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Zusammenfassung 

Die Malaria ist eine Tropenkrankheit, dessen Erreger einzellige Parasiten der Gattung 

Plasmodium spp. sind. Trotz der Bemühungen innerhalb der letzten Jahre im Kampf gegen die 

Malaria, starben im Jahr 2018 ca. 405.000 Menschen an den Folgen einer Malariainfektion, 

insbesondere Kinder unter 5 Jahren.  

Der Malariaerreger, welcher die meisten Todesfälle verursacht, ist 

Plasmodium falciparum. Dieser Parasit kommt insbesondere in Afrika vor, dem Kontinent mit 

den meisten Malariainfektionen. Es gibt jedoch noch einen zweiten, insbesondere außerhalb 

Afrikas, weit verbreiteten Malariaerreger, Plasmodium vivax. Dieser Parasit wurde sehr lange 

als „gutartig“ in der Literatur beschrieben, da dieser Erreger nicht mit der schweren Form der 

Malaria assoziiert wurde. Der Grund hierfür ist, dass die schwere Form der Malaria immer 

mit der Fähigkeit des Parasiten zu zytoadhärieren verbunden wurde, diese aber nicht für 

P. vivax beschrieben wurde. In P. falciparum sind die PfEMP1 (engl. Plasmodium falciparum 

erythrocyte membrane protein 1) maßgeblich an der Zytoadhäsion beteiligt. P. vivax besitzt zwar 

keine solche Proteinfamilie, jedoch mit der vir-Genfamilie (engl. variant interspersed repeats) 

eine Familie, von der postuliert wird, dass diese an der Zytoadhäsion von P. vivax beteiligt ist.  

In dieser Arbeit wurden 13 transgene P. falciparum-Zelllinien hergestellt, welche je ein 

spezifisches VIR-Protein synthetisieren. Diese wurden verwendet, da eine kontinuierliche 

Zellkultur mit P. vivax noch nicht etabliert werden konnte. Von jeder transgenen Zelllinie 

wurden fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen gemacht, um die Lokalisation des VIR-

Proteins innerhalb des infizierten Erythrozyten (iE) feststellen zu können. Dabei konnte der 

Export der Proteine in das Zytosol des iE nachgewiesen werden, jedoch in Abhängigkeit des 

Entwicklungsstadiums des Parasiten. Nur für ein VIR-Protein konnte kein Export 

nachgewiesen werden, dessen Signal wurde ausschließlich innerhalb des Parasiten 

beobachtet. Des Weiteren wurden, um eine Oberflächenlokalisation nachzuweisen, Western 

Blot-Analysen durchgeführt. Dafür wurden die iE mit dem Enzym Trypsin behandelt, welche 

alle sich an der Oberfläche des Erythrozyten befindlichen Proteine abbaut. Diese Probe wurde 

mit einer Probe, welche nicht mit Trypsin behandelt wurde in der Western Blot-Analyse 

verglichen. Dabei konnte jedoch nur für eins der 13 untersuchten VIR-Proteine eine Abnahme 

in der Signalintensität nachgewiesen werden. Zusätzlich wurden noch von jeder transgenen 
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P. falciparum-Zelllinie die Bindungseigenschaften an die vier humanen 

Endothelzellrezeptoren CD36, ICAM-1, VCAM-1 und P-Selektin charakterisiert. Für die 

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

den Rezeptor an der Oberfläche trugen. Als Vergleich wurde eine nicht transfizierte 

P. falciparum-Stammkultur verwendet. Dabei konnte für fünf VIR-Proteine eine Bindung an 

CHO-CD36 detektiert werden, welche sich signifikant von der Stammkultur unterschied. Für 

alle anderen VIR-Proteine konnte keine signifikante Bindung an CHO-CD36 nachgewiesen 

werden und von keinem VIR-Protein eine Bindung an einen der anderen drei getesteten 

Rezeptoren.  

Im Hinblick darauf, dass auch P. vivax für schwere Malariafälle verantwortlich zu sein 

scheint, ist es von großer Bedeutung, diesen Erreger besser zu erforschen, um die 

Mechanismen zu verstehen. Auf Grundlage diesen Wissens ist es dann hoffentlich möglich, 

geeignete Therapiemaßnahmen zu entwickeln und eventuell auch einen Impfstoff. 

 

Summary 

Malaria is a tropical disease whose pathogens are caused by unicellular parasites of the 

genus Plasmodium spp. Despite the efforts made in recent years to combat malaria, in 2018, 

approximately 405.000 people died as a result of malaria infection, especially children under 

5 years of age.  

The malaria pathogen that causes most deaths is Plasmodium falciparum. This parasite 

is found particularly in Africa, the continent with the most malaria infections. However, there 

is a second malaria pathogen, Plasmodium vivax, which is widespread, especially outside 

Africa. This parasite has been described as "benign" in the literature for a very long time, as 

this pathogen has not been associated with the severe form of malaria. The reason for this is 

that the severe form of malaria has always been associated with the ability of the parasite to 

cytoadhere, but this has not been described for P. vivax. In P. falciparum, the PfEMP1 

(Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1) are significantly involved in 

cytoadhesion. On the other hand, P. vivax have the vir gene family (variant interspersed 

repeats), a family which is postulated to be involved in the cytoadhesion of P. vivax.  
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In this work 13 transgenic P. falciparum cell lines were produced, each of which 

synthesizes a specific VIR protein. These were used because a continuous cell culture with 

P. vivax could not yet be established. Fluorescence microscopic images were taken of each 

transgenic cell line to determine the localization of the VIR protein within the infected 

erythrocyte (iE). The export of the proteins into the cytosol of the iE could be detected, but in 

dependence of the developmental stage of the parasite. Only for one VIR protein no export 

has been detected; its signal was observed exclusively within the parasite. Furthermore, 

western blot analyses were performed to detect surface localization. For this purpose, the iE 

were treated with the enzyme trypsin, which degrades all proteins located on the surface of 

the erythrocyte. This sample was compared with a sample that was not treated with trypsin 

in the western blot analysis. However, only one of the 13 VIR proteins examined showed a 

decrease in signal intensity. Additionally, the binding properties of each transgenic 

P. falciparum cell line to the four human endothelial cell receptors CD36, ICAM-1, VCAM-1 

and P-selectin were characterized. CHO (chinese hamster ovary cells) cell lines were used, 

which express the receptor of interest on their surface as a GFP fusion protein. As comparison, 

a non-transfected P. falciparum strain culture was used. For five VIR proteins a binding to 

CHO-CD36 was detected, which differed significantly from the strain culture. For all other 

VIR proteins no significant binding to CHO-CD36 has been detected and no VIR protein could 

bind to any of the other three tested receptors.  

The fact that P. vivax also appears to be responsible for severe malaria cases, it is of 

great importance to better understand this pathogen in order to understand the mechanisms. 

Based on this knowledge, it is hoped that it will then be possible to develop suitable therapies 

and possibly also a vaccine. 
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 Einleitung 

1.1 Malaria 

Malaria ist eine Infektionserkrankung, ausgelöst durch Parasiten der Gattung 

Plasmodium spp., welche bei der Blutmahlzeit über den Speichel einer weiblichen Anopheles-

Mücke übertragen werden (Ramasamy 2014). Erste Berichte über Malaria gab es schon in der 

Antike, beispielsweise durch den griechischen Arzt Hippokrates. Der Namensursprung von 

Malaria ist jedoch lateinisch und leitet sich von mal aria ab, was übersetzt schlechte Luft 

bedeutet (Cunha and Cunha 2008). Auch in Deutschland gab es immer wieder Fälle von 

Malaria, jedoch ist sie seit etwa Mitte des 20 Jhd. nicht mehr endemisch. Der Grund hierfür 

sind die Trockenlegung von Feuchtgebieten, wodurch die Brutplätze für Mücken weniger 

wurden, sowie die verbesserte medizinische Diagnostik und Versorgung (Frank et al. 2014). 

Malaria kommt überwiegend in tropischen Regionen auf der ganzen Welt vor, wie in 

Abbildung 1 zu sehen ist. Weltweit leben ca. 3,75 Milliarden Menschen in Gebieten, in denen 

Malaria endemisch ist. Im Jahr 2018 gab es weltweit ca. 228 Millionen Fälle von Malaria, an 

deren Folgen ca. 405.000 Menschen verstorben sind. Die meisten Todesfälle kommen dabei bei 

der Personengruppe der unter 5-jährigen Kinder vor (ca. 272.000 Todesfälle) (WHO 2019). 

 

Der Erreger der Malaria, sind Parasiten der Gattung Plasmodium. Es gibt ca. 200 Arten, 

jedoch sind bis jetzt nur fünf als humanpathogen beschrieben. Dieses sind P. falciparum, P. 

Abbildung 1: Weltweite Verbreitung von Malaria; World malaria report 2019, (WHO 2019). 
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vivax, P. malariae, P. ovale und P. knowlesi (Al-Mekhlafi et al. 2010, de Koning-Ward et al. 2016). 

Besonders hervorzuheben sind P. falciparum und P. vivax. Erstgenannter ist weltweit für ca. 97 

% aller Malariaerkrankungen verantwortlich, wobei die meisten Infektionen (ca. 213 

Millionen) in Afrika auftreten. Daneben ist noch P. vivax zu nennen, der außerhalb Afrikas für 

sehr viele Malariaerkrankungen verantwortlich ist (WHO 2019). 

1.2 Plasmodium vivax 

P. vivax ist der zweithäufigste Malaria-Erreger auf der Welt mit jährlich ca. 

7,5 Millionen detektierten Malariafällen. Dieser Parasit ist besonders in Mittel- und 

Südamerika, sowie Asien verbreitet. Jedoch ist dieser Erreger für wesentlich weniger 

Todesfälle verantwortlich als P. falciparum (WHO 2019). 

Der Parasit infiziert ausschließlich eine bestimmte Vorstufe der Erythrozyten, die 

Retikulozyten. Da diese jedoch nur 0,5-2,0 Prozent des peripheren Bluts im Menschen 

ausmachen, erreicht der Parasit keine hohen Parasitämie, wie beispielsweise P. falciparum 

(Galinski et al. 2013, Popovici and Ménard 2015). Dabei gibt es Diskussionen, ob die Infektion 

von Retikulozyten eine evolutionäre Anpassung ist, da durch die geringere Parasitämie die 

Letalität des Wirtes abnimmt und das Überleben und die Verbreitung des Parasiten 

wahrscheinlicher ist (Galinski et al. 2013). Bei der Betrachtung einer Weltkarte mit Infektionen 

von P. vivax fällt auf, dass es in Afrika nur sehr wenige Infektionen in Ländern südlich der 

Sahara gibt. Eine Erklärung dafür war das Fehlen des Duffy-binding protein auf der Oberfläche 

von Retikulozyten. Es wurde sehr lange angenommen, dass die Interaktionen zwischen dem 

Duffy blood group antigen und Chemokinen, wie beispielsweise Interleukin-8 bei der Invasion 

der Merozoiten in die Retikulozyten essenziell sin und es beim Fehlen dieses Proteins zu 

keiner Infektion kommt (Miller et al. 1976, Horuk et al. 1993, Gunalan et al. 2016). Jedoch gibt 

es seit wenigen Jahren Studien, in denen gezeigt wurde, dass es auch ohne diese Interaktion 

zu einer Invasion von P. vivax in die Retikulozyten kommt (Ménard et al. 2010, Zimmerman 

2017). Eine mögliche Proteinfamilie, die für die Bindung des Parasiten an die Retikulozyten 

verantwortlich ist, sind die Retikulozyten-Bindungs-Proteine. Dabei konnte in mehreren 

Studien gezeigt werden, dass diese Proteine für die Bindung an Retikulozyten und 

Erythrozyten verantwortlich sind. Jedoch konnte noch nicht der entsprechende 

Bindungspartner auf dem Retikulozyten, bzw. Erythrozyten bestimmt werden (França et al. 

2016, Gruszczyk et al. 2016, Han et al. 2016, Gupta et al. 2017). 
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Bei P. vivax sind alle Entwicklungsstadien des Parasiten im Blut sichtbar, bei 

P. falciparum dagegen nur die Parasiten im Ringstadium (Lopes et al. 2014, Barber et al. 2015, 

Adams and Mueller 2017). Daher passieren die mit P. vivax iE auch die Milz, welche u.a. die 

Aufgabe hat, alte oder deformierte Blutzellen aus dem Blutstrom heraus zu selektionieren. 

Damit dies nicht mit den infizierten Retikulozyten (iR) passiert, verändert der Parasit die 

Plastizität der Retikulozyten dahingehend, dass diese verformbarer werden. Dadurch können 

diese im Gegensatz zu P. falciparum, der die Membran der iE versteift, die Milz passieren 

(Suwanarusk et al. 2004, Handayani et al. 2009).  

Eine weitere Besonderheit sind die sog. Schüffner´schen Tüpfelungen, sichtbar als 

kleine dunkle Granula im Zytoplasma der Retikulozyten. Dieses sind Caveolae, welche von 

Vesikeln umgeben sind (Abbildung 2) (Aikawa et al. 1975). Jedoch konnte bis heute nicht 

geklärt werden, welche Aufgabe diese Vertiefungen auf der Zelloberfläche haben (Sherling 

and van Ooij 2016). Es wird jedoch vermutet, dass dieser Komplex entweder wichtig für die 

Aufnahme von Nährstoffen aus der Umgebung ist oder aber der Abgabe von Metaboliten 

dient (Aikawa et al. 1975, Matsumoto et al. 1988, Udagama et al. 1988). 

 

Abbildung 2: Elektronenmikroskopische 

Aufnahme von einer Schüffnerschen 

Tüpfelung von P. vivax. C: Cavaeolae; V: 

Vesikel, durch die Pfeile verdeutlicht; 

verändert nach (Udagama et al. 1988) 
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1.2.1 Lebenszyklus von P. vivax 

Der Lebenszyklus von Plasmodium spp. beinhaltet zwei Wirte, einmal den 

Zwischenwirt, der Mensch und den Endwirt, die Anopheles-Mücke (Abbildung 3).  

 

 Die Übertragung des Parasiten auf den Menschen startet mit der Blutmahlzeit einer 

mit P. vivax infizierten weiblichen Anopheles-Mücke (Abbildung 3A). Dabei überträgt diese mit 

ihrem Speichel die Sporozoiten. Diese wandern innerhalb kürzester Zeit in die Leber, dringen 

dort in die Hepatozyten ein und entwickeln sich dann innerhalb von ca. 12 Tagen zu 

tausenden neuen Merozoiten weiter. Die Zellen, die noch von der Leberzellmembran 

umschlossen sind und die reifen Merozoiten beinhalten, werden als Merosome bezeichnet. 

Diese wandern in die Blutbahn, platzen und entlassen die Merozoiten in den Blutkreislauf 

(Abbildung 3C). Dort infizieren diese dann Retikulozyten. Ab diesem Punkt beginnt die 

Blutphase. Sofort nach der Infektion verändert der Parasit den Retikulozyten, um sich 

weiterentwickeln zu können. So wird die Elastizität des Retikulozyten erhöht und der Parasit 

bildet neue Zellstrukturen in der Wirtszelle aus, damit z.B. Nährstoffe aufgenommen werden 

können. Ein Beispiel für eine solche Zellstruktur sind die Schüffner´schen Tüpfelungen. Dabei 

durchläuft er in seiner 48 Stunden dauernden Entwicklung insgesamt drei verschiedene 

Abbildung 3: Lebenszyklus des Malaria-Erregers P. vivax; verändert nach (Popovici and Ménard 2015). 
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Stadien: zuerst das Ringstadium, dann das Trophozoitenstadium und zuletzt das 

Schizontenstadium. Im letzten Stadium beginnt P. vivax nach 38-40 h mit der Segmentierung. 

Dabei teilt sich der Parasit und es bilden sich zwischen 8 und 32 neue Merozoiten. Wenn diese 

vollständig entwickelt sind, platzt die Zelle auf, die Merozoiten werden in den Blutstrom 

entlassen und infizieren neue Retikulozyten. Dieser Zyklus wird als asexuelle Phase 

bezeichnet (Abbildung 3D) (White et al. 2014, Ebstie et al. 2016, Price et al. 2007, Cowman et 

al. 2012, Galinski et al. 2013, Popovici and Ménard 2015).  

