganden-Rezeptor-Interaktion (Rogerson et al., 

1995; Baruch et al., 1996; Fried und Duffy 2002; Rowe et al., 2009; Smith et al., 2013; 

Turner et al., 2013; Esser et al., 2014). Um mehr Klarheit über diesen so komplexen 

Mechanismus zu erhalten, wäre es wichtig mehr über die einzelnen Interaktionen zu erfahren, 

wie z. B. über die Domäne bzw. Domänenkassetten die die Interaktion vermitteln oder welche 

Faktoren ausschlaggebend für die unterschiedlichen Bindungsphänotypen sind.  
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4.2 Lokalisation der VIR-Proteine in Transgene P. falciparum-Zelllinien 

In den letzten Jahren häuften sich schwere Malariafälle, die einer P. vivax-Infektion 

zugeordnet werden konnte (Kochar et al., 2005; Barcus et al., 2007; Tjitra et al., 2008; 

Genton et al., 2008). Noch ist unklar, ob diese Steigerung mit der Entwicklung von besseren 

Diagnostikmethoden zusammenhängt oder ob P. vivax virulenter geworden ist (Baird, 2013). 

Lange Zeit wurde angenommen, dass P. vivax infizierte Retikulozyten (PviR) nicht in der 

Lage sind an Endothelzellen zu adhärieren, denn im Gegensatz zu PfiE, bei denen fast 

ausschließlich Ringstadien im peripheren Blut zu finden sind, sind alle intraerythrozytären 

Stadien des P. vivax im Blut sichtbar. Allerdings konnte in mehreren Studien gezeigt werden, 

dass P. vivax infizierte Retikulozyten in der Lage sind an Endothelzellen zu adhärieren und 

dass die VIR-Proteine bei dieser Funktion höchstwahrscheinlich eine Rolle spielen (Ansari et 

Abbildung 36: Vergleich zwischen zwei Hypothesen für die Zytoadhäsion von P. falciparum an 

Endothelzellen. Die Abbildung zeigt den Vergleich zwischen der klasssischen, etablierten Hypothese (A) und 

der in dieser Arbeit aufgestellten Hypothese (B). A: Bei der klassischen Hypothese, werden die PfiE durch die 

Interaktion mit Selektinen wie z. B. P-Selektin aus der Blubahn entzogen. Anschließend rollen sie über mehrere 

Rezeptoren und werden langsamer, bis sie schließlich nach einer Rekrutierung von CD36 fest binden. B: Bei der 

in dieser Arbeit aufgestellten Hypothese findet eine Interaktion der PfiE mit CD36 statt. Die PfiE rollen über 

CD36. Es kommt zur Remodulierung des Aktinzytoskeletts sowie zu einer Rekrutierung von weiteren CD36 und 

von α5β1-Integrin führen, welche zusammen einen Bindungskomplex bilden. Dies dient dazu die Bindung an 

CD36 zu verstärken, was zu einem langsameren Rollen führt. Das würde vermeiden, dass die Zellen die Milz 

erreichen oder dass die Bindung die höhere Scherkraft in den postkapillaren Gefäßen aushalten können. Nach 

dieser Hypothese würde außerdem eine Entzündungsreaktion dazu führen, dass andere Rezeptoren in größerer 

Konzentration auf der Oberfläche der Endothelzellen präsentiert werden sowie zur Ausbildung von weiteren 

Adhäsionskomplexen wie z. B. die EAPs (engl. endothelial adhesive platforms), welche aus CD9 und ICAM-1 

bestehen. Dies wiederum könnte zu einer Steigerung der statischen Bindung von PfiE an Endothelzellen führen, 

welche eine verstärkte Beeinträchtigung von mikrovaskullären Gefäßen verursachen würde und somit 

gefährliche Komplikationen im Krankheitsverlauf hevorrufen könnten.  
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al., 2008; Carvalho et al., 2010; Bernabeu et al., 2012; Chotivanich et al., 2012; De las Salas 

et al., 2013). 