Neben der asexuellen Phase gibt es noch die sexuelle Phase, diese beginnt mit der 

Bildung von Mikro- und Makrogameten im Menschen und endet mit der Bildung neuer 

infektiöser Sporozoiten in der Mücke. Die Gametozyten bilden sich bei P. vivax gleichzeitig 

mit der ersten asexuellen Phase aus einem kleinen Teil der Merozoiten (Abbildung 3E). Bei 

der nächsten Blutmahlzeit einer weiblichen Anopheles-Mücke nimmt diese dann die 

Gametozyten auf. Im Mitteldarm der Mücke verschmelzen die Mikro- und Makrogameten zu 

Gameten, entwickeln sich weiter und bilden dann die Ookineten (Abbildung 3F). Diese 

durchwandern das Epithelium des Darms und lagern sich an die Basallamina, welche sich an 

der Außenseite des Mitteldarmepithel befindet an und entwickeln sich dort weiter zu 

Oozysten. Innerhalb dieser Oozysten vervielfältigt sich der Parasit und bildet tausende neue 

Sporozoiten. Nach dem Aufplatzen der Oozysten wandern diese durch die Hämolymphe zu 

den Speicheldrüsen, durchdringen dort wieder das Epithelium um in die Speichelflüssigkeit 

zu gelangen, um bei der nächsten Blutmahlzeit auf den Menschen übertragen zu werden 

(Abbildung 3G). Damit ist der Lebenszyklus des Parasiten geschlossen (Gonzalez-Ceron et al. 

2001, Bousema and Drakeley 2011, Galinski et al. 2013, Vallejo et al. 2016).  

Eine Besonderheit, die nur bei den beiden Malaria-Erregern P. vivax und P. ovale 

vorkommt, ist die Bildung von Dauerformen in der Leber, Hypnozoiten genannt (Trager and 

Most 1963, Chin and Coatney 1971). Die Hepatozyten entwickeln sich nicht wie die anderen 

weiter zu Merozoiten, sondern bleiben in ihrer Ausgangsform. Erst zu einem späteren 

Zeitpunkt entwickeln sich die Hypnozoiten weiter zu Merozoiten und verursachen dadurch 

ein erneutes Auftreten der Malaria. Der Zeitpunkt kann zwischen wenigen Tagen bis hin zu 

Jahren variieren (Abbildung 3B). Es konnte auch noch nicht geklärt werden, was der Auslöser 

für die Weiterentwicklung ist (Hulden and Hulden 2011, Galinski et al. 2013, Battle et al. 2014, 

White et al. 2014, Dayananda et al. 2018). Diese Fähigkeit ist eine evolutionäre Anpassung an 
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kältere Regionen, in denen die Mücken nicht das ganze Jahr über vorkommen und Menschen 

stechen (Hulden et al. 2008).  

1.2.2 Krankheitsbild, Verlaufsform und Behandlung 

Das Krankheitsbild bei einer Malariaerkrankung ist sehr unterschiedlich. Sie kann bei 

schwachen Symptomen als leicht bezeichnet werden, es gibt aber auch eine schwere 

Verlaufsform, welche tödlich enden kann. Betroffen von einer Erkrankung sind Menschen 

jeden Alters, insbesondere jedoch Kinder unter 5 Jahren. Das häufigste Symptom ist Fieber 

(> 92 % aller Fälle), gefolgt von Schüttelfrost, Kopfschmerzen und Schweißausbrüchen. Des 

Weiteren kann es noch zu Bauchschmerzen, Erbrechen, leichten Durchfall oder trockenem 

Husten kommen (Trampuz et al. 2003, Lalloo et al. 2016). Bei einer schweren Malaria sind 

häufige Komplikationen zerebrale Malaria, Lungenödem, Nierenversagen, schwere Anämie, 

sowie Azidose und Hypoglykämie (WHO 2000). Jedoch kommt die schwere Verlaufsform 

hauptsächlich bei Infektionen mit P. falciparum und P. knowlesi vor, eine P. vivax Infektion ist 

ohne Begleiterkrankung nur in sehr wenigen Fällen tödlich (Milner 2018). 

Am charakteristischsten für eine symptomatische Malariaerkrankung sind die 

Fieberschübe. Bei P. falciparum, dem Erreger der Malaria tropica, treten die Fieberschübe 

unregelmäßig auf. Im Gegensatz dazu treten bei P. vivax die Fieberschübe alle 48 h auf (Malaria 

tertiana). Bei beiden Erregern ist der Grund für das Fieber das Aufplatzen der infizierten 

Erythrozyten im Schizontenstadium im asexuellen Zyklus (Price et al. 2007, Nerlich 2016, 

Molnár et al. 2018). Im Gegensatz zu P. falciparum bildet ein Teil von P. vivax in der Leber eine 

Dauerform, Hypnozoiten genannt, welche noch Monate bis Jahre später eine erneute 

Erkrankung verursachen kann (Imwong et al. 2007). 

Bei der Behandlung der Malaria wird eine kombinierte Therapie eingesetzt, bei der 

mindestens zwei Medikamente verwendet werden, die unterschiedliche Wirkmechanismen 

aufweisen. Bei P. falciparum wird eine Artemisininderivat und ein weiteres Medikament 

verwendet und bei P. vivax Chloroquin und Primaquin (Basu and Sahi 2017). 

1.3 Zytoadhäsion von Plasmodium spp. 

Manche Plasmodium-Arten sind in der Lage sich an die Rezeptoren von Endothelzellen 

anzulagern, Zytoadhäsion genannt (Fatih et al. 2012, Jensen et al. 2020). Die verschiedenen 

Arten weisen dabei unterschiedlich starke Ausprägungen auf. Bei P. falciparum ist die 

Zytoadhäsion sehr ausgeprägt und am besten von allen Plasmodien-Arten untersucht, 
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während für P. knowlesi die Zytoadhäsion erst in einer Studie beschrieben wurde (Fatih et al. 

2012, Lee et al. 2019). Hinweise auf eine Zytoadhäsion von P. ovale und P. malariae sind in der 

Literatur nicht zu finden. Auch von P. vivax wurde lange angenommen, dass dieser keine 

Zytoadhäsion ausbildet. Der Grund hierfür war, dass bei einer Malariaerkrankung von P. 

vivax nur leichte Symptome beschrieben wurden, eine Zytoadhäsion aber sehr häufig mit einer 

schweren Malariaerkrankung assoziiert wurde. Jedoch wurde das erste Mal von Carvalho und 

Kollegen beschrieben, dass mit P. vivax infizierte Retikulozyten (iR) aus Patientenproben an 

den Endothelzellrezeptor ICAM-1 binden (Carvalho et al. 2010). 

Neben der Zytoadhäsion sind Plasmodien in der Lage, eine weitere Form der 

Anlagerung auszubilden, die Rosettierung. Bei dieser lagern sich infizierte und nicht-infizierte 

rote Blutkörperchen aneinander (Jensen et al. 2020). 

1.3.1 Zytoadhäsion bei P. falciparum 

Am besten beschrieben ist die Zytoadhäsion für P. falciparum. Dieser Stamm ist 

weltweit für die meisten Todesfälle durch die Malaria verantwortlich und die Zytoadhäsion 

wird als einer der Hauptfaktoren für diese Pathogenese angesehen (Smith et al. 2013, Jensen 

et al. 2020). Es wird angenommen, dass die Zytoadhäsion durch die Mitglieder der variant 

surface antigens (VSAs) vermittelt wird, die sich hauptsächlich aus drei großen 

Multigenfamilien zusammensetzen. Dies sind die Plasmodium falciparum Erythrocyte 

Membrane Protein 1 (PfEMP1), die Subtelomeric Variable Open Reading Frame (STEVOR) Proteine 

und die repetitive interspersed family (RIFIN) Proteine (Howard et al. 1988, Chen et al. 1998, 

Niang et al. 2014, Goel et al. 2015). PfEMP1 können mit einer Vielzahl an Wirtsrezeptoren, 

Proteoglykanen und Glykosaminoglykane interagieren und eine Bindung vermitteln, die 

STEVOR-Proteine mit Glykophorin C und RIFIN mit dem Rote-Blutkörperchen Antigen 

Gruppe A (Rowe et al. 2009, Lee et al. 2019, Jensen et al. 2020). 

Die Multigenfamilie der RIFIN besteht aus 150 – 200 Genen pro Parasitengenom und 

ist mit an der Rosettierung beteiligt (Goel et al. 2015, Saito et al. 2017). Des Weiteren wurde 

eine Interaktion dieser Proteine mit Wirtsrezeptoren nachgewiesen, welche an der 

Aktivierung des Immunsystems beteiligt sind. Dies bewirkt, dass die 

Immunsystemaktivierung unterdrückt wird (Saito et al. 2017). Daher wird vermutet, dass 

diese Proteine Teil der Immunevasion sind (Lee et al. 2019). 
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Auch die STEVOR-Proteine sind an der Rosettierung und der Immunevasion beteiligt, 

zusätzlich sind sie noch von Bedeutung bei der Merozoiteninvasion (Niang et al. 2009, Niang 

et al. 2014). Diese Multigenfamilie besteht aus 42 Genen, jedoch kann es Unterschiede in der 

Anzahl zwischen verschiedenen P. falciparum-Isolaten geben (Wichers et al. 2019). 

Die am besten untersuchte Multigenfamilie der VSAs sind die PfEMP1 Proteine, 

welche von 60 Genen kodiert werden (Gardner et al. 2002). Die PfEMP1 sind in einer 

Domänenstuktur aufgebaut, bestehend aus den cysteine-rich interdomain region (CIDRs), von 

denen es drei Hauptklassen gibt, den Duffy-binding-like (DBL) Domänen, bestehend aus sieben 

Hauptklassen, sowie der konservierten acidic intracellular segment (ATS) Domäne. Diese 

Domänen kommen jedoch nicht zufällig hintereinander vor, sondern in einer definierten 

Abfolge, wobei bisher 21 verschiedene Domänenkassetten beschrieben wurden (Rask et al. 

2010) Diese Kassetten binden an verschiedene Wirtszellrezeptoren, wobei die wichtigsten 

EPCR (engl. endothelial protein c receptor), CD36 und ICAM-1 ( engl. intercellular adhesion 

molecule 1) sind, aber auch an Nichtrezeptoren, wie CSA (Chondroitinsulfat A) (Lee et al. 2019, 

Jensen et al. 2020). Weiterhin ermöglicht der Aufbau aus Domänenkassetten eine Bindung an 

verschiedene Rezeptoren (Janes et al. 2011, Lennartz et al. 2017). Für die Bindung an CD36 

sind insbesondere die CIDRα2-6-Domänen verantwortlich. Im Genom von P. falciparum 3D7 

konnten bei über 80 % der PfEMP1 CIDR-Domänen gefunden werden, welche die Bindung an 

CD36 vermitteln. Die Bindung an ICAM-1 wird durch einen Teil der DBLβ-Domäne vermittelt 

(Smith 2014, Jensen et al. 2020).Im Parasiten wird immer nur ein Gen exprimiert, wodurch nur 

eine definierte PfEMP1-Population auf der Oberfläche des iE lokalisiert ist. Dies wird als 

mutually exclusive expression bezeichnet. Zusätzlich wechselt nach jedem Zyklus die Expression 

des entsprechenden PfEMP1-Gens, wodurch eine antigene Variation entsteht. Dadurch ist es 

für den Wirt schwieriger die Infektion zu bekämpfen und es kann eine langanhaltende 

chronische Infektion entstehen (Miller et al. 1994, Chen et al. 1998, Scherf et al. 1998, Jensen et 

al. 2020).  

Die PfEMP1 sind jedoch nicht gleichmäßig über den iE verteilt, sondern clustern in 

Erhöhungen auf der Erythrozytenmembran, die sogenannten Knobs. Die Knobs bestehen aus 

mehreren Proteinen, wobei das wichtigste Protein KAHRP (knob-associated, histidin rich protein) 

ist (Watermeyer et al. 2016, Cutts et al. 2017, Looker et al. 2019). Ist die Bildung dieses Proteins 

gestört, findet keine Knob-Bildung mehr statt (Crabb et al. 1997).  
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P. falciparum ist zusätzlich in der Lage, eine Rosettierung auszubilden, bei der ebenfalls 

die drei Proteinfamilien PfEMP1, STEVOR und RIFIN von Bedeutung sind (Yam and Preiser 

2017, Lee et al. 2019). 

Eine weitere essenzielle Struktur, die die Proteine von P. falciparum aufweisen sind 

Exportsignale. Dies sind Abfolgen bestimmter Aminosäuren, die als Signal dienen, wodurch 

das entsprechende Protein an einen definierten Ort innerhalb der Zelle transportiert wird 

(Matthews et al. 2019). Das wichtigste Exportsignal ist PEXEL (engl. Plasmodium export 

element) oder auch VTS (engl. vacuolar translocation signal) genannt, welches aus der 

Aminosäuresequenz RxLxE/Q/D besteht, wobei das x eine beliebige Aminosäure sein kann 

und die fünfte Aminosäure entweder Glutaminsäure, Glutamin oder Asparaginsäure ist. Das 

PEXEL-Motiv befindet sich 20-30 Aminosäuren entfernt vom Signalpeptid des N-Terminus 

(Hiller et al. 2004, Marti et al. 2004). Vor dem Transport muss das Motiv jedoch erst prozessiert 

werden. Dabei erfolgt eine Spaltung zwischen dem Leucin und der zweiten beliebigen 

Aminosäure (RxLˇxE/Q/D) wodurch der sogenannte reife N-Terminus entsteht (Boddey et al. 

2010, Russo et al. 2010). Dieser vermittelt den Export des Proteins, da gezeigt wurde, dass auch 

künstlich erzeugte reife N-Termini zu einem Export führen (Grüring et al. 2012). Jedoch 

kommt es auch zu einem Export von Proteinen in P. falciparum, die keine der vorherigen 

Exportsignale beinhalten. Diese werden als PNEPs (engl. PEXEL negative exported proteins) 

bezeichnet. Im Gegensatz zu den PEXEL-Proteinen, bei denen ein Aminosäure-Motiv entdeckt 

wurde, welches für die Prozessierung des Proteins von großer Bedeutung ist, konnte bei den 

PNEPs noch kein solches Aminosäure-Motiv gefunden werden. Die einzige 

Struktureigenschaft, die alle PNEPs aufweisen, ist eine Transmembrandomäne. Deswegen 

wird angenommen, dass diese für den Export essenziell ist (Spielmann and Gilberger 2010). 

1.3.2 Zytoadhäsion bei P. knowlesi 

Der zweite Malaria-Erreger, bei dem Zytoadhäsion vermutet wird, ist P. knowlesi. Für 

diesen Erreger konnten Fatih und Kollegen bisher als Einzige zeigen, dass aus 

Malariapatienten isolierte iE an ICAM-1, VCAM-1 und CD36 binden (Fatih et al. 2012). In einer 

anderen Studie wird von einem Patienten berichtet, der an einer schweren Malaria, ausgelöst 

durch P. knowlesi, gestorben ist. Dabei wurden sequestrierte iE u.a. im Gehirn gefunden (Cox-

Singh et al. 2010). Weitere Fälle oder Studien, die eine Adhäsion dieses Parasiten zeigt, sind 

nicht bekannt. 
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1.3.3 Zytoadhäsion bei P. vivax 

Von P. vivax wurde sehr lange angenommen, dass dieser Organismus nicht in der Lage 

ist zu zytoadhärieren (Lopes et al. 2014, Barber et al. 2015). Jedoch wurde in Studien 

festgestellt, dass die Menge an zirkulierenden iR im Schizontenstadium nicht in Korrelation 

steht zu der Menge an zirkulierenden Ringen und Trophozoiten (Lopes et al. 2014, Barber et 

al. 2015). Dafür wurde die Aktivität von zwei Laktat-Dehydrogenasen gemessen und mit der 

zuvor ermittelten Parasitämie verglichen. Dabei zeigte sich, dass die Aktivität der Enzyme 

höher war, als durch die Parasitämie zulässig, wodurch angenommen wird, dass es einen Teil 

nicht zirkulierender Parasiten gibt (Barber et al. 2015).  

Bei weiteren Studien konnte die Bindung von reifen P. vivax infizierten Erythrozyten 

(iE) an humanen Lungenendothelzellen, Gehirnendothelzellen von Totenkopfäffchen, 

Kryoschnitten von Plazentageweben von Schwangeren mit Malaria, sowie an immobilisierter 

Hyaluronsäure und immobilisiertem CSA nachgewiesen werden (Carvalho et al. 2010, 

Chotivanich et al. 2012, Lopes et al. 2014). Auch konnte die Bindung von iE einer transgenen 

P. falciparum-Zelllinie an ICAM-1 detektiert werden, welche ein spezifisches VIR-Protein 

synthetisierte. ICAM-1 wurde dabei durch transgene CHO-Zellen synthetisiert (Bernabeu et 

al. 2012). Eine Bindung von iE an CD36, wie sie für P. falciparum beschrieben ist, konnte bisher 

nicht nachgewiesen werden (Carvalho et al. 2010). Es scheint jedoch regionale Unterschiede 

im Bindungsverhalten zu geben, da Patientenproben aus Thailand keine Bindung an ICAM-1 

zeigten, Patientenproben aus Brasilien hingegen schon (Carvalho et al. 2010, Chotivanich et al. 

2012). Des Weiteren scheint P. vivax vermehrt an Lungenerkrankungen beteiligt zu sein, da 

bei diesen Patienten vermehrt iR in der Lunge nachgewiesen wurden (Anstey et al. 2007, 

Maguire et al. 2007, Val et al. 2017). Jedoch besitzt P. vivax keine Proteine vergleichbar mit 

PfEMP1, welche für die Zytoadhäsion verantwortlich sein könnten. Er besitzt jedoch eine 

andere große Proteingruppe, die VIR Proteine, von denen postuliert wird, an der Adhäsion 

beteiligt zu sein (Bernabeu et al. 2012, Lopez et al. 2013). Daher wurde postuliert, dass Proteine 

dieser Genfamilie an der Adhäsion beteiligt sind, jedoch konnte bis jetzt erst für eines von drei 

untersuchten Proteinen eine Bindung an ICAM-1 gezeigt werden (Bernabeu et al. 2012). 

P. vivax kann so wie P. falciparum eine Rosettierung ausbilden. Insbesondere wurde 

diese Form der Anlagerung für Patienten aus Thailand beschrieben, aber auch bei Patienten 

aus dem brasilianischem Amazonasgebiet (Udomsanpetch et al. 1995, Chotivanich et al. 1998, 

Chotivanich et al. 2012, Marín-Menéndez et al. 2013). Wieso P. vivax rosettiert, konnte noch 
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nicht endgültig geklärt werden, jedoch konnten Marín-Menéndez und Kollegen eine 

Korrelation zwischen der Rosettierung und einer Anämie feststellen (Marín-Menéndez et al. 

2013). 

1.4 Die vir-Multigenfamilie von P. vivax 

 Mit der vir-Multigenfamilie besitzt P. vivax eine Genfamilie, welche zu der pir-

Genfamilie (engl. Plasmodium interspersed repeats) gezählt wird. Mehrere Plasmodien-Arten 

besitzen eine pir-Genfamilie, wie beispielsweise die rif in P. falciparum oder kir in P. knowlesi. 

Die Aufgaben der pir-Gene ist noch nicht vollständig geklärt, aber es wurde postuliert, dass 

sie an der Signalgebung beteiligt sind, ebenso am Transport und der Adhäsion (Cunningham 

et al. 2010). 

Bei einer ersten Analyse des Genoms vom P. vivax-Stamm SalI wurden 346 

subtelomerisch lokalisierte vir-Gene annotiert, inklusiver verkürzter Fragmente und 

Pseudogene, die in 12 Subfamilien eingeteilt wurden (del Portillo et al. 2001, Carlton et al. 

2008, Fernandez-Becerra et al. 2009). Bei einer neueren in silico-Analyse durch Lopez und 

Kollegen mit demselben SalI-Genom konnten hingegen nur 295 vir-Gene als Mitglieder der 

vir-Multigenfamilie annotiert werden, welche in zehn Subklassen eingeteilt wurden (Lopez et 

al. 2013). Die Länge der Gene variiert zwischen 156-2316 bp und sie weisen zwischen 1-5 Exons 

auf. Des Weiteren wurden bei einer in silico-Analyse bei 171 Gene eine Transmembrandomäne 

gefunden und bei 160 ein Motiv, welches Ähnlichkeit mit einem Exportsignal aus P. falciparum 

hat (Carlton et al. 2008, Fernandez-Becerra et al. 2009). Die vir-Genfamilie ist eine sehr diverse 

Familie, da bei Strukturanalysen entdeckt wurde, dass manche Subklassen Ähnlichkeiten mit 

Proteinfamilien aus P. falciparum haben. So zeigen sich strukturelle Charakteristika zwischen 

der Subklasse A und Proteinen aus der SURFIN-Familie, für die eine Beteiligung an der 

Immunevasion postuliert wird. Strukturelle Charakteristika konnten auch zwischen der 

Subklasse D und einer Proteinfamilie, die in den Maurer´schen Spalten lokalisiert (Pfmc-2tm-

Familie) gefunden werden (Merino et al. 2006, Carlton et al. 2008). Pfmc-2tm besitzen zwei 

Transmembrandomänen, die einen kleinen extrazellulären Loop an der Außenseite der 

Erythrozytenmembran bilden (Bachmann et al. 2012). Ein großer Unterschied zu der var-

Multigenfamilie besteht jedoch darin, dass mehrere vir-Gene gleichzeitig exprimiert werden. 

Dadurch wird angenommen, dass die VIR-Proteine unterschiedliche Funktionen im iR 

übernehmen (Fernandez-Becerra et al. 2005).  



Einleitung 
 

 15 

1.5 Humane Endothelrezeptoren 

Eine der wichtigsten Eigenschaften von P. falciparum für dessen Überleben ist die 

Zytoadhäsion an spezifische Oberflächenstrukturen des Menschen. Durch diese Bindungen 

entgeht der Parasit einer Milzpassage, wodurch er nicht aus dem Blutstrom herausgefiltert 

werden kann (David et al. 1983). Wie oben beschrieben ist der wichtigste Parasiten-eigene 

Bindungspartner die Proteine der PfEMP1-Familie (Pasternak and Dzikowski 2009). Diese 

Familie wurde bereits sehr ausführlich erforscht und es konnten einige Bindungspartner auf 

Seite des menschlichen Wirts identifiziert werden. Die wichtigsten Bindungspartner sind 

CD36, EPCR und ICAM-1. Daneben gibt es jedoch auch noch eine Vielzahl weiterer 

Bindungspartner, wie beispielsweise P-Selektin, VCAM-1, oder auch CSA (Duffy and Fried 

1999, Rowe et al. 2009, Metwally et al. 2017).   

Wie oben beschrieben wird auch von P. vivax angenommen, dass dieser eine 

Zytoadhäsion ausbilden kann (Lopes et al. 2014, Barber et al. 2015). Bisher wurden aber erst 

sehr wenige Bindungsstudien mit aus Patientenproben isolierten P. vivax iE oder 

ausgewählten VIR-Proteinen durchgeführt. Dabei wurden neben Bindungen an 

verschiedenen Endothelzellen aus u.a. Hirn oder Lunge auch Bindungen an Hyaluronsäure, 

CSA und ICAM-1 festgestellt (Carvalho et al. 2010, Bernabeu et al. 2012, Chotivanich et al. 

2012, Lopes et al. 2014).  

1.5.1 CD36 

Der humane Endothelrezeptor CD36 (engl. cluster of differentiation 36) ist ein Membran-

Glykoprotein bestehend aus einem Proteinstrang mit einer molekularen Masse von 88 kDa 

und er gehört zur Klasse B der scavanger receptors (Febbraio et al. 2001, Ohgami et al. 2001, 

Silverstein and Febbraio 2009). Er bildet eine Haarnadelstruktur mit einer langen Ektodomäne 

und zwei hydrophoben Transmembrandomänen (Abbildung 4) (Pepino et al. 2014, Wei et al. 

2017). An ihm binden modifizierte Lipoproteine, Polyanione oder apoptotische Zellen. CD36 

kann auf einer Vielzahl von Zellen gefunden werden, u.a. Monozyten, Makrophagen, dem 

Endothel oder dem Epithel (Greenwalt et al. 1992, Febbraio et al. 2001, Nicholson 2004). Als 

Liganden wurden modifizierte Phospholipide, langkettige Fettsäuren und Proteine mit 

Strukturähnlichkeiten zu Thrombospondin, aber auch mit P. falciparum iE detektiert (Febbraio 

et al. 2001, Li et al. 2010).   
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Die Interaktion zwischen CD36 und P. falciparum iE ist sehr gut charakterisiert und 

CD36 wurde als einer der Hauptbindungspartner für PfEMP1 charakterisiert (Barnwell et al. 

1989, Baruch et al. 1995, Patel et al. 2004). Allerdings konnten bisher keine Korrelation 

zwischen der Bindung von CD36 und der Entstehung einer zerebralen Malaria gezeigt werden 

(Penha-Gonçalves 2019). 

Obwohl CD36 einer der Hauptbindungspartner von P. falciparum ist, konnten bis jetzt 

keine Hinweise gefunden werden, dass auch P. vivax iR an diesen Rezeptor binden (Carvalho 

et al. 2010). Zwar wurde in der Studie von Bernabeu und Kollegen eine Bindung unter 

statischen Bedingungen detektiert, jedoch konnte die Bindung nicht durch spezifische 

Antikörper inhibiert werden. Auch unter Fluss-Bedingungen konnte keine Bindung 

festgestellt werden (Bernabeu et al. 2012).  

1.5.2 ICAM-1 

Das zweite Transmembran-Glykoprotein ICAM-1 (engl. intracellular adhesion molecule 

1) hat eine Masse von 60 kDa im nicht-glykosylierten Zustand und zwischen 80-114 kDa, wenn 

es glykosyliert ist. Es kommt auf der Oberfläche einer Vielzahl von Zellen, inklusive 

Endothelzellen vor (van de Stolpe and van der Saag 1996). Bei einer Entzündungsreaktion 

wird ICAM-1 hochreguliert und vermehrt auf der Oberfläche präsentiert, dies geschieht durch 

u.a. die proinflammatorischen Zytokine TNF-α (Tumornekrosefaktor α) oder IL-1β 

(Interleukin-1β) (Berendt et al. 1992).  

Abbildung 4: Schematische Darstellung von CD36; verändert nach (Wei et al. 2017). Das Protein besteht aus zwei 

Transmembrandomänen (TM1/TM2), sowie zwei kurzen intrazellulären Enden und einem langen extrazellulären Bereich.  
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Bei Autopsien von Patienten, die an Malaria verstorben sind, wurde entdeckt, dass bei 

diesen viele P. falciparum iE an ICAM-1 gebunden haben. Daher wird angenommen, dass es 

eine Korrelation zwischen der Bindung der iE an ICAM-1 und einer schweren Malaria, 

insbesondere der zerebralen Malaria gibt (Turner et al. 1994, Armah et al. 2005). Auch bei in-

vitro Untersuchungen konnte diese Bindung gezeigt werden (Newbold et al. 1999, Ochola et 

al. 2011). Jedoch gibt es auch Forschungsergebnisse, die keine Korrelation zwischen einer 

Bindung und einer schweren Malaria feststellen konnten (Ockenhouse et al. 1991, Kun et al. 

1999). 

Für P. vivax konnte bisher erst in zwei Publikationen eine Bindung unter statischen 

Bedingungen an ICAM-1 nachgewiesen werden. In der Studie von Carvalho und Kollegen 

wurden aus Patientenproben isolierte iE hinsichtlich ihrer Bindungseigenschaften untersucht 

und eine Bindung an ICAM-1 nachgewiesen (Carvalho et al. 2010). Bei einer zweiten Studie 

wurden transgene P. falciparum-Zelllinien hergestellt, welche jeweils ein vir-Gen exprimierten. 

Diese Transfektanten wurden ebenfalls hinsichtlich ihres Bindungsverhaltens charakterisiert 

und eine Transfektante zeigte eine Bindung an ICAM-1. Zusätzlich konnte die Bindung durch 

spezifische Antikörper inhibiert werden und es wurde auch eine Bindung unter 

Flussbedingungen detektiert (Bernabeu et al. 2012). Bei der Untersuchung der Bindung unter 

Flussbedingung wird versucht, den Blutstrom im menschlichen Körper zu simulieren.  

1.5.3 VCAM-1 

VCAM-1 (engl. vascular cell adhesion molecule 1) oder auch CD106 ist ein Protein der 

Immunglobulin-Superfamilie. Es hat eine molekulare Masse von 90 kDa und besteht aus einer 

extrazellulären, einer intrazellulären und einer Transmembrandomäne (Osborn et al. 1989). Es 

kommt überwiegend auf Endothelzellen, z.B. in der Lunge vor und wird im Zuge einer 

inflammatorischen Reaktion auf diesen präsentiert. Dort vermittelt VCAM-1 das Rollen von 

verschiedenen Leukozytenarten, wodurch diese aus dem Blut in das Gewebe eindringen 

können (Ley et al. 2007, Wittchen 2009, Abdala-Valencia et al. 2018, Kong et al. 2018).  

Mit P. falciparum iE können an VCAM-1 binden, wie u.a. Untersuchungen mit 

Patientenproben aus Thailand zeigen konnten (Ockenhouse et al. 1992, Hisaeda et al. 2005). In 

der Literatur finden sich keine Studien, bei denen das Bindungsverhalten von mit P. vivax iR 

untersucht wurde. Bei der Studie von Bernabeu und Kollegen konnte zwar eine Bindung unter 

statischen Bedingungen von einer transgenen Zelllinie festgestellt werden, jedoch lies diese 
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sich nicht durch spezifische Antikörper inhibieren und auch unter Fluss-Bedingungen wurde 

keine Bindung detektiert (Bernabeu et al. 2012).  

1.5.4 P-Selektin 

P-Selektin ist Bestandteil der Selektin-Familie, eine Familie, deren Mitglieder an der 

Adhäsion von Leukozyten an der Membranoberfläche beteiligt sind (Moore et al. 1995, 

Zuchtriegel et al. 2015). Das Protein hat je nach Glykosylierung eine molekulare Masse 

zwischen 120-140 kDa und ist aus drei distinkten Motiven aufgebaut: einem Lektin, einer 

epidermalen Wachstumsfaktor-Domäne (engl. epidermal growth factor) und einer Anzahl von 

Konsensus-Wiederholungseinheiten (engl. short consensus repeats) (Lasky 1991, Geng et al. 

2004). Weiterhin weist das Protein eine Transmembrandomäne auf, wobei das C-terminale 

Ende intrazellulär lokalisiert ist (Geng et al. 2004). P-Selektin befindet sich nicht kontinuierlich 

auf der Oberfläche von Endothelzellen, wie beispielsweise der Lunge, sondern nur bei einer 

inflammatorischen Reaktion, ausgelöst durch verschiedene inflammatorische Stimuli, u.a. 

TNF-α. Ansonsten ist das Protein bei Endothelzellen in Weibel-Palade Körperchen gelagert 

und bei inaktivierten Thrombozyten in α-Granula. Bei einer inflammatorischen Antwort wird 

P-Selektin an die Oberfläche der Zelle transportiert und vermittelt dort die Rekrutierung von 

Leukozyten über das sich auf den Leukozyten befindliche Glykoprotein PSGL-1 (engl. P-

selectin glycoprotein ligand-1) (Geng 1995, Vestweber and Blanks 1999, Geng et al. 2004). Dies ist 

der Erstkontakt zwischen Zelle und Leukozyt, woraufhin dieser erst noch etwas über die Zelle 

rollt, bis eine feste Bindung an P-Selektin und anderen Rezeptoren entsteht (Vestweber and 

Blanks 1999, Zuchtriegel et al. 2015).  

1998 wurde von Ho und Kollegen das erste Mal beschrieben, dass P-Selektin auch ein 

Rezeptor für P. falciparum iE ist und Senczuk und Kollegen konnten zeigen, dass PfEMP1 der 

Ligand ist (Ho et al. 1998, Senczuk et al. 2001). Dies konnte auch in neueren Studien bestätigt 

werden (Metwally et al. 2017). Eine Interaktion zwischen P-Selektin und P. vivax iR wurde 

bisher noch nicht beschrieben. 