Unglücklicherweise gestaltet sich die Forschung mit P. vivax vor allem aufgrund eines 

fehlenden kontinuierlichen in vitro-Kultursystems schwierig. Um Lokalisationsstudien mit 

den VIR-Proteinen durchführen zu können, wurden hier transgene P. falciparum-Zelllinien 

verwendet. Da P. vivax-Promoterregionen in P. falciparum nicht erkannt werden (Azevedo 

und del Portillo, 2007), wurde hierfür der pARL1-Vektor verwendet, welcher einen Pfcrt-

Promoter (engl. P. falciparum chloroquine resistance transporter) besitzt. Der Pfcrt-Promoter 

ist ab ca. 16 Std. nach der Invasion aktiv und eignet sich somit um die Lokalisation der 

Proteine im Trophozoiten- bzw. Schizontenstadium des Parasiten zu ermitteln. Die 

untersuchten VIR-Proteine zeigten unterschiedliche Lokalisationen, was auf unterschiedliche 

Funktionen der Proteine schließen lässt. Des Weiteren konnte die Lokalisation des bereits in 

einer anderen Studie (Bernabeu et al., 2012) untersuchten VIR14, welches in der 

Erythrozytenmembran (EM) lokalisiert ist, hier bestätigt werden. Schließlich wurde in dieser 

Arbeit ein weiteres Protein (VIR21-like - PVX_088790) identifiziert, welches aufgrund der 

Kolokalisations-Untersuchung vermutlich an der Oberfläche der Erythrozyten lokalisiert ist. 

Dieses könnte bei der Zytoadhäsion von PviR an Endothelzellen eine Rolle spielen. 

 

4.2.1 Der Export von VIR-Proteinen 

Bis auf die Negativkontrolle wurden alle in dieser Arbeit untersuchten VIR-Proteine bei den 

transgenen P. falciparum-Zelllinien aus dem Parasiten in die Wirtszelle exportiert. Dies zeigt, 

dass P. vivax über einen ähnlichen Exportmechanismus wie P. falciparum verfügen muss. 

Allerdings konnte oft eine Akkumulierung der Proteine im Parasit beobachtet werden, was 

auf eine geringere Effizienz bei dem Transport von VIR-Proteinen in P. falciparum 

zurückzuführen ist. Bei P. falciparum sind zwei Gruppen von exportierten Proteinen bekannt. 

Die PEXEL-Proteine und die PNEP (Hiller et al., 2004; Marti et al., 2004; Spielmann und 

Gilberger, 2010) (Siehe Punkt 1.4.1). Für den Export von PEXEL-Proteinen spielt die 

Protease Plasmepsin V (PMV) eine essenzielle Rolle (Chang et al., 2008; Boddey et al., 2009; 

Boddey et al., 2010; Russo et al., 2010; Sleebs et al., 2014). Eine Studie zur 

Charakterisierung des PMV konnte eine starke Homologie (82.2 % Ähnlichkeit, 54.7 % 

Identität) und eine ähnliche Aktivität zwischen den PMV aus P. vivax und P. falciparum 

nachweisen (Sleebs et al., 2014). Andere Studien zeigten, dass 160 VIR-Proteine ein PEXEL-

ähnliches Motiv besitzen (Bernabeu et al., 2012; Lopez et al., 2013). Allerdings weisen die 

PEXEL-Motive von P. falciparum eine konservierte Lokalisation innerhalb des Proteins auf, 
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welche wichtig ist um die kotranslationale Spaltung durch PMV zu gewährleisten (Boddey et 

al., 2016). Dennoch zeigte die in dieser Arbeit durchgeführte in silico-Analyse, dass das bei 

den VIR-Proteinen nicht der Fall ist. Zwar wiesen viele der VIR-Proteine ein PEXEL-

ähnliches Motiv auf aber dieses zeigte in den allermeisten Fällen nicht die konservierte 

Lokalisation, die für P. falciparum beschrieben wurde. Den VIR-Proteinen fehlt auch in den 

allermeisten Fällen ein Signalpeptid. Dies konnte lediglich für drei der 291 untersuchten VIR-

Proteine gezeigt werden. 171 der VIR-Proteine zeigten eine Transmembrandomäne. Diese 

wiesen somit, durch das Fehlen eines Signalpeptids und das Vorhandensein einer 

Transmembrandomäne, die klassischen Eigenschaften der P. falciparum-PNEPs auf (Spycher 

et al., 2008; Haase et al., 2009; Saridaki et al., 2009; Grüring et al., 2012). Das lässt 

vermuten, dass die VIR-Proteine auf einem ähnlichen Weg wie die PNEPs exportiert werden 

können.  

 

4.2.2 Die Lokalisation der Proteine VIR5-like, VIR12-related, VIR12-like und 

VIR24-like 

Vier der untersuchten VIR-Proteine, VIR5-like (PVX_093715), VIR12-related 

(PVX_124705), VIR12-like (PVX_090335) und VIR24-like (PVX_086855), zeigten eine 

Kolokalisation mit dem Maurer´schen Spalten-assoziierten Protein SBP1. Dies konnte sowohl 

im Trophozoiten- als auch im Schizontenstadium nachgewiesen werden, was darauf hindeutet, 

dass die Maurer´schen Spalten ihr Zielort sind und dass sie hier eine Funktion ausüben (Siehe 

Abb. 37B und C). Zu den Funktionen, welche in den Maurer´schen Spalten ausgeübt werden, 

zählen vor allem das Sortieren und der Transport von Proteinen (Mundwiler-Pachtlatko und 

Beck, 2013). Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass eine Störung der Genexpression 

von Genen, die für die Maurer´schen Spalten-assoziierten Proteine REX1, SBP1 oder 

MAHRP1 kodieren, zur Beeinträchtigung des PfEMP1-Exports an die EM führte (Cooke et 

al., 2006; Spycher et al., 2008; McHugh et al., 2015). Dass die VIR-Proteine exportiert 

werden, deutet auf einen ähnlichen Exportmechanismus zwischen P. falciparum und P. vivax 

hin. Aufgrund der Kolokalisation mit SBP1, könnte man vermuten, dass diese vier VIR-

Proteine bei P. vivax eine ähnliche Lokalisation wie z. B. in den Clefts (Maurer´sche Spalten-

ähnliche Strukturen) oder in den Caveolae-Vesikeln haben, welche im P. vivax ebenfalls mit 

dem Transport von Proteinen in Verbindung gebracht werden (Aikawa, 1988).  

Die Ergebnisse der IFA zeigten für die Proteine VIR5-like und VIR12-related zusätzlich zu 

der Kolokalisation mit SBP1 ebenfalls einzelne Bereiche, wo keine Kolokalisation vorhanden 

war (Siehe Abb. 29D und 30D). Eine mögliche Erklärung hierfür könnte die heterologe 
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Transfektion sein. Genauso wie es in manchen Fällen zu einer Akkumulierung von VIR-

Proteinen im P. falciparum-Parasiten kommt, könnten manche VIR-Proteine in P. falciparum 

Schwierigkeiten haben ihren Zielort zu erreichen. Somit könnten sich diese Proteine als 

Proteintransportaggregat (PTA) (Papakrivos et al., 2005; Grüring et al., 2011; Grüring et al., 

2012) oder in Vesikeln im erythrozytären Zytosol befinden (Siehe Abb. 37B).  

Interessanterweise zeigte eine andere Arbeitsgruppe in einer Immunfluoreszenzanalyse ein 

ähnliches Bild als sie versuchte SBP1 mit dem Hitzeschockprotein 40 (HSP40), welches von 

dem Gen pfe0055c kodiert wird, zu kolokalisieren. Hierbei hat HSP40 eine punktuell-verteilte 

Lokalisation, welche nur zum Teil mit SBP1 kolokalisierte (Bhattacharjee et al., 2008). 

HSP40 bildet zusammen mit HSP70 einen Chaperonkomplex, das sogennante J-Dot 

(Banumathy et al., 2002; Külzer et al., 2010; Külzer et al., 2012). Dieser Komplex bildet 

wiederum mit Transmembranproteinen den PTA, wodurch diese Proteine innerhalb des 

erythrozytären Zytosols transportiert werden können. Somit könnten sich die Proteine VIR5-

like und VIR12-related zum Teil noch in diesen PTAs befinden. 