1.6 Zielsetzung 

Die Zytoadhäsion von Plasmodium falciparum iE ist bereits sehr gut untersucht und es 

wurden verschiedene Proteinfamilien identifiziert, die an der Adhäsion beteiligt sind, sowie 

die entsprechenden Rezeptoren auf Wirtsseite. Für P. vivax, den zweithäufigsten 

Malariaerreger, wurde für lange Zeit keine Zytoadhäsion beschrieben. Die Frage, ob mit 
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P. vivax infizierten Retikulozyten eine Zytoadhäsion ausbilden, wurde sehr lange 

vernachlässigt, da im Gegensatz zu P. falciparum alle Entwicklungsstadien des Parasiten im 

Blut sichtbar sind. Jedoch wurde in neueren Studien gezeigt, dass die Menge an zirkulierenden 

infizierten Retikulozyten im Schizontenstadium nicht in Korrelation zu der Menge an 

zirkulierenden infizierten Retikulozyten im Ring- und Trophozoitenstadium steht. Daher 

wird angenommen, dass sich ein geringer Anteil, der sich im Schizontenstadium befindlichen 

infizierten Retikulozyten an das Endothel anlagert. Auch konnte schon eine Genfamilie 

identifiziert werden, von der vermutet wird, dass deren kodierten Proteine an der 

Zytoadhäsion beteiligt sind. Es handelt sich hierbei um die 295 Mitglieder umfassende vir-

Genfamilie. Es wurden auch Adhäsionsversuche mit ausgewählten VIR-Proteinen 

durchgeführt und eine Bindung an ICAM-1 nachgewiesen.     

Daher sollen in der vorliegenden Arbeit ausgewählte VIR-Proteine hinsichtlich ihrer 

Lokalisation und Bindungseigenschaften untersucht werden. Dafür wurden 12 Kandidaten 

ausgewählt, die eine Transmembrandomäne aufweisen. Ein weiterer Kandidat soll als 

Kontrolle dienen, da dieser keine Transmembrandomäne besitzt. Dafür sollen P. falciparum 

Transfektanten generiert werden, die die ausgewählten vir-Gene exprimieren, um 

anschließend mittels Immunfluoreszenzanalyse die Lokalisation der entsprechenden VIR-

Proteine innerhalb des infizierten Erythrozyten zu detektieren. Von allen Kandidaten wird die 

Bindung unter statischen Bedingungen an vier ausgewählten Rezeptoren (CD36, ICAM-1, 

VCAM-1, P-Selektin) getestet. Wird bei einem VIR-Protein eine Bindung detektiert, so soll 

diese Bindung im Anschluss an dem jeweiligen Rezeptor unter Fluss-Bedingungen analysiert 

werden.  
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 Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 

Gerät Hersteller 

Nucleofector™ 2B Device Lonza Group Ltd, Schweiz 

Innova 4200 New Brunswick Scientific, USA 

Mr. Frosty Fisher Scientific GmbH, Schwerte 

Nitrogen Container Thermo Fisher Scientific, USA 

PerfectBlue Gel System PEQLAB Biotechnologie, Erlangen 

PerfectBlue Tank-Elektroblotter Web S VWR International, LLC, USA 

Thermomixer compact Eppendorf AG, Hamburg 

Function Line CO2 Inkubator Heraeus Instruments, Hanau 

RH Basic Janke & Kunkel IKA, Staufen 

EVOS XL Thermo Fisher Scientific, USA 

EVOS FL Auto Thermo Fisher Scientific, USA 

Axioscope M1 Zeiss, Jena 

cx31 Olympus, Hamburg 

Orca C4742-95 Hamamatsu Phototonics K.K., Japan 

NanoDrop 2000 Thermo Scientific, Langenselbold 

CG840 Sartorius AG, Göttingen 

2 /20/ 200/1000μL Pipetten Gilson, USA 

S1 Pipettierhilfe Thermo Scientific, Langenselbold 

Ibidi Pump System-10902 ibidi GmbH, Martinsried 

Class II BSC ESCO Labculture®, Singapur 

EPS301 Amersham pharmacia biotech, USA 

Vario MACSTM Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

VF2 Janke & Kunkel IKA, Staufen 

SPO 51 Scaltec, Göttingen 

Sartorius BP210S Sartorius AG, Göttingen 
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SW 20 Julabo, Seelbach 

Rotina 48 centrifuge Hettich Technology, Tuttlingen 

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

Curix 60 AGFA, Belgien 

Mikro rapid/K Hettich Technology, Tuttlingen 

CL-GPKR Zentrifuge Beckman Coulter, Krefeld 

Forma 700 Series Thermo Scientific, Langenselbold 

Primus 25 MWG-Biotech, Ebersbach 

Centrifuge 5424 Eppendorf AG, Hamburg 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Name Hersteller 

µ-Slide 0,8 Luer ibiTreat ibidi GmbH, Martinsried 

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 

Gelkassetten  Thermo Fisher Scientific, USA 

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 

Hyperfilm-ECL GE Healthcare, USA 

MACS® columns CS Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

Mikro-Schraubröhre 2 ml, PP Sarstedt, Nümbrecht 

Millipore Stericup Vacuum Filter Merck, Darmstadt 

Nitrocellulose blotting, Amersham 0,45 μm GE Healthcare, USA 

Membrane Protran, Amersham 0,45 μm GE Healthcare, USA 

Parafilm Bemis, USA) 

Pasteurpipette Brand, Wertheim 

Petrischalen mit Noppen, 60 mm, 92mm, 140 mm Sarstedt, Nümbrecht 

Perfusion Set yellow/green ibidi GmbH, Martinsried 
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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 Corning, USA 

Transfektionsküvetten 0,2 cm Bio-Rad, München 

1,5 ml Safe-lock Reaktionsgefäße Sarstedt, Nümbrecht 

2 ml Safe-lock Reaktionsgefäße Sarstedt, Nümbrecht 

Nunc™ 14 ml “round-bottom” Röhrchen, PS Falcon, USA 

15 ml Konische Zentrifugationsröhrchen Sarstedt, Nümbrecht 

50 ml Konische Zentrifugationsröhrchen Sarstedt, Nümbrecht 

TC-Platte 24 Wellm Standard F Sarstedt, Nümbrecht 

Cover Slips 13 mm Sarstedt, Nümbrecht 

3-Wege-Hahn Discofix B. Braun Melsungen AG, Melsungen 

20 mL Spritze B. Braun Melsungen AG, Melsungen 

Sterican 0,9 mm Kanüle B. Braun Melsungen AG, Melsungen 

PCR SingleCap 8er Softstrip 0,2 mL Biozym Scientific, Hessich Oldendorf 

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien 

Chemikalien und Reagenzien, deren Bezugsquelle nicht aufgeführt wurden von der Firma 

Sigma-Aldrich (USA), Carl Roth (Karlsruhe) oder Merck (Darmstadt) bezogen. 

 

Chemikalie/Reagenz Hersteller 

Accutase  PAN-Biotech, Aidenbach 

Albumax II Gibco, Life Technologies, USA 

Ampicillin Roche, Mannheim 

BSA - engl. Bovine Serum Albumin Biomol, Hamburg 

Dako „Fluorescence Mounting Medium“ Agilent Technologies, USA 

Desoxynucleotide (dNTPs) Thermo Fisher Scientific, USA 

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

Fötales Rinderserum, Hitze inaktiviert Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund 

G153 Dev AGFA, Belgien 

G 354 AGFA, Belgien 

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

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

Ham’s F12 PAN Biotech, Aidenbach 

Humanes Blut (0+) UKE, Hamburg 

Immersionsöl 518 N Zeiss, Jena 

MOWIOL 4-88 Calbiochem 

Leica CV Mount Leica Biosystems, Nußloch 

PageRuler™ Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific, USA 

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific, USA 

Penicillin-Streptomycin (10000 U/ml) PAN Biotech, Aidenbach 

Proteaseinhibitor-Mix Roche, Mannheim 

RPMI + L-Glutamin; + 25 mM HEPES; -NaHCO3 AppliChem, Darmstadt 

UltraPureTM agarose Thermo Fisher Scientific, USA 

Wasser für Molekularbiologie (Ampuwa) Fresenius Kabi, Bad Homburg 

10x CutSmart™ Puffer New England BioLabs, USA 

6x Loading Dye Thermo Fisher Scientific, USA 

2.1.4 Kits 

Name Hersteller 

In-Fusion® HD Cloning Plus Takara Bio Inc., Japan 

NucleoBond® Maxi Macherey-Nagel, Düren 

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

NucleoSpin® Plasmid Macherey-Nagel, Düren 

2.1.5 Software und Datenbank 

Software/Datenbank Hersteller 

Axio Vision Rel. 4.7 Zeiss, Jena 

Protein Blast blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

ImageJ 1.52p National Institute of Health, USA 

InterPro ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/ 

Mac Vector 13.5.5 (39) MacVector, Inc., USA 

My Samples 2.0 mydata GmbH, Langenhagen 

PlasmoDB EuPathDB Project Team, USA 
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Prism® (Version 8) GraphPad, USA 

PumpControl Software (Version 1.5.2) Ibidi, Martinsried 

SignalP 4.1 bioware.ucd.ie 

TMHMM 2.0 cbs.dtu.dk/services/TMHMM 

3of5 dkfz.de/mga2/3of5 

2.1.6 Antikörper 

In Tabelle 1 und Tabelle 2 sind die in dieser Arbeit verwendeten Erst- und Zweitantikörper 

aufgelistet. Folgende Versuche wurden mit diesen durchgeführt: Immunfluoreszenzassay 

(IFA) und Western Blot-Analyse (WB). In der IFA wurde der Farbstoff Hoechst33342 (Sigma-

Aldrich, USA) für die Kernfärbung verwendet.  
 

Tabelle 1: Liste mit den verwendeten Erstantikörpern 

Name Organismus Verdünnung Quelle 

  IFA WB  

α-HA, High Affinity Ratte 

(monoklonal) 

1:100 1:3000 Hoffmann-LA 

Roche, Schweiz 

α-SBP1 Maus 1:1000 1:2000 BNITM 

(AG Spielmann) 

α-Spectrin Kaninchen 1:200  Sigma-Aldrich, 

USA 

α-ATS (6H1) Maus 

(monoklonal) 

1:10000 1:500 The Walter & Eliza Hall 

Institute, Australia 

α-ETRAMP5 Kaninchen 1:400  BNITM, 

(AG Spielmann) 
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Tabelle 2: Liste mit den verwendeten Zweitantikörpern 

Name Organismus Konjugat Verdünnung Quelle 

   IFA WB  

α-Ratte Ziege HRP  1:5000 Dianova, Hamburg 

α-Kaninchen Schwein HRP  1:10000 Dako A/S, Dänemark 

α-Ratte, 

IgG (H+L) 

Esel Alexa  

Fluor 594 

1:400  ThermoFischer 

Scientific, USA 

α-Maus, 

IgG (H+L) 

Ziege Alexa  

Fluor 488 

1:400 1:5000 ThermoFischer 

Scientific, USA 

α-Kaninchen Ziege Alexa  

Fluor 488 

1:400  ThermoFischer 

Scientific, USA 

2.1.7 Vektoren 

Tabelle 3: Liste der für die Transfektion verwendeten Vektoren 

Name Quelle 

pARL1-GFP AG Spielmann, BNITM 

pARL1-3xHA AG Spielmann, BNITM 

2.1.8 Oligonukleotide 

Tabelle 4: Liste der verwendeten Oligonukleotide (Hersteller: Eurofins, Ebersberg) 

Name Sequenz (5´→ 3`) 

pARL1_forw CTATAGATTATTTTCATTGTCTTCACA 

pARL1_rew CAGTTATAAATACAATCAATTGG 

InF-3x-HA -060690F CTCGACCCCGGGATGGTACCATGGGAAGTATAACT 

InF-3x-HA-060690R GATATTCCATCCTAGGTTGTGTTGAATAAGCAAA 

InF-3x-HA-0606090Seq GTGGAAATCCAGGACATAGAAATCCACCACC 

InF-3x-HA-101560F CTCGACCCCGGGATGGTACCATGGAAGAACCATGT 

InF-3x-HA-101560R GATATTCCATCCTAGGTGCTGGATAATATGG 

InF-3x-HA-101560Seq GCTTCAAGATTAAAGGCAAGTAGATTAAAAGCACC 

InF-3x-HA -113230F CTCGACCCCGGGATGGTACCATGGAAAAAGATCC 

InF-3x-HA-113230R GATATTCCATCCTAGGACTATTACTTAATAAAGAT 

InF-3x-HA-113230Seq GTGATACAAGTCAAAGTGGAAATATGTTAATAGG 

InF-3x-HA -115475F CCCCGGGATGGTACCATGGAAGAAGAGGATTTG 
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InF-3x-HA-115475R TTTACTCATCCTAGGTCCTGAACTACTCTGGGAAGAAGCTTG 

2.1.9 Restriktionsendonukleasen 

Tabelle 5: Liste der verwendeten Restriktionsendonukleasen 

Name Erkennungssequenz Hersteller 

AvrII 5´…C↓CTAGG…3´ 

3´…GGATC↑C…5´ 

New England BioLabs, USA 

KpnI 5´…GGTAC↓C…3´ 

3´…C↑CATGG…5´ 

New England BioLabs, USA 

XhoI 5´…C↓TCGAG…3´ 

3´…GAGCT↑C…5´ 

New England BioLabs, USA 

2.1.10 Synthetische VIR-Gene 

PVX_000020 wurde durch spezifische Oligonukleotide in einer Vorstudie direkt aus 

einem P. vivax-Isolat mittels PCR amplifiziert. 

Die synthetischen vir-Gene pvx_050690, pvx_060690, pvx_093715, pvx_101560, 

pvx_113230 und pvx_115475 wurden von invitrogen GeneArt Synthesis (Thermo Fisher 

Scientific, USA) hergestellt. Die anschließende Klonierung in den pARL1-Vektor erfolgte 

mittels InFusion-Technik. Als Vorlage wurde P. vivax Sal-I verwendet. 

Die synthetischen vir-Gene PVX_068690, pvx_077695, pvx_081850, pvx_096925, 

pvx_097525 und pvx_107235 wurden von der Firma GenScript (USA) synthetisiert. Des 

Weiteren wurde die Klonierung der vir-Gene in den pARL1-3xHA-Vektor ebenfalls von dieser 

Firma durchgeführt. 

2.1.11 Puffer, Medien und andere Lösungen 

Die in dieser Arbeit verwendeten Lösungen wurden vor ihrer Verwendung entweder steril 

filtriert oder autoklaviert.  
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2.1.11.1 P. falciparum-Zellkultur 

RPMI mit Albumax II (Komplettmedium) 

RPMI    15,87 g/L 

Natriumbicarbonat  1 g/L 

D-(+)-Glucose-Monohydrat 2 g/L 

Albumax II   5 g/L 

Hypoxanthin                            0,028 g/L 

(Gelöst in 5 mL, 1N NaOH)    

Gentamycin   0,2 g/L 

Add 1 L Aqua dest.; pH 7,2 

10x PBS für die P. falciparum Zellkultur  

NaCl    1, 37 M 

KCl    28,6 mM 

Na2HPO4 (wasserfrei)  80,6 mM 

KO2PO4   14,7 mM 

Add 1 L Aqua dest.; pH 7,4  

Synchronisierungslösung  

(5 %iges D-Sorbitol) 

D-Sorbitol   25 g/L 

Add 500 mL Aqua dest. 

Malaria Freezing Solution (MFS) 

D-Sorbitol   30 g/L 

NaCl    6,5 g/L 

Add 1 L Aqua dest.  

Glycerol (autoklaviert) 280 mL/L 

Malaria Thawing Solution (MTS) 

NaCl    35 g/L 

Add 1 L Aqua dest. 

 

90 %ige Percolllösung 

Percoll-Stocklösung  45 mL 

10x PBS                           5 mL 

60 %ige Percolllösung 

90 %ige Percolllösung 6,7 mL 

D-Sorbitol   0,8 g 

Zellkulturmedium              3,3 mL 

WR99210 Stocklösung  

WR99210   20 mM 

In 1 mL DMSO 

Vor Verwendung 1:1000 der WR99210-

Stocklösung in RPMI mit Albumax II 

Bindungsmedium  

RPMI 1640   16,4 g/L 

Glucose (wasserfrei)  20 g/L 

Add 1L Aqua dest.; pH 7,2 

Blut (sterile, humane Erythrozyten, 

Blutgruppe 0+) 

Giemsa-Färbelösung 

Giemsa-Stocklösung  10 % 

Add 100 mL Aqua dest. 
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2.1.11.2 CHO-Zellkultur 

Zellkulturmedium (Komplettmedium) 

Ham´s F12 mit L-Glutamin und 25 mM 

HEPES                            500 mL 

Fetales Kälberserum                50 mL  

(inaktiviert bei 56 °C für 45 min)  

Penicillin/Streptomycin Mix  5 mL 

(100x)  

10x PBS für die CHO-Zellkultur  

NaCl    1,37 M 

KCl    27 mM 

Na2HPO4 (wasserfrei)  101 mM 

KH2PO4   18 mM 

Add 1 L Aqua dest.; pH 7,4 

Einfrierlösung für CHO-Zellen 

CHO-Zellkulturmedium 45 mL 

DMSO (10 % - steril)  5 mL 

 

 

2.1.11.3 Puffer und Lösungen 

50x TAE-Puffer 

Tris (pur)   2 M 

Natriumacetate  250 mM 

Na2-EDTA (wasserfrei) 100 mM 

Add 2 L Aqua dest. 