 

4.2.3 Die Lokalisation der Proteine VIR14-putative, VIR21-like 

Die Studie von Bernabeu et al. (2012) postulierte, dass das Protein VIR14-putative 

(PVX_108770) auf der Oberfläche von infizierten Erythrozyten lokalisiert ist und dort die 

Adhäsion an ICAM-1 vermitteln könnte. Anhand der IFA-Ergebnisse konnte hier die von 

Bernabeu et al. postulierte Lokalisation für VIR14 in der EM bestätigt werden. Auch hier 

konnte keine Kolokalisation dieses Proteins mit SBP1 gezeigt werden, was wie schon in der 

Arbeit von Bernabeu et al. erwähnt wurde auf einen MC-unabhängigen Transport des 

Proteins an die EM hindeutet. Allerdings konnte man bei den Schizonten einige Bereiche 

beobachten, bei denen eine Kolokalisation vorhanden zu sein scheint. Diese können durch 

Zufall entstanden sein, indem Bereiche, wo das Protein akkumuliert war und die MCs, durch 

Zufall bei der Fixierung überlagert wurden. Anders als in der Studie von Bernabeu et al. 

konnte hier eine Kolokalisation mit der PfEMP1-konservierten Domäne (ATS) nachgewiesen 

werden. Dennoch, obwohl die Arbeit von Bernabeu et al. keine Kolokalisation zwischen 

VIR14 und der ATS-Domäne zeigen konnte, berichtete sie von einer VIR14-Lokalisation, die 

sehr dicht an der Lokalisation der PfEMP1 ist. Zusätzlich zu der Kolokalisation von VIR14 

mit der ATS-Domäne, scheint VIR14 ebenfalls eine partielle Kolokalisation mit dem EM-

assoziierten Protein Spektrin zu zeigen. Dies deutet darauf hin, dass VIR14 nicht nur 

akkumuliert in bestimmten Bereiche der Zelloberfläche vorkommt, sondern auch weniger 

akkumuliert und verteilt über die gesamte EM vorhanden sein kann. Eine mögliche Erklärung 
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hierfür könnte sein, dass die punktuelle Färbung, welche auf eine Akkumulierung des Proteins 

in bestimmten Bereichen hindeutet, ein Effekt des heterogenen Transfektionssystems ist. 

Somit würde VIR14 im P. falciparum überwiegend an bestimmten Regionen der EM 

transportiert werden wie die PfEMP1, welche zu den Knobs transportiert werden, während es 

in dem Knobs-losen P. vivax nicht akkumuliert, sondern gleichmäßig an der EM verteilt 

vorkommen kann. Um diese Theorie bestätigen zu können, wäre es wichtig einen spezifischen 

Antikörper gegen das Protein VIR14 zu entwickeln, um dieses Protein mit Hilfe von IFA-

Studien in P. vivax infizierten Retikulotzyten lokalisieren zu können. 

Des Weiteren konnte noch ein Protein identifiziert werden, welches höchstwahrscheinlich 

ebenfalls an der EM lokalisiert ist, das Protein VIR21-like (PVX_088790). Interessanterweise 

zeigte VIR21 anders als VIR14 im Trophozoitenstadium eine Kolokalisation mit SBP1, 

während es im Schizontenstadium mit ATS kolokalisiert war. Dies zeigt, dass VIR21 

vermutlich über die Maurer´schen Spalten in die Erythrozytenmembran transportiert wird. 

Dass VIR21 im Trophozoitenstadium noch in den MCs lokalisiert ist und erst im 

Schizontenstadium auf der Oberfläche präsentiert zu sein scheint, ist ein wichtiger Aspekt, 

denn es wird postuliert, dass P. vivax erst in späteren Stadien adhärieren kann (Field und 

Reid, 1956; Lopes et al., 2014). Aus diesem Grund liegt die Vermutung nahe, dass VIR21 

eine Rolle bei der Zytoadhäsion von P. vivax infizierten Retikulozyten spielen kann. 