 

TB-Puffer 

Na2PO4   90 mM 

KCl    5 mM 

CaCl2    0,15 mM 

HEPES    50 mM 

pH 7,3 

TE-Puffer 

Tris-HCl (pH 8,0)  10 mM 

EDTA    1 mM 

10x TBS 

Tris-HCl pH 7,5  0,5 M 

NaCl    1,5 M 

Stripping-Puffer 

Glycin pH 2,5   0,2 M 

DTT    50 mM 

Tween20   0,05 % (v/v) 

10x TBE 

Tris     892 mM 

Borsäure   890 mM 

Na2EDTA, pH 8,0  20 mM 

LB-Medium  

LB-Medium (Lennox)  20 g/L 

Add 1 L Aqua dest. 

LB-Agar  

LB-Agar (Lennox)  35 g/L 

Add 1 L Aqua dest. 
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10x Kathodenpuffer 

Tris    0,1 M 

Tricin    0,1 M 

SDS    0,1 % (w/v) 

pH 8,25 

10x Anodenpuffer 

Tris    0,2 M 

pH 8,9 

 

Coomassie-Färbelösung 

Methanol   45 % (v/v) 

Eisessig   10 % (v/v) 

Coomassie Billiant Blue R 0,05 % (w/v) 

Coomassie-Entfärbelösung 

Methanol   45 % (v/v) 

Eisessig   10 % (v/v) 

Aqua dest.   45 % (v/v) 

ECL-Lösung A 

Tris-HCl pH 8,6  100 mM 

Luminal   50 mg 

Add 200 mL Aqua dest. 

ECL-Lösung B 

DMSO    10 mL 

Parahydroxycoumarinsäure 11 mg 

 

SDS-PAGE-Sammelgelpuffer 

Tris-Pure   0,5 M 

SDS    0,4 % (w/v) 

pH 6,8 

SDS-PAGE-Trenngelpuffer 

Tris-Pure   1,5 M 

SDS    0,4 % (w/v) 

pH 8,8 

10x SDS-Elektrophoresepuffer 

SDS    1 % (w/v) 

Tris    250 mM 

Glycin    1,92 M 

 

2x Laemmli-Puffer 

Tris-HCl pH 6,8  100 mM 

SDS    4 % (w/v) 

Glycerol   20 % (v/v) 

Bromphenolblau  0,02 % (w/v) 

Vor Gebrauch Zugabe von 100 mM DTT 

Weiser Puffer 

Na2HPO4   2,18 g 

KH2HPO4   0,98 g 

Add 2L Aqua des.; pH 7,0 

 

10x Transferpuffer 

Glycin    960 mM 

Tris pH 8,3   125 mM 

SDS    0,2 % (w/v) 

Vor Gebrauch 20 % Methanol (v/v) zugeben 

TBS-Tween 

0,05 % Tween20 (v/v) in 1x TBS 
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2.1.12 E. coli-Stämme 

E. coli Stella-Zellen (Takara Bio. Inc., Japan) 

One Shot™ TOP10 E.coli (Invotrogen, USA) 

2.1.13 P. falciparum-Stämme 

3D7-Stamm (AG Spielmann, BNITM, Hamburg) 

2.1.14 CHO-Zelllinien 

Name Vektor Konjugat 

CHO-745-AcGFP-Klon3 pAcGFP-N1 - 

CHO-745-CD36-AcGFP-Klon3 pAcGFP-N1 CD36 

CHO-745-ICAM-1-AcGFP pAcGFP-N1 ICAM-1 

CHO-VCAM-1-AcGFP pAcGFP-N1 VCAM-1 

CHO-745-P-Selektin-AcGFP-Klon4 pAcGFP-N1 P-Selektin 

   

2.2 Zellbiologische Methoden 

2.2.1 Plasmodium falciparum Zellkultur 

2.2.1.1 Kultivierung von P. falciparum 

Die Kultivierung des Laborstamms P. falciparum 3D7-BNI erfolgte in Petrischalen mit 

einem Volumen von 5 mL, 10 mL oder 20 mL. Als Kulturmedium wurde RPMI 1640 mit 0,5 % 

Albumax II verwendet. Der Hämatokritwert betrug 5 %, verwendet wurde Blut mit der 

Blutgruppe 0+. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C und einer Gaszusammensetzung von 1 % 

Sauerstoff, 5 % Kohlendioxid und 94 % Stickstoff. Das Medium wurde mindestens jeden 

dritten Tag gewechselt, bei einer Parasitämie von > 5 % erfolgte der Wechsel täglich.  

2.2.1.2 Giemsa-Färbung 

Für die Bestimmung der Parasitämie sowie des Entwicklungsstadium des Parasiten, 

wurden Ausstriche angefertigt, luftgetrocknet, ca. 20 Sekunden in Methanol fixiert und 

anschließend für mindestens 10 min in einer 10 %igen Giemsalösung angefärbt. Im Anschluss 

wurde die Färbelösung abgewaschen, die Ausstriche luftgetrocknet und mittels eines 

Lichtmikroskops untersucht. 
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2.2.1.3  Synchronisierung von P. falciparum mittels Sorbitol 

Um die P. falciparum-Kultur zu synchronisieren, wurde der Zuckeralkohol Sorbitol 

verwendet. Dafür wurde die Kultur für 5 min bei 800 x g zentrifugiert, der Überstand 

verworfen und das Sediment mit dem 6-fachen Volumen in vorgewärmten 5 %igen Sorbitol 

resuspendiert. Die Kultur wurde für 5 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert und regelmäßig 

geschüttelt. Im Anschluss wurde für 5 min bei 800 x g zentrifugiert, der Überstand 

abgenommen und das Sediment einmal mit Kulturmedium gewaschen. Die weitergehende 

Kultivierung erfolgte wie in Kapitel 2.2.1.1 beschrieben. 

2.2.1.4 Anreicherung der Parasiten mittels MACS-Säule 

P. falciparum nutzt u.a. das in den Erythrozyten enthaltene Hämoglobin als 

Nährstoffquelle. Dabei wird dieses zu Hämozoin degradiert, welches Fe(III) enthält. Dieses ist 

magnetisch und ermöglicht eine Anreicherung der reiferen Parasitenstadien mittels eines 

Magneten. In dieser Arbeit wurde ein Vario MACSTM Magnet der Firma Miltenyi Biotec 

verwendet. Die P. falciparum Kultur hatte mindestens eine Parasitämie von 5 % und ein 

Volumen von 40 mL. Am Magneten wurde eine MACS CS-Säule befestigt, die über einen 

Dreiwegehahn mit einer Kanüle (0,8 mm) sowie einer 20 mL-Spritze verbunden war. Für die 

Äquilibrierung der Säule wurde entweder PBS/ 1% BSA (Kontrolle der 

Oberflächenlokalisation mittels Trypsin-Behandlung, Kapitel 2.2.1.9) oder auf 37 °C 

vorgewärmtes Bindungsmedium (Bindungsexperimente unter Flussbedingungen, Kapitel 

2.3.13) verwendet. Die Spritze wurde mit der entsprechenden Lösung befüllt und die Säule 

durch vorsichtiges Auf- und Abziehen der Spritze äquilibriert, wobei alle Luftblasen entfernt 

wurden. Die Durchflussgeschwindigkeit wurde auf ca. 1 Tropen pro Sekunde eingestellt und 

anschließend die Parasitenkultur auf die Säule geladen. Nach Durchfluss der Kultur wurde 

die Säule mit 50 mL der entsprechenden Lösung (PBS/1 % BSA oder Bindungsmedium) 

gewaschen, ohne dass die Säule trocken lief. Vor der Elution der reifen Parasiten wurde die 

Säule vom Magneten gelöst, um 180° gedreht und mit der Öffnung in ein Zentrifugenröhrchen 

(50 mL) gehalten. Für die Elution wurde das in der Spritze verbliebene Volumen (20 mL) in 

die Säule injiziert. Zur Kontrolle der Qualität wurde eine Giemsa-Färbung durchgeführt und 

für die Quantität eine Zellzahlbestimmung in einer Neubauer-Zählkammer. 



Material und Methoden 
 

 32 

2.2.1.5 Anreicherung der Parasiten mittels Percoll-Gradient 

Neben der Anreicherung der Parasiten mittels MACS-Säule ist es auch möglich diese 

mittels eines Percoll-Gradienten aufzutrennen. Dabei ist es möglich, nach Trophozoiten, 

Schizonten, Merozoiten und Zelltrümmern zu selektionieren. Für die Transfektion von 

P. falciparum mittels Elektroporation (Kapitel 2.2.1.6) wurden Schizonten benötigt. Diese 

befinden sich nach dem Zentrifugieren zwischen den beiden Phasen. Dafür wurden 4 mL einer 

60 %igen Percoll-Lösung langsam am Rand in ein Zentrifugenröhrchen (15 mL) pipettiert. Die 

Kultur (Parasitämie > 5 %) wurden in 8 mL Kulturmedium resuspendiert und vorsichtig auf 

die Percoll-Lösung gegeben. Anschließend wurde für 6 min bei 2000 x g zentrifugiert. Der 

Überstand wurde bis 1 cm über der bräunlichen Phase abgenommen und dann die braune 

Phase vollständig in eine neues Zentrifugenröhrchen überführt. Nachfolgend wurde die 

Percoll-Lösung durch 1x Waschen mit Kulturmedium entfernt. Der Überstand wurde fast 

vollständig verworfen und das Sediment mit den isolierten Schizonten wurde für die 

Transfektion verwendet (Kapitel 2.2.1.6). 

2.2.1.6 Transfektion von P. falciparum mittels Elektroporation 

Mit der Transfektion wird der Prozess bezeichnet, bei dem Fremd-DNA in eine 

eukaryotische Zelle eingebracht wird. In dieser Arbeit wurde das Protokoll für die 

Transfektion von zirkulären Plasmiden in den Kern von P. falciparum nach Moon und Kollegen 

verwendet (Moon et al. 2013). Für die Transfektion wurden 50 µg Plasmid-DNA in 10 µL TE-

Puffer resuspendiert und mit 90 µL TB-Puffer verdünnt. Von den isolierten Schizonten 

wurden 15 µL zu der verdünnten Plasmid-DNA, gemischt und in eine 0,2 cm 

Transfektionsküvette überführt. Die Elektroporation erfolgte bei 310 V und 950 µF mit Hilfe 

des NucleofectorTM 2b Device der Firma Lonza, Schweiz. Im Anschluss wurde die 

Zellsuspension in ein 1,5 mL-Reaktionsgefäß, welches vorher mit 500 µL vorgewärmten 

Kulturmedium und 300 µL frischem Blut (0+) befüllt worden ist, überführt und für 30 min bei 

37 °C und 650 rpm auf einem Schüttler inkubiert. Danach wurde die Zellsuspension in 5 mL 

aufgenommen und in eine Petrischale überführt. Die weitere Kultivierung erfolgte wie in 

Kapitel 2.2.1.1 beschrieben. Der Selektionsmarker wurde nach 24 h hinzugegeben.   
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2.2.1.7 Einfrieren von P. falciparum-Dauerstabilaten 

Für die Herstellung von Dauerstabilaten wurde eine Parasitenkultur verwendet, die 

eine möglichst hohe Parasitämie (Ringstadium) aufwies. Diese wurde für 5 min bei 800 x g 

zentrifugiert und anschließend der Überstand verworfen. Das Sediment wurde in dem 

4-fachen Volumen vorgewärmter Malaria freezing solution (MFS) resuspendiert und dann in ein 

Kryoröhrchen überführt. Das Einfrieren erfolgte unter kontrollierten Bedingungen (1 °C pro 

Minute) über Nacht bei -80 °C. Die langfristige Lagerung erfolgte in flüssigem Stickstoff. 

2.2.1.8 Auftauen von P. falciparum-Dauerstabilaten 

Um die Dauerstabilate aufzutauen wurden diese im 37 °C-Wasserbad erwärmt. 

Anschließend wurde die Zellsuspension in ein Zentrifugenröhrchen (15 mL) überführt und 

das Kryoröhrchen mit der gleichen Menge vorgewärmten Malaria Thawing Solution (MTS) 

nachgespült und ebenfalls in das Zentrifugenröhrchen überführt. Die Kultur wurde 5 min bei 

800 x g zentrifugiert und der Überstand vollständig abgenommen. Das Sediment wurde 

anschließend zweimal mit je 1 mL MTS gewaschen. Dann wurde das Sediment in 5 mL 

Kulturmedium resuspendiert und unter Standardbedingungen kultiviert. 

2.2.1.9 Kontrolle der Oberflächenlokalisation mittels Trypsin-Behandlung 

Um zu überprüfen, ob die untersuchten VIR-Proteine an der Oberfläche der iE 

lokalisieren, wurden ein tryptischer Verdau der Oberflächenproteine durchgeführt. Trypsin 

ist eine Protease, die Peptidbindungen selektiv nach den basischen Aminosäuren Lysin und 

Arginin spaltet. Bei einer anschließenden Western Blot-Analyse kann dann ein möglicher 

Unterschied in der Signalintensität zwischen Kontrolle und mit Trypsin behandelter Probe 

nachgewiesen werden. 

Per MACS angereicherte Parasiten (Kapitel 2.2.1.4) wurden dreimal mit 1x PBS 

gewaschen und die Zellen in 1x PBS so resuspendiert, dass sich eine Zellzahl von 1x106 

Zellen/µL ergab. In allen nachfolgenden Schritten wurde die Flüssigkeitsmenge immer so 

gewählt, dass die Zellzahl 1x106 Zellen/µL betrug. Dann wurde die Probe gleichmäßig auf 

zwei 1,5 mL Reaktionsgefäße verteilt. Die eine Probe wurde 10 min bei 2000 x g und 4 °C 

zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Sediment in PBS versetzt mit 1 mg/mL 

Trypsin resuspendiert. Anschließend wurde die Probe 30 min bei 37 °C inkubiert. Die 

Reaktion wurde mit Trypsininhibitor (2 mg/mL in PBS) gestoppt (5 min, auf Eis). 

Währenddessen wurde die zweite Probe die ganze Zeit auf Eis gelagert. Alle nachfolgenden 
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Schritte wurden für beide Proben gleich durchgeführt. Die Proben wurden 10 min bei 4 °C 

und 2000 x g zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Sediment in HEPES-Puffer (pH 

7,2) resuspendiert. Anschließend wurden die Proben in flüssigem Stickstoff eingefroren und 

bei 37 °C im Heizblock wieder aufgetaut, dies erfolgte dreimal. Im Anschluss wurden die 

Proben 10 min bei 4 °C und 8000 x g zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Sediment 

dreimal mit PBS gewaschen. Danach wurde die Probe in 2x Lämmli-Puffer resuspendiert und 

für 5 min bei 95 °C inkubiert. Nach dem Abkühlen wurde die Probe mit Proteinase-

Inhibitorenmix M (100x) versetzt, aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C 

gelagert. 

2.2.2 CHO-Zellkultur 

2.2.2.1 Kultivierung von CHO-Zellen 

Für die CHO-Zellen wurden zwei verschiedene Gewebekulturflaschen verwendet, die 

sich hinsichtlich ihrer Grundfläche unterschieden (T25 = 25 cm2; T75 = 75 cm2), aber beide für 

adhärent-wachsende Zellen geeignet sind. Für die T25-Flasche wurden 5 mL Kulturmedium 

verwendet und für die T75-Flasche 15 mL, die Inkubation erfolgte bei 37 °C und 5 % CO2. Das 

Wachstum der Zellen (Konfluenz) wurde mit einem Inversmikroskop kontrolliert und um die 

Vitalität zu erhalten spätestens jeden dritten Tag verdünnt. Dafür wurde das verbrauchte 

Kulturmedium abgenommen und die Zellen mit vorgewärmten 1x CHO-PBS gewaschen. Um 

die Zellen abzulösen wurde Accutase auf diese gegeben (T25-Flasche = 300 µL; T75-Flasche = 

1000 µL) und für 5 min bei 37 °C inkubiert. Anschließend konnten die Zellen durch leichtes 

Klopfen abgelöst werden und die Accutase wurde mit Kulturmedium inhibiert. Die 

Verdünnung erfolgte in Abhängigkeit der Konfluenz und betrug zwischen 1:2 und 1:30. Die 

Flaschen wurden wieder mit frischem Kulturmedium aufgefüllt und zu transgenen CHO-

Zelllinien Neomycin (G418; 50 mg/mL; Endkonz. 0,7 mg/mL) gegeben. 

2.2.2.2 Einfrieren von CHO-Dauerstabilaten 

Für die Herstellung von Dauerstabilaten wurden Zellkulturflaschen verwendet, die 

eine möglichst hohe Konfluenz an CHO-Zellen aufwiesen. Die Zellen wurden wie oben 

beschrieben mit Accutase abgelöst, in 5 mL (T25), bzw. 10 mL (T75) Zellkulturmedium 

resuspendiert, zentrifugiert (5 min, 300 x g) und der Überstand verworfen. In Abhängigkeit 

von der Größe des Sediments wurde dieses in 3 – 8 mL CHO-Einfrierlösung resuspendiert 

und als 1 mL Aliquots in Kryoröhrchen eingefroren. Das Einfrieren bei -80 °C erfolgte in 
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speziellen Behältern, die eine langsame Abkühlung bewirken (1 °C pro Minute), für die 

Langzeitlagerung wurden die Zellen anschließend in Behälter mit flüssigem Stickstoff 

überführt. 

2.2.2.3 Auftauen von CHO-Dauerstabilaten 

Die Dauerstabilate wurden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Der Inhalt des 

Kryoröhrchens wurde vollständig in ein Zentrifugenröhrchen (15 mL) überführt und mit 1 mL 

vorgewärmten Kulturmedium nachgespült. Das Zentrifugenröhrchen wurde dann auf 10 mL 

mit Kulturmedium aufgefüllt und für 2 min bei 300 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde 

verworfen, das Sediment in 5 mL Kulturmedium resuspendiert, in eine T25-Kulturflasche 

überführt und transgene CHO-Zelllinien mit Neomycin versetzt. Die Kultur wurde dann nach 

Standardbedingungen kultiviert. 

2.3 Molekularbiologische Methoden 

2.3.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 

Die DNA-Amplifikation wurde mittels PCR durchgeführt. Im Nachfolgenden ist der 

Reaktionsansatz für 20 µL aufgeführt: 

DNA-Matrize 1 µL 

Oligonukleotide forward (10 µM) 2 µL 

Oligonukleotide reverse (10 µM) 2 µL 

dNTPS (je 2,5 µL) 2 µL 

5x Green Go Taq Flexi Buffer 4 µL 

MgCl2 (25 mM) 1,5 µL 

Go Taq DNA-Polymerase (5 U/ µL) 0,2 µL 

Nuklease-freies Wasser 7,3 µL 

Gesamtvolumen 20 µL 

  

Die verwendeten Temperaturen und Zeiten für die einzelnen PCR sind in der nachfolgenden 

Auflistung aufgeführt. 
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Parameter der PCR für PVX_115475. 

95 °C 2 min 

   

 30 Zyklen 

95 °C 45 sek 

56 °C 30 sek 

68 °C 1 min 10 sek 

72 °C 10 min 

Parameter der PCR für PVX_060690, 

PVX101560 und PVX_113230. 

95 °C 2 min 

   30 Zyklen 

95 °C 45 sek 

56 °C 30 sek 

68 °C 2 min 10 sek 

72 °C 10 min 

2.3.2 Restriktionsverdau 

Mittels des Restriktionsverdaus wurde überprüft, ob das in den pARL1-Vektor ligierte 

DNA-Fragmente die korrekte Größe aufwies und die Klonierung erfolgreich war. Dafür 

wurden Enzyme der Firma New England Biolabs GmbH verwendet. Im nachfolgenden ist der 

Reaktionsansatz aufgeführt: 

 

pARL1-Vektor mit Zielgen 2 µL 

Enzym 1 1 µL 

Enzym 2 1 µL 

10x CutSmart Buffer  1 µL 

Nuklease-freies Wasser 5 µL 

Gesamtvolumen 10 µL 

 

Verwendet wurden folgende Restriktionsenzyme in Kombination: 

• KpnI + AvrII  (Zielgen) 

• KpnI + XhoI (Zielgen + 3x-HA-Tag) 

Die Reaktionen fanden bei 37 °C im Heizblock für 1,5 h. Sollte der Vektor im Anschluss für 

die Ligation verwendet werden, erfolgte die Reaktion über Nacht. 

2.3.3 Agarosegel-Elektrophorese 

Bei der Agarosegel-Elektrophorese werden DNA-Fragmente auf Grund ihrer Größe 

aufgetrennt, in dieser Arbeit erfolgte dies zu analytischen und präparativen Zwecken. Die 

Agarose wurde in TAE-Puffer gelöst, wobei dessen Konzentration in Abhängigkeit der 

erwarteten Fragmentgröße entweder 1 % oder 2 % (w/v) betrug. Für die spätere Visualisierung 
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unter UV-Licht wurde die Agarose mit Ethidiumbromid (0,1 µg/mL) versetzt. Die Proben 

wurden mit 6x Ladepuffer (Thermo Fischer Scientific, USA) versetzt. In jede Vertiefungen des 

Gels wurde eine Probe pipettiert, zusätzlich dazu in einer weiteren Spur der Marker GeneRuler 

1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fischer Scientific, USA). Als Laufpuffer wurde 1x TAE 

verwendet und eine Spannung von 100 Volt an das Gel angelegt. Die Laufzeit variierte nach 

Konzentration der Agarose, sowie nach der Größe des DNA-Fragments. 

2.3.4 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 

Bei dieser Methode wird die in einem Agarosegel aufgetrennte DNA aus dem Gel 

extrahiert, wobei unerwünschte Nebenprodukte oder Enzyme im Gel verbleiben. Die 

Extraktion von DNA aus einem Agarosegel erfolgte mit Hilfe des Kits NucleoSpin PCR and Gel 

Clean-Up (Macherey-Nagel, Düren) nach Herstellerangaben. 

2.3.5 Sequenzierung von DNA-Fragmenten 

Mit Hilfe der Sequenzierung wurde überprüft, ob das DNA-Fragment die korrekte 

Nukleotidsequenz aufweist oder es beispielsweise während der PCR zu einer Mutation oder 

Deletion kam. Dafür wurden 12 µL Vektor (pARL1_3x-HA + Zielgen) mit 3 µL eines für die 

Sequenzierung geeigneten Oligonukleotids in einem 1,5 mL Reaktionsgefäß vermischt. Die 

Sequenzierung wurde durch die Firma Microsynth AG, Schweiz nach Sanger durchgeführt. 

Nach Erhalt der Daten wurden diese mit Hilfe des Programms MacVector (Vers. 13.5.5 (39)) 

mit der Originalsequenz verglichen. 

2.3.6 Ethanolfällung 

Da für die Transfektion von P. falciparum eine definierte Menge an DNA (50 µg) 

benötigt wurde, musste diese mittels Ethanol präzipitiert und in 10 µL TE-Puffer 

resuspendiert werden. Mit Hilfe der DNA-Konzentration wurde errechnet, welches Volumen 

vom Großansatz eingesetzt werden musste. Dazu wurde 1/10 Volumen 3 M Natrium-Acetat, 

pH 5,4 und das dreifache Volumen 100 % Ethanol dazu gegeben und gut vermischt. 

Anschließend wurde die Probe 10 min bei 14 000 x g zentrifugiert und der Überstand 

verworfen. Zum Sediment wurde 50 µL 70 %iger Ethanol gegeben und erneut für 5 min 

zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und das Sediment luftgetrocknet. 

Anschließend wurden 10 µL TE-Puffer dazu gegebenen und bis zur Verwendung bei -20 °C 

gelagert. 
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2.3.7 Klonierung mittels InFusion-Technik 

Für dieses Experiment wurde das InFusion HD Cloning Kit der Firma Takara Bio Inc., 

Japan verwendet. Es wurde das beiliegende Protokoll verwendet, jedoch wurde nur die Hälfte 

des angegebenen Ansatzes verwendet. 

2.3.8 Transformation  

Bei der Transformation wird fremde Plasmid-DNA mittels eines Hitzeschocks in einen 

chemisch-kompetenten E. coli-Stamm eingebracht. Verwendet wurden die E. coli-Zellen, die 

dem InFusion HD Cloning Kit beilagen, sowie das Plasmid, welches mittels InFusion-Technik 

hergestellt worden ist. Die Bakterien wurden auf Eis aufgetaut, 50 µL in ein frisches 1,5 mL-

Reaktionsgefäß überführt und mit 2,5 µL des InFusion-Ansatzes vermischt. Die Suspension 

wurde für 30 min auf Eis inkubiert, anschließend für 45 sek in einen 42 °C warmen Heizblock 

gestellt und abschließend wieder für 5 min aus Eis gelagert. Zu der Suspension wurden dann 

500 µL vorgewärmtes SOK-Medium gegeben und 1 h bei 37 °C und 800 rpm im Heizblock 

inkubiert. Danach wurde die Probe 1 min bei 12 000 x g zentrifugiert, der Überstand verworfen 

und das Sediment in 100 µL LB-Medium resuspendiert. Davon wurden 25 µL auf eine LB-

Platte ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Als Selektionsmarker wurde das 

Antibiotikum Ampicillin verwendet, da der pARL1-Vektor eine Ampicillinresistenz 

vermittelt.  
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2.3.9 Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Zu analysierende Proteine wurden auf Grund ihrer Masse in einem Polyacrylamid-Gel 

aufgetrennt. In Tabelle 6 ist die Zusammensetzung der Gele aufgelistet. 

Tabelle 6: Zusammensetzung der unterschiedlichen Trenn- und Sammelgele zur Größentrennung von Proteinen mittels SDS-

PAGE und Tricin-Gelen. 

 SDS-PAGE Tricin-Gel 

 6 %iges 

Trenngel 

10 %iges 

Trenngel 

12 %iges 

Trenngel 

5 %iges 

Sammelgel 

Trenngel Sammelgel 

Wasser 6,22 4,65 3,9 3,05 0,5 3,20 

30 % Acrylamid 2K 

Mix 37,5:1 (mL) 
2,25 3,25 4,5 0,65 - - 

30 % Acrylamid 2K 

Mix 49:1 (mL) 
- - - - 3,25 - 

30 % Acrylamid 2K 

Mix 32:1 (mL) 
- - - - - 0,65 

Glycerin (mL) - - - - 1,5 - 

SDS-

Trenngelpuffer 

pH 8,8 (mL) 

2,82 2,82 2,82 - - - 

SDS-

Sammelgelpuffer 

pH 6,8 (mL) 

- - - 1,25 - - 

3x Gelpuffer 

pH 8,45 (mL) 
- - - - 2,25 1,15 

25 % APS (µL) 75 75 75 25 25 25 

TEMED (µL) 15 15 15 5 7,5 7,5 

Für die Analyse von Proteinen mit einer erwarteten Masse von unter 40 kDa wurden 

Tricin-Gele verwendet, bei allen anderen Proteinen wurde ein 6 %, 10 % oder 12 %ige SDS-

Polyacrylamid-Gele (SDS PAGE) verwendet. Zu den vorher erzeugten Proben (Kapitel 2.2.1.9) 

wurden 100 mM DTT (1M) gegeben und für 5 min auf 95 °C erhitzt. Die SDS-PAGE erfolgte 

in 1x SDS-Elektrophoresepuffer. Je verwendetes Gel wurde eine Stromstärke von 20 mA 

verwendet bis die Lauffront das Sammelgel durchwandert hat, dann wurde die Stromstärke 

auf 40 mA je Gel erhöht.  



Material und Methoden 
 

 40 

2.3.10 Western Blot-Analyse 

Mittels der Western Blot-Analyse und unter zu Hilfenahme von spezifischen 

Antikörpern kann ein bestimmtes Protein detektiert werden. Dafür wurden elektrophoretisch 

getrennte Proteine (Kapitel 2.3.9) mit 1x Transferpuffer auf eine Nitrozellulose-Membran 

transferiert. Dies erfolgte bei einer Stromstärke von 400 mA, die Zeit variierte zwischen 1 und 

2 h, in Abhängigkeit der Proteinmasse. Ob der Transfer erfolgreich war, konnte mittels des 

Prestained Protein Ladder (Thermo Fischer) überprüft werden. Alle nachfolgenden Schritte 

erfolgten in einem Zentrifugenröhrchen (50 mL) auf einem Rollschüttler. Um unspezifische 

Bindungen zu verhindern, wurde die Membran für 30 min in 5 % Milchpulver (1x TBS-Puffer) 

inkubiert. Der primäre Antikörper, gelöst in TBS/5 % Milchpulver wurde über Nacht bei 4 °C 

zusammen mit der Membran. Nach drei zehnminütigen Waschschritten mit 1x TBS-Tween 20 

erfolgte die Inkubation mit dem HRP-gekoppelten Zweitantikörper für 2h bei RT. Im 

Anschluss wurde die Membran zwei für 10 min mit 1x TBS-Tween 20 gewaschen, sowie 

einmal abschließend für 10 min nur mit TBS. Für die Entwicklung mit ECL-Lösung wurden 5 

mL ECL-Lösung A mit 500 µL ECL-Lösung B und 1,5 µL 30 %igem H2O2 vermischt und für 

2 min bei RT auf die Membran gegeben. Das Chemolumineszenz-Signal wurde mit einem 

Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare, USA) detektiert. Sollte die Membran für eine 

weitere Antikörper-Analyse verwendet werden, wurde die Membran zweimal in Stripping-

Puffer bei 55 °C für 1 h inkubiert, dazwischen und am Ende dreimal mit 1x TBS gewaschen. 

Nach erneuter Blockierung der Membran mit 1x TBS/5 % Milchpulver konnte ein neuer 

Primärantikörper auf die Membran gegeben werden. 

2.3.11 Immunfluoreszenzanalyse 

Bei der Immunfluoreszenzanalyse (IFA) werden mit einem Fluoreszenzfarbstoff 

konjugierte Antikörper verwendet, um Proteine innerhalb einer fixierten Probe im 

Fluoreszenzmikroskop zu visualisieren. Dabei wurden in diesem Versuchsaufbau zwei 

verschiedene Proteine gleichzeitig lokalisiert, wobei darauf geachtet wurde, dass die beiden 

Erstantikörper aus verschiedenen Organismen kamen und die Zweitantikörper mit zwei 

verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert waren. Die verwendeten Antikörper mit der 

jeweiligen Verdünnung in 1x PBS/1 % BSA sind in Tabelle 1 und Fehler! Verweisquelle 

konnte nicht gefunden werden. aufgeführt. Für den IFA wurden Ausstriche der jeweiligen 

Parasitenkultur angefertigt, luftgetrocknet und anschließend für 30 min bei RT in Aceton 
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fixiert. Mittels eines Silikonstiftes (DakoCytomation, USA) wurde der Ausstrich in vier 

gleichgroße Felder aufgeteilt. Jedes einzelne Feld wurde mit 100 µL 1x PBS 10 min rehydriert 

und anschließend 60 µL der jeweiligen Primärantikörperlösung, verdünnt in 1x PBS/1% BSA 

auf jedes Feld gegeben. Die Inkubationsdauer betrug 2 h in einer abgedunkelten feuchten 

Kammer. Danach wurde die Lösung abpipettiert und dreimal für je 10 min mit PBS auf einem 

Tischschüttler gewaschen. Anschließend wurde auf jedes Feld der entsprechende 

Zweitantikörper verdünnt in 1x PBS/1% BSA gegeben und zusätzlich noch der Kernfarbstoff 

Hoechst 33342 (1:500). Die Inkubationsdauer des Zweitantikörpers betrug 1 h, ebenfalls in 

einer abgedunkelten feuchten Kammer. Nach der Inkubation wurde der Ausstrich wie vorher 

beschrieben gewaschen, auf jedes Feld ein kleiner Tropfen MOWIOL gegeben und mit einem 

Deckglas bedeckt. Die Ausstriche wurden getrocknet und bis zur Auswertung im 

Kühlschrank gelagert. Für die Mikroskopie wurde das Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axioskop 

M1 mit einer 100x/1,4 Immersionsöllinse verwendet, sowie eine Hammatsu Orca C4742-95 

Kamera und das Zeiss Axiovision Programm. Für die Bildbearbeitung wurde das Programm 

ImageJ (National Institute of Health, USA) verwendet. 

2.3.12 Bindungsexperimente unter statischen Bedingungen 

Mit dieser Methode ist es möglich, eine quantitative Aussage darüber treffen zu 

können, in welchem Umfang die Plasmodien-Parasiten an einen spezifischen Rezeptor binden. 