Interessanterweise wiesen beide untersuchten VIR-Proteine (VIR14 und VIR21), welche eine 

Kolokalisation mit der ATS-Domäne der PfEMP1 zeigten, ein PEXEL-ähnliches Motiv auf 

(Siehe Abb. 35). Dies zeigte außerdem die in P. falciparum beschriebene konservierte 

Lokalisation, welche notwendig ist, um die Prozessierung durch PMV zu gewährleisten 

(Boddey et al., 2016). In einer erneuten Analyse der VIR-Proteinsequenzen konnte diese 

Eigenschaft bei weiteren neun VIR-Proteinen ermittelt werden (Siehe Tab. 9). Die Arbeit von 

Schulze et al. (2015) untersuchte die Funktionalität von PEXEL-ähnlichen Motiven. Dafür 

wurden Reporterproteine verwendet, welche ein klassisches PEXEL-Motiv aufweisen. Durch 

den gezielten Austausch von einzelnen Aminosäuren konnte gezeigt werden, dass die 

erzeugten PEXEL-ähnlichen Motive teilweise funktionell blieben. Anhand dieser 

Erkenntnisse könnte diese Eigenschaft ein Ansatzpunkt auf der Suche nach weiteren P. vivax-

Proteinen sein, welche an die EM exportiert werden und eine Rolle bei der Zytoadhäsion von 

P. vivax an Endothelzellen spielen können.          
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Abbildung 37: Putative Lokalisation der VIR-Proteine. Die Abbildung zeigt die, anhand 

der IFA, ermittelte putative Lokalisation der untersuchten VIR-Proteine sowohl in 

Trophozoiten (links) als auch in Schizonten (rechts). A: VIR6-putative; B: VIR5-like und 

VIR12-related; C: VIR12-like und VIR24-like; D: VIR21-like; E: VIR14-putative. Die 

Proteine werden durch die roten Punkte dargestellt (nach Meier et al., 2009; modifiziert).  
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5 Fazit 

In dieser Arbeit wurde anhand der Ergebnisse der Bindungsstudie mit PfiE auf 

unterschiedlichen Endothelrezeptoren eine neue Hypothese für die Zytoadhäsion von P. 

falciparum an Endothelzellen entwickelt, die sich von den bisherigen Annahmen 

unterscheidet. Nach der neuen Hypothese wäre CD36 weiterhin der Hauptrezeptor für die 

Zytoadhäsion, allerdings weisen die PfiE bei der Interaktion mit CD36 keine statische 

Bindung auf wie bisher postuliert wurde. Die Interaktion vermittelt das Rollen der PfiE über 

das Endothelium. Somit könnte der Parasit eine Eliminierung durch die Milz vermeiden ohne 

den Blutfluss in den Kapillaren stark zu beeinträchtigen. Andere Rezeptoren wie z. B. ICAM-

1, CD9 und P-Selektin würden in geringer Konzentration auf der Zelloberfläche ebenfalls ein 

Rollen der PfiE vermitteln und zunächst aufgrund der geringeren Anzahl an Liganden 

(PfEMP1), welche mit den jeweiligen Rezeptor interagieren kann, eine untergeordnete Rolle 

bei der Zytoadhäsion spielen. Allerdings werden diese Rezeptoren durch 

Entzündungsreaktionen rekrutiert, somit kommt es zu einer Erhöhung der Konzentration 

dieser Rezeptoren auf der Oberfläche der Endothelzellen und zu Ausbildung von 

Adhäsionskomplexen, wodurch die Bindungen verstärkt werden und statische Bindungen 

entstehen. Dies könnte eine Schlüsselrolle bei der Entwicklung der schweren Form der 

Malariaerkrankung spielen. 

Des Weiteren konnte in dieser Arbeit mit Hilfe einer Lokalisationsstudie sowohl der Export 

als auch eine unterschiedliche Lokalisation der P. vivax VIR-Proteine nachgewiesen werden. 