Als Rezeptoren wurden entweder CD 36 oder ICAM-1 verwendet, die von transgenen CHO-

Zellen synthetisiert wurden. Gekoppelt waren diese Proteine mit einem GFP, wodurch es 

möglich war, die korrekte Proteinherstellung in den Zellen unter einem 

Fluoreszenzmikroskop zu kontrollieren. Als Negativkontrolle wurde eine CHO-Zelllinie 

verwendet, die mit einem Vektor transfiziert worden ist, in dem sich nur das gfp-Gen, aber 

kein Rezeptorgen befand (CHO-GFP). Für dieses Experiment wurde eine hoch synchronisierte 

Parasitenkultur verwendet, bei der die Parasiten ein Alter zwischen 28 und 30 Stunden 

aufwiesen. 48 h vor dem Bindungsexperiment wurden die CHO-Zellen als Triplikat in einer 

Platte mit 24 Vertiefungen ausgesät. Das Volumen pro Vertiefung betrug, falls nicht anders 

angegeben, 500 µL. Dabei befand sich in jeder Vertiefung ein rundes Deckgläschen, welches 

30 min mit 1 % Gelatine gelöst in 1x PBS überschichtet wurde. Zusätzlich wurde pro Parasiten-

Zelllinie noch eine T25-Flasche mit CHO-GFP-Zellen ausgesät (Präabsorptionsflasche). Die 

Zellzahl pro Vertiefung betrug 1,5x104 Zellen, resuspendiert in Bindungsmedium. Am Tag des 
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Bindungsversuchs wurde die Parasitämie, sowie die Zellzahl der Plasmodien bestimmt und 

diese in Bindungsmedium so verdünnt, dass die Parasitämie 5 % betrug. Zusätzlich wurde 

noch frisches Blut hinzu gegeben, so dass der Hämatokritwert bei 1 % lag. Die Lösung wurde 

30 min bei 37 °C inkubiert. 10 min vor Ablauf der Inkubationszeit wurden die 

Präabsorptionsflaschen mit 4 mL Bindungsmedium gewaschen, für 5 min bei 37 °C inkubiert 

und das Medium anschließend wieder abgesaugt. Dann wurden die Parasiten in die Flasche 

gegeben und für 1 h bei 37 °C inkubiert, wobei die Flasche alle 15 min vorsichtig geschwenkt 

wurde. Nach 45 min wurde das Medium aus den Platten mit den CHO-Zellen abgesaugt und 

diese mit Bindungsmedium für mind. 5 min bei 37 °C inkubiert. Nach einer Stunde wurden 

die präabsorbierten Parasiten in die jeweiligen Vertiefung mit den CHO-Zellen gegeben und 

für 1 h bei 37 °C inkubiert, wobei wieder alle 15 min die Platte vorsichtig geschwenkt wurde. 

Während der Inkubationszeit wurde eine neue Platte vorbereitet, in die pro Vertiefungen 600 

µL Bindungsmedium pipettiert wurden. Diese Platte wurde in einem 45 ° Winkel fixiert. 

Danach wurden die Deckgläschen mit einer Pinzette aus den Vertiefungen geholt, in 

Bechergläsern, gefüllt mit Bindungsmedium, vorsichtig gewaschen und dann für 45 min bei 

RT mit der bewachsenen Seite nach unten in die vorbereitete Platte gelegt. Im Anschluss 

wurden die Deckgläschen mit der bewachsenen Seite nach oben in eine neue Platte überführt 

und mit 1 % Glutaraldehyd (verdünnt in 1x PBS) überschichtet. Die Inkubationszeit betrug 30 

min bei RT. Die Glutaraldehydverdünnung wurde abgesaugt und die Zellen mit einer 

Giemsafärbelösung (1:10 verdünnt in weißem Puffer) 15 min bei RT gefärbt. Danach wurden 

die Zellen durch dreimaliges eintauchen in Aqua dest. gewaschen und luftgetrocknet. Die 

Deckgläschen wurden dann mit einem Tropfen CV Leica Mounting Solution mit der 

bewachsenen Seite nach unten zeigend auf einem Objektträger fixiert und über Nacht 

getrocknet. Die Auswertung erfolgte mit einem Lichtmikroskop, wobei ermittelt wurde, wie 

viele infizierte Erythrozyten an 100 CHO-Zellen gebunden haben. Als Kontrollen, dass keine 

unspezifischen Bindungen an den CHO-Zellen stattgefunden haben, wurden Deckgläschen, 

bewachsen mit CHO-GFP verwendet; für die Positivkontrolle wurde eine nicht transfizierte 

3D7-Zelllinie verwendet, deren Bindungskapazität bekannt war. 

2.3.13 Bindungsexperimente unter Flussbedingungen 

Diese Methode wurde verwendet, um die Bindungseigenschaften der iE der 

verschiedenen Transfektanten an einen ausgewählten Endothelzellrezeptor zu 
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charakterisieren. In dieser Arbeit wurde der unidirektionale Laminarfluss untersucht. Daher 

steht in dieser Arbeit der Begriff Flussbedingung für die unterschiedlichen Flussraten (mL/s). 

Um die Flussbedingung weiter zu definieren, wurde die Scherkraft verwendet. Dieses ist die 

Kraft erzeugt durch den Fluss, welche auf die Zellen wirkt. Dabei stehen die Flussrate und die 

Scherkraft in direkter Korrelation, steigt die Flussrate, so steigt auch die Scherkraft. Die 

Scherkraft wird in dyn/cm2 angegeben. 

Für die Durchführung der Experimente wurde das Flow Chamber System der Firma ibidi 

GmbH (Martinsried, Deutschland) verwendet. Dieses System ermöglicht einen 

kontinuierlichen unidirektionalen Laminarfluss bei verschiedenen wählbaren Parametern. 

Für die Steuerung wurde die PumpControl Software der Firma ibidi GmbH verwendet. 

Als Rezeptor wurde CD36 verwendet, welcher von transgenen CHO-Zellen 

synthetisiert wurde. Für diese Experimente wurden synchrone iE im Trophozoitenstadium 

(ca. 28 h nach Invasion) verwendet. 48 h vor dem Experiment wurden transfizierte CHO-

Zellen ohne Rezeptorgen in einer T75-Flasche so ausgesät, dass am Tag des Versuchs die 

Konfluenz bei ca. 80 % lag. Zusätzlich wurden 1,5 x105 CHO-CD36-Zellen in einer 

Flusskammer (µ-Slide 0,8 Luer ibiTreat) ausgesät und bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Das 

Kulturmedium enthielt den Selektionsmarker G418 (50 mg/mL). Das Kulturmedium wurde 

bis zum Versuchstag morgens und abends gewechselt. 

Am Tag vor der Versuchsdurchführung wurden die Schläuche und die Reservoire 

zusammen gebaut und für 24 h bei 37 °C vorgewärmt. Zusätzlich wurden noch ca. 50 mL 

Bindungsmedium für 24 h bei 37 °C warmgestellt. 

Am Tag der Versuchsdurchführung wurden die iE im Trophozoitenstadium wie in 

Kapitel 2.2.1.4 mittels MACS-Säule angereichert. Anschließend wurden die isolierten iE in 

Bindungsmedium aufgenommen und zusammen mit den CHO-GFP-Zellen 1 h bei 37 °C 

inkubiert (Präabsorption). Währenddessen wurden 12,6 mL Bindungsmedium in die 

Reservoire gegeben, die Flusseinheit an das Pumpensystem angeschlossen und bei 50 mbar 

gespült, bis alle Blasen aus dem System entfernt waren. Nach der Präabsorption wurden die 

pARL_PVX_XXXXXXHA iE in ein Zentrifugenröhrchen überführt und für 5 min bei 800 x g 

zentrifugiert. Anschließend wurde die Zellzahl bestimmt, 1x107 Zellen in 1 mL aufgenommen 

und in ein Reservoir gefüllt. Die Flusskammer wurde an die Flusseinheit angeschlossen, wobei 

darauf geachtet wurde, dass die Schläuche mit einer Klemme verschlossen waren. Die 

Klemme wurde bis Versuchsbeginn nicht mehr gelöst. Die Flusskammer wurde in das 
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Inversmikroskop eingebaut, die Klammer gelöst und die Kontrollprogramme für das 

Pumpensystem und für das Inversmikroskop gleichzeitig gestartet. Für das Programm der 

Flusseinheit wurden die in Tabelle 7 aufgeführten Parameter eingestellt. Für die Aufnahmen 

wurde das Inversmikroskop EVOS FL Auto (Thermo Fisher Scientific, USA) mit einer 20x/0,5 

Linse verwendet. Das Mikroskop hat alle 5 Sekunden ein Bild aufgenommen.   

Tabelle 7: Parameter für die Bindungsexperimente 

Scherkraft [dyn/cm2] 6 4 3 2 1,5 0,9 

Zeit [min] 10 10 10 10 10 30 
 

2.3.14 Auswertung der Bindungsversuche 

Die Bindungsversuche wurden mit dem Programm ImageJ (Version 1.52p, National 

Institutes of Health, USA) ausgewertet. Dafür wurden die Einzelbilder in das Programm als 

Bildsequenz importiert und die Anzahl der gebundenen iE gezählt, die bei jeder Scherkraft 

gebunden haben. 
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 Ergebnisse  

Das Ziel dieser Arbeit war es, VIR-Proteine zu identifizieren, welche die Bindung 

zwischen Endothelzellrezeptoren und infizierten Erythrozyten vermitteln. Eine solche 

Interaktion konnte bisher erst einmal für ein VIR-Protein nachgewiesen werden (Bernabeu et 

al. 2012). Deshalb wurde in dieser Arbeit von 13 VIR-Proteine die Lokalisation innerhalb des 

infizierten Erythrozyten ermittelt, Untersuchungen zu einer möglichen 

Oberflächenlokalisation durchgeführt, sowie die Bindungseigenschaften an vier 

Endothelzellrezeptoren untersucht.  

Da eine kontinuierliche Zellkultur mit P. vivax nicht möglich ist, wurde entschieden, 

eine P. falciparum Stammkultur 3D7 mit je einem VIR-Proteine zu transfizieren. Dafür wurde 

das jeweilige VIR-Protein in den sog. pARL1-Vektor kloniert, welcher eine Promotorregion 

hat, die von P. falciparum erkannt wird. Zusätzlich wurde noch die codon usage an das Genom 

von P. falciparum angepasst. Im nachfolgenden werden die infizierten Erythrozyten der 

P. falciparum-Zelllinien, welche mit einem vir-Gen transfiziert wurden, wie folgt bezeichnet: 

pARL_PVX_XXXXXXHA-iE, wobei die sechs X für die Zahl des VIR-Proteins steht; die mit der 

Stammkultur 3D7 infizierten Erythrozyten als 3D7-iE 

3.1 In silico-Analysen der 13 VIR-Proteine 

In dieser Arbeit wurden 13 VIR-Proteine aus P. vivax untersucht. Deren Auswahl 

erfolgte auf Grundlage einer vorangegangenen Arbeit (Lubiana 2017). Bei der Auswahl der 

Proteine wurde darauf geachtet, dass diese mit einer Ausnahme alle mindestens eine 

Transmembrandomäne haben und verschiedene Größen aufweisen. Das Protein ohne 

Transmembrandomäne sollte als Kontrolle verwendet werden. In Tabelle 8 ist der 

schematische Aufbau der 13 VIR-Proteine dargestellt. Des Weiteren wurden mittels einer in 

silico-Analyse nach Domänenregionen innerhalb der 13 VIR-Proteine gesucht. Dafür wurde 

das Onlineprogramm InterPro verwendet (https://www.ebi.ac.uk/interpro/; Stand 14.02.2012). 

Dabei wurde bei allen VIR-Proteinen mit Ausnahme von PVX_050690 eine 

Transmembrandomäne gefunden (Tabelle 8; Dunkelgrau). Nur in der Sequenz von 

PVX_000020 konnte ein Signalpeptid detektiert werden (Tabelle 8; Blau). Des Weiteren 

wurden die Proteine dahingehend analysiert, ob sie ein PEXEL (RxLxE/Q/D) oder PEXEL-

ähnliches Motiv (RxLxx) innerhalb der ersten 70 Aminosäuren aufweisen. Dafür wurde das 
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Onlineprogramm 3of5 verwendet (https://www.dkfz.de/mga2/3of5/3of5.html; Stand 

14.02.2020). Dabei wurde bei dem VIR-Protein PVX_096925 ein PEXEL-Motiv gefunden und 

ein PEXEL-ähnliches Motiv bei PVX_097525 und PVX_101560. Zusätzlich wurde noch nach 

einem reifen N-Terminus (MAQ/MAA/MEE) gesucht. Dieser wurde bei PVX_081850, 

PVX_107235, sowie PVX_115475 nachgewiesen (Tabelle 8; Grün).  

Tabelle 8: Übersicht über den Aufbau der für diese Arbeit ausgewählten VIR-Proteine und deren errechnete molekulare 

Masse. Angegeben ist die errechnete molekulare Masse der VIR-Proteine in kDa inklusive des 3xHA-Tags. Hellgrau: VIR-Protein; 

Dunkelgrau: Transmembrandomäne; Blau: Signalpeptid; Grün: reifer N-Terminus; Gelb: PEXEL-Motiv; Orange: PEXEL-

ähnliches Motiv; Rot: 3xHA-Tag. 

Gen-ID Schematische Darstellung kDa 
PVX_050690  51,4 
PVX_000020  32,4 
PVX_060690  76,6 
PVX_068690  62,5 
PVX_077695  64,2 
PVX_081850  71,2 
PVX_093715  58,2 
PVX_096925  33,9 
PVX_097525  60,2 
PVX_101560  54,1 
PVX_107235  68,3 
PVX_113230  47,4 
PVX_115475  44,7 

  443 AS 

  272 AS 

  694 AS 

  567 AS 

  583 AS 
646 AS   

  528 AS 

  307 AS 

  546 AS 

  491 AS 

  620 AS 

  430 AS 

  405 AS 
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3.2 Vergleich von zwei C-terminalen Markierungen für die Detektion der 

VIR-Proteine 

PVX_113230   A 

 GFP Hoechst Überlagerung Trans B 

Trophozoit 

    

 

      

Schizont 

    

 

 α-HA Hoechst Überlagerung Trans C 

Trophozoit 

    

 

      

Schizont 

    

 

Abbildung 5: Vergleich der Lokalisierung von dem GFP-Fusionsprotein PVX_113230 mit dem 3xHA-Fusionsprotein 

PVX_113230 in einer transgenen P. falciparum Zelllinie.  A: Schematische Darstellung des Fusionsproteins PVX_113230-GFP, 

bzw. -3xHA. Am C-Terminus ist der Lokalisierungsmarker dargestellt, der entweder aus einem 3xHA-Tag (rot) besteht oder aus 

GFP (grün) (Transmembrandomäne: dunkelgrau) B-C: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur 

Lokalisation des Fusionsproteins PVX_113230 in den zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Überprüfung der 

Lokalisation des Fusionsproteins mit dem Marker GFP. C: Überprüfung der Lokalisation des Fusionsproteins mit dem Marker 

3xHA. Für die Detektion des 3xHA-Tags wurde ein spezifischer Antikörper verwendet. Ein zweiter fluoreszenzmarkierter 

Antikörper wurde verwendet, um den ersten Antikörper zu detektieren. Für die Kernfärbung wurde der Farbstoff Hoechst 

verwendet. 

Um die Fusionsproteine zu detektieren, wurde an deren C-Terminus ein Marker 

fusioniert. Im ersten Versuchsansatz wurde GFP verwendet, da dadurch die Analyse der 

Fusionsproteine ohne zusätzlichen Färbeschritt im Fluoreszenzmikroskop möglich ist. In 

einem zweiten Versuchsansatz wurde als Marker ein 3xHA-Tag verwendet. Dieser ist kleiner 

als das GFP (4,3 kDa zu 26,9 kDa), jedoch ist die Detektion aufwendiger, da diese mittels eines 

Antikörpers geschieht. Aus diesem Grund wurde zuerst der erste Versuchsansatz probiert.  

Wie in Abbildung 5B zu sehen ist, wurde das GFP von der Zelle produziert. Jedoch 

zeigt sich bei der Überlagerung, dass das GFP-Signal in beiden untersuchten 

Entwicklungsstadien (Trophozoit und Schizont) mit dem Parasiten und der Kernfärbung 

kolokalisiert. Bei der Zelllinie mit dem 3xHA-Tag markierten Fusionsprotein ist ein 

  
430 AS 
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punktiertes Muster im Zytoplasma des Erythrozyten (beide untersuchten Stadien) und an der 

Erythrozytenoberfläche (nur Schizontenstadium) zu sehen (Abbildung 5C). 

3.3 Vergleich der Lokalisation von SBP1 und der ATS-Domäne der 

PfEMP1 

Um zu überprüfen, ob es eine Kolokalisation zwischen dem Signal des α-SBP1-

Antikörper (SBP1 engl. skeleton binding protein 1) und dem α-ATS-Antikörper gibt, wurde eine 

Immunfluoreszenzanalyse mit diesen beiden Antikörpern mit pARL1_PVX_081850HA-iE 

durchgeführt. 

 ATS SBP1 Hoechst Überlagerung Trans 

Trophozoit 

     
Abbildung 6: Kolokalisation zwischen den Signalen vom α-ATS-Antikörper und α-SBP1-Antikörper. 

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zur Lokalisation vom Maurer´schen Spaltenprotein SBP1 und der ATS-Domäne der 

PfEMP1 im Trophozoitenstadium des Parasiten. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Grüner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa 

Fluor 488 Für die Kernfärbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet. 

Es konnte eine partielle Kolokalisation zwischen dem Signal vom α-ATS-Antikörper 

und α-SBP1-Antikörper nachgewiesen werden, zu sehen an den gelben Punkten in Abbildung 

6, Überlagerung.  

3.4 Lokalisation von 13 VIR-Proteinen im iE und deren Kolokalisation mit 

P. falciparum spezifischen Zellkompartimenten 

Um die zu untersuchenden VIR-Proteine im infizierten Erythrozyten lokalisieren zu 

können, wurde von jedem VIR-Protein eine Immunfluoreszenzanalyse durchgeführt. Es 

wurden immer zwei spezifische Erstantikörper verwendet, wovon der eine den 3xHA-Tag 

und der andere eines der spezifischen Zellkompartimente detektiert (Protein der 

parasitophore Vakuolenmembran, Protein der Maurer´sche Spalten, das Oberflächen-

assoziierte Protein PfEMP1, sowie ein Protein aus der Erythrozytenmembran). Für die 

Visualisierung der Erstantikörper wurden zwei weitere Antikörper verwendet, welche mit 

unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen konjugierter waren. Der Zweitantikörper, welcher 

den α-HA-Antikörper detektiert, war mit dem Farbstoff Alexa Fluor 594 (rotes Signal) 

konjugiert. Der andere Zweitantikörper, welcher den Erstantikörper gegen eines der 

Zellkompartimente detektiert, war mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor 488 (grünes 
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B C 

Kolokalisation mit 

A 

B C 

Signal) konjugiert. Von jeder Transfektante wurden insgesamt 120 iE ausgezählt. Dabei wurde 

notiert, wo im iE das Signal des VIR-Proteins lokalisiert war und ob es zu einer Überlagerung 

von dem 3xHA-Signal der Fusionsproteine mit dem Signal der vier Zellkompartimente kam 

(Kolokalisation; sichtbar an den gelben Punkten in den Überlagerungsbildern). Im 

nachfolgenden sind die Ergebnisse dieser Analysen aufgeführt. 

PVX_050690 
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Abbildung 7: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_050690-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: 

Kolokalisierung des Fusionsproteins PVX_050690-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM), 

parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer´schen Spalten (MS), und ATS-Domäne des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S: 

Schizont. Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewählten Zellkompartiment. 

B, C: Übersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: Lokalisierung im Parasiten; Es wurden 

je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA-Signal ausgezählt.   

PVX_050690 ist in dieser Arbeit das einzige untersuchte VIR-Protein, bei dem keine 

Transmembrandomäne, Signalpeptid, PEXEL-, bzw. PEXEL-ähnliches Motiv oder reifer N-

Terminus vorhanden ist.  

Wie in Abbildung 8, sowie in Abbildung 7B und C zu sehen ist, wurde das Signal des 

VIR-Proteins in beiden untersuchten Entwicklungsstadien nur im Parasiten detektiert. Eine 

Kolokalisation konnte nur für das Protein der parasitophoren Vakuolenmembran (PVM), 

ETRAMP5 (Abbildung 8, Abbildung 7A) nachgewiesen werden. Es konnte keine 

Kolokalisation mit Spektrin, SBP1 oder der ATS-Domäne der PfEMP1 festgestellt werden. 
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PVX_050690 
 A 

 α-HA α-Spektrin Hoechst Überlagerung Trans B 

Trophozoit 

     

 

       

Schizont 

     

 

 α-HA α-ETRAMP Hoechst Überlagerung Trans C 

Trophozoit 

     

 

       

Schizont 

     

 

 α-HA α-SBP1 Hoechst Überlagerung Trans D 

Trophozoit 

     

 

       

Schizont 

     

 

 α-HA α-ATS Hoechst Überlagerung Trans E 

Trophozoit 

     

 

       

Schizont 

     

 

Abbildung 8: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_050690-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie.  A: Schematische 

Darstellung des Fusionsproteins PVX_050690-3xHA (3xHA: rot) B-E: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener 

Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins PVX_050690-3xHA in den zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: 

Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: 

Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: 

Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem Maurer´schen Spalten-Protein SBP1. E: Überprüfung einer 

Kolokalisation des Fusionsproteins mit der ATS-Domäne des Oberflächen-assoziierten Proteins PfEMP1. Roter 

Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Grüner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 488 Für die Kernfärbung wurde der Farbstoff 

Hoechst verwendet. 
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PVX_000020  A 

 α-HA α-Spektrin Hoechst Überlagerung Trans B 

Trophozoit 

     

 

       

Schizont 

     

 

 α-HA α-ETRAMP Hoechst Überlagerung Trans C 

Trophozoit 

     

 

       

Schizont 

     

 

 α-HA α-SBP1 Hoechst Überlagerung Trans D 

Trophozoit 

     

 

       

Schizont 

     

 

 α-HA α-ATS Hoechst Überlagerung Trans E 

Trophozoit 

     

 

       

Schizont 

     

 

Abbildung 9: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_000020-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie.  A: Schematische 

Darstellung des Fusionsproteins PVX_000020-3xHA (3xHA: rot; Transmembrandomäne: dunkelgrau; Signalpeptid: blau) B-E: 

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins PVX_000020-3xHA in den 

zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

Maurer´schen Spalten-Protein SBP1. E: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit der ATS-Domäne des 

Oberflächen-assoziierten Proteins PfEMP1. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Grüner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 

488 Für die Kernfärbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet. 
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Abbildung 10: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_000020-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: 

Kolokalisierung zwischen dem Fusionsproteins PVX_000020-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM), 

parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer´schen Spalten (MS), ATS-Domäne des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S: 

Schizont; Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewählten Zellkompartiment. 

B, C: Übersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: im Parasiten; MS: in den Maurer´schen 

Spalten; OF: an der Erythrozytenoberfläche. Es wurden je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA-Signal ausgezählt. 

Bei der Analyse der Aminosäuresequenz von PVX_000020 wurde ein Signalpeptid und 

eine Transmembrandomäne nachgewiesen (Abbildung 9A). In den IFA-Bilder (Abbildung 9) 

ist zu sehen, dass im Trophozoiten- und Schizontenstadium das Signal sowohl im Parasiten 

als auch punktuell im Zytosol des iE zu sehen ist. Dies zeigen auch die Ergebnisse der 

Auszählung bezüglich der Lokalisation (Abbildung 10B und C). Im Trophozoiten ist das 

Signal am häufigsten im Parasiten und den Maurer´schen Spalten zu sehen (59,2 %), gefolgt 

von einer Lokalisation nur im Parasiten (38,3 %) und nur zu einem geringen Teil im Parasiten 

und an der Oberfläche (2,5 %). Im Schizont verlagert sich die Verteilung des Proteins aus dem 

Parasiten heraus in den iE. Der Anteil, bei dem das Signal nur im Parasiten sichtbar war, hat 

sich auf 19,2 % verringert, ebenso wie bei der Detektion des Signals im Parasiten und in den 

Maurer´schen Spalten (40,8 %). Gering zugenommen hat der Anteil der iE, bei denen das 

Signal im Parasiten und an der Oberfläche zu sehen war (4,2 %). Des Weiteren ist das Signal 

bei 35,8 % der Schizonten nur in den Maurer´schen Spalten zu sehen.  

Es konnte keine Kolokalisation zwischen dem VIR-Protein und Spektrin beobachtet 

werden. Mit ETRAMP5 kolokalisierten im Trophozoitenstadium 100 % der mikroskopierten 

iE und im Schizontenstadium 66,7 %. Eine partielle Kolokalisation mit SBP1 fand in 43,3 % 

(Trophozoit), bzw. 70 % (Schizont) statt, zu sehen an den gelben Punkten in Abbildung 9D. 

Auch bei den Bildern mit ATS sind gelbe Punkte in beiden Stadien zu sehen. Hierbei fand eine 
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Kolokalisation im Trophozoitenstadium in 46,7 % der mikroskopierten iE statt, sowie bei 53,3 

% der iE im Schizontenstadium.   
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Abbildung 11: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_060690-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: 

Kolokalisierung zwischen dem Fusionsproteins PVX_060690-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM), 

parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer´schen Spalten (MS), ATS-Domäne des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S: 

Schizont; Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewählten Zellkompartiment. 

B, C: Übersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: im Parasiten; MS: in den Maurer´schen 

Spalten; OF: an der Erythrozytenoberfläche. Es wurden je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA-Signal ausgezählt. 

Das VIR-Protein PVX_060690 weist nur eine Transmembrandomäne und kein 

Exportsignal auf. In beiden untersuchten Stadien ist ein im Zytosol des iE verteiltes 

punktiertes Muster zu sehen, wobei im Trophozoitenstadium bei einem Teil der untersuchten 

iE das Signal ausschließlich im Parasiten detektiert wurde (12,5 %). In 70,8 % der untersuchten 

iE wurde das Signal im Parasiten und in den Maurer´schen Spalten gesehen und in 16,7 % nur 

in diesen (Abbildung 11B). In den Schizonten war das Signal bei sehr wenigen iE im Parasiten 

zu sehen (0,8 %) und hauptsächlich in den Maurer´schen Spalten (87,5 %). Des Weiteren wurde 

bei 11,7 % der Schizonten das Signal sowohl in den Maurer´schen Spalten als auch an der 

Oberfläche detektiert.  
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Abbildung 12: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_060690-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie.  A: Schematische 

Darstellung des Fusionsproteins PVX_060690-3xHA (3xHA: rot; Transmembrandomäne: dunkelgrau) B-E: 

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins PVX_060690-3xHA in den 

zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

Maurer´schen Spalten-Protein SBP1. E: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit der ATS-Domäne des 

Oberflächen-assoziierten Proteins PfEMP1. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Grüner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 

488 Für die Kernfärbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet. 
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Für Spektrin konnte keine Kolokalisation mit dem Signal von PVX_060690 beobachtet 

werden und mit ETRAMP5 nur im Trophozoitenstadium. Im Gegensatz dazu wurde eine 

Kolokalisation mit SBP1 als auch mit ATS nachgewiesen, zu sehen an den gelben Punkten 

(Abbildung 12). Bestätigt werden diese Ergebnisse durch die Auszählung der Lokalisation 

(Abbildung 11A). Mit Spektrin konnte in beiden Stadien keine Kolokalisation mit dem 

Fusionsprotein festgestellt werden und mit ETRAMP5 nur im Trophozoitenstadium (76,7 %). 

Mit SBP1 konnte eine Kolokalisation bei 83,3 % der mikroskopierten iE im 

Trophozoitenstadium gesehen werden und im Schizontenstadium bei allen untersuchten iE. 

Mit ATS konnte bei 20 % im Trophozoitenstadium, bzw. 30 % im Schizontenstadium der 

untersuchten iE eine Kolokalisation nachgewiesen werden.  
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Abbildung 13: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_068690-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: 

Kolokalisierung zwischen dem Fusionsproteins PVX_068690-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM), 

parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer´schen Spalten (MS), ATS-Domäne des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S: 

Schizont; Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewählten Zellkompartiment. 

B, C: Übersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: im Parasiten; MS: in den Maurer´schen 

Spalten; OF: an der Erythrozytenoberfläche. Es wurden je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA-Signal ausgezählt. 
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Abbildung 14: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_068690-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie.  A: Schematische 

Darstellung des Fusionsproteins PVX_068690-3xHA (3xHA: rot; Transmembrandomäne: dunkelgrau) B-E: 

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins PVX_068690-3xHA in den 

zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

Maurer´schen Spalten-Protein SBP1. E: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit der ATS-Domäne des 

Oberflächen-assoziierten Proteins PfEMP1. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Grüner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 

488 Für die Kernfärbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet. 
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Bei der in silico-Analyse wurde nur eine putative Transmembrandomäne gefunden. 

Überwiegend lokalisiert das Protein in den Maurer´schen Spalten, sowohl im Trophozoiten 

(65,8 %) als auch im Schizonten (65,3 %). Zusätzlich dazu wurde das Protein im 

Trophozoitenstadium im Parasiten (0,8 %), im Parasiten und in den Maurer´schen Spalten 

(21,7 %) und in den Maurer´schen Spalten und an der Oberfläche (11,7 %) detektiert. Im 

Schizontenstadium lokalisiert das Protein nur bei 0,8 % der untersuchten iE im Parasiten. Bei 

33,9 % der iE konnte das Signal in den Maurer´schen Spalten und an der Oberfläche 

nachgewiesen werden (Abbildung 13B und C). 

Für Spektrin konnte eine geringe Kolokalisation mit PVX_068690 nachgewiesen 

werden (Trophozoit: 6,7 %, Schizont: 30 %). Mit ETRAMP5 kam es im Trophozoitenstadium 

bei 36,7 % der mikroskopierten iE zu einer Kolokalisation, allerdings wurde keine im 

Schizonten beobachtet. Bei SBP1 gab es dagegen im Trophozoiten- als auch im 

Schizontenstadium bei allen untersuchten iE eine Kolokalisation. Dies ist auch an den gelben 

Punkten in den IFA-Bildern zu sehen (Abbildung 14D). Ähnlich ist es mit ATS, dort kommt es 

in beiden untersuchten Stadien bei 96,7 % aller iE zu einer Kolokalisation zwischen dem 

Protein und ATS, ebenfalls an den gelben Punkten zu sehen (Abbildung 14E). 
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Abbildung 15: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_077695-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: 

Kolokalisierung zwischen dem Fusionsproteins PVX_077695-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM), 

parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer´schen Spalten (MS), ATS-Domäne des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S: 

Schizont; Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewählten Zellkompartiment. 

B, C: Übersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: im Parasiten; MS: in den Maurer´schen 

Spalten; OF: an der Erythrozytenoberfläche. Es wurden je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA-Signal ausgezählt. 
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Abbildung 16: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_077695-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie.  A: Schematische 

Darstellung des Fusionsproteins PVX_077695-3xHA (3xHA: rot; Transmembrandomäne: dunkelgrau) B-E: 

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins PVX_077695-3xHA in den 

zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

Maurer´schen Spalten-Protein SBP1. E: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit der ATS-Domäne des 

Oberflächen-assoziierten Proteins PfEMP1. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Grüner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 

488 Für die Kernfärbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet. 
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Auch bei dem VIR-Protein PVX_077695 wurde in der in silico-Analyse nur eine 

Transmembrandomäne, jedoch kein Exportsignal gefunden. In beiden Stadien lokalisiert es 

hauptsächlich im Parasiten und den Maurer´schen Spalten (Trophozoit: 70,8 %, Schizont: 

76,0 %) oder nur in den Maurer´schen Spalten (Trophozoit: 22,5 %, Schizont: 14,0 %). Im 

Schizontenstadium lokalisiert es zusätzlich noch zu 7,4 % in den Maurer´schen Spalten und 

an der Oberfläche (Abbildung 15B und C). 

In den IFA-Bildern (Abbildung 16) ist die Akkumulation des Proteins im Parasiten sehr 

gut zu sehen, besonders bei den Parasiten im Trophozoitenstadium. Zusätzlich dazu ist eine 

punktuelle Verteilung des Signals über den gesamten iE sichtbar. Mit Spektrin war nur im 

Schizonten eine Kolokalisation mit dem Fusionsprotein sichtbar (10 %), bei ETRAMP5 

dagegen in beiden Stadien bei 70 % der mikroskopierten iE. Bei allen untersuchten iE in beiden 

Stadien konnte eine Kolokalisation mit SBP1 detektiert werden, sichtbar