Der Unterschied bei der Lokalisation zwischen den VIR-Proteinen lässt auf unterschiedliche 

Funktionen der Proteine schließen. Zudem wurde ein VIR-Protein (VIR21-like - 

PVX_088790) identifiziert, welches an die Erythrozytenmembran exportiert wird und eine 

Rolle bei der Zytoadhäsion von P. vivax spielen kann. Es konnte gezeigt werden, das zwei 

Proteine, die an die EM exportiert wurden, ein PEXEL-ähnliches Motiv aufweisen, was ein 

wichtiger Ansatzpunkt auf der Suche nach weiteren Proteinen, welche an der Zytoadhäsion 

von P. vivax an Endothelzellen involviert sind, sein könnte. 

Die Zytoadhäsion ist ein wichtiger Pathogenitätsfaktor bei der Malariaerkrankung und kann 

sowohl bei einer P. falciparum- als auch bei einer P. vivax-Infektion zur schweren Malaria 

führen, welche tödlich enden kann. Aus diesem Grund ist es von großer Wichtigkeit diesen 

Mechanismus genauer zu charakterisieren, damit geeignete Therapien und Impfstoffe gezielt 

entwickelt werden können. 
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Anhang 

A Sequenzen der verwendeten synthetischen Genen  

3xha 

 
 

vir6-putative – (PVX_050690) 

 
 

vir14-putative – (PVX_108770) 
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Vir5-like – (PVX_093715) 

 
 

vir12-related – (PVX_124705) 
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vir24-like – (PVX_086855) 
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vir21-like – (PVX_088790) 
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vir12-like – (PVX_090335) 

 
 

B pARL1-Verktorkarte 

 
Abbildung B.I: Vektorkarte des pARL1-Vektors. Schematische 

Darstellung des pARL1-Vektors mit vir14 als Insert. Der Vektor 

enthält einen Pfcrt-Promotor sowie die Gene die für die humane DFHR 

sowie Beta-Laktamase und das 3-fache Hämagglutinin kodieren.  
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D Klassifizierung und Domänenstruktur der var-Gene nach Lavstsen et al., 2003 und 

Rask et al., 2010 

 

 

 
Abbildung D.I: Schematische Darstellung der Klassifizierung sowie der Domänenstruktur der var-Gene 

des 3D7-Stamms (nach Lavstsen et al., 2003; modifiziert).  
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Abbildung D.II: Schematische Darstellung der Klassifizierung sowie der Domänenstruktur der var-Gene 

des 3D7-Stamms (nach Rask et al., 2010; modifiziert).  

 

 

 

Extrazelluläre Domänenstruktur Gen Stamm UPS NTS ATS 
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Abbildung D.III: Schematische Darstellung der Klassifizierung sowie der Domänenstruktur der var-Gene 

des IT4-Stamms (nach Rask et al., 2010; modifiziert).  
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E Bindungsdynamik von angereicherten PfiE an humane Endothelrezeptoren 
 

 

 

Abbildung E.I: Bindungsverhalten von CD36 angereicherten PfiE an transgene CHO-CD36 Zellen unter 

Flussbedingungen. Die Darstellung eines der biologischen Replikate des Experimentes zeigt das 

Bindungsverhalten von CD36 angereicherten IT4-PfiE (A) und 3D7-PfiE (B) an transgene CHO-Zellen, die den 

humanen Endothelrezeptor CD36 auf der Oberfläche tragen, unter unterschiedlichen Scherkräften. Nach der 

Bindung zeigten ca. 75 – 90 % der PfiE beider Stämme eine rollende Bewegung über die CHO-CD36 Zellen. Die 

rollende Bewegung konnte unter unterschiedlichen Scherkräften, u. a. auch unter physiologischer Scherkraft (0,9 

dyn/cm²) beobachtet werden. Die farbigen Kreise zeigen einzelne PfiE. Jede Farbe markiert eine unterschiedliche 

Zelle. Das „s“ markiert den Startpunkt der Bindung für die jeweilige Zelle. Die Zeitreihe zeigt eine Aufnahme 

alle zwei Minuten (0’ - 58’). Längenmaßstab: 100 µm.  
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Abbildung E.II: Bindungsverhalten von CD36 angereicherten PfiE an transgene CHO-ICAM-1 Zellen 

unter Flussbedingungen. Die Darstellung eines der biologischen Replikate des Experimentes zeigt das 

Bindungsverhalten von CD36 angereicherten IT4-PfiE (A) und 3D7-PfiE (B) an transgene CHO-Zellen, die den 

humanen Endothelrezeptor ICAM-1 auf der Oberfläche tragen, unter unterschiedlichen Scherkräften. Nach der 

Bindung zeigten die PfiE beider Stämme eine statische Bindung an die CHO-ICAM-1 Zellen. Die statische 

Bindung konnte bei 100 % der gebundenen PfiE beider Stämme beobachtet werden. Die farbigen Kreise zeigen 

einzelne PfiE. Jede Farbe markiert eine unterschiedliche Zelle. Die Zeitreihe zeigt eine Aufnahme alle zwei 

Minuten (0’ - 58’). Längenmaßstab: 100 µm. 
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Abbildung E.III: Bindungsverhalten von CD9 angereicherten PfiE an transgene CHO-CD9 Zellen unter 

Flussbedingungen. Die Darstellung eines der biologischen Replikate des Experimentes zeigt das 

Bindungsverhalten von CD9 angereicherten IT4-PfiE (A) und 3D7-PfiE (B) an transgene CHO-Zellen, die den 

humanen Endothelrezeptor CD9 auf der Oberfläche tragen, unter unterschiedlichen Scherkräften. Nach der 

Bindung zeigten die meisten PfiE beider Stämme eine statische Bindung an die CHO-CD9 Zellen. Die farbigen 

Kreise zeigen einzelne PfiE. Jede Farbe markiert eine unterschiedliche Zelle. Die Zeitreihe zeigt eine Aufnahme 

alle zwei Minuten (0’ - 58’). Längenmaßstab: 100 µm. 
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Abbildung E.IV: Bindungsverhalten von P-Selektin angereicherten PfiE an transgene CHO-P-Selektin 

Zellen unter Flussbedingungen. Die Darstellung eines der biologischen Replikate des Experimentes zeigt das 

Bindungsverhalten von P-Selektin angereicherten IT4-PfiE (A) und 3D7-PfiE (B) an transgene CHO-Zellen, die 

den humanen Endothelrezeptor P-Selektin auf der Oberfläche tragen, unter unterschiedlichen Scherkräften. Nach 

der Bindung zeigten die PfiE beider Stämme eine statische Bindung an die CHO-P-Selektin Zellen. Die statische 

Bindung konnte bei 100 % der gebundenen PfiE beider Stämme beobachtet werden. Die farbigen Kreise zeigen 

einzelne PfiE. Jede Farbe markiert eine unterschiedliche Zelle. Die Zeitreihe zeigt eine Aufnahme alle zwei 

Minuten (0’ - 58’). Längenmaßstab: 100 µm. 

 

 

B 

A 

 
 

 
 

 
0

,9
 d

y
n

/c
m

² 
1

,5
 d

y
n

/c
m

² 
2

 d
y

n
/c

m
² 

3
 d

y
n

/c
m

² 
4

 d
y

n
/c

m
² 

Fließrichtung 

 
 

 
 

 
0

,9
 d

y
n

/c
m

² 
1

,5
 d

y
n

/c
m

² 
2

 d
y

n
/c

m
² 

3
 d

y
n

/c
m

² 
4

 d
y

n
/c

m
² 

0` 2` 4` 6` 8` 10` 

12` 14` 16
` 

18` 20` 22` 

24` 26` 28

` 
30` 32` 34` 

36` 38` 40

` 
42` 44` 46` 

48` 50` 52

` 
54` 56` 58` 100 µm 

0` 2` 4` 6` 8` 10` 

12` 14` 16` 18` 20` 22` 

24` 26` 28` 30` 32` 34` 

36` 38` 40` 42` 44` 46` 

48` 50` 52` 54` 56` 58` 

100 µm 



Anhang 

 

162 

 

 

F Darstellung der Videoaufnahme 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung F.I: Erläuterung der schematischen Darstellung der Ergebnisse zur Dynamik der 

Zytoadhäsion. Die Abbildung ist ein Beispiel und dient lediglich zur Erläuterung des Aufbaus für die 

Darstellung der Videoaufnahme.   
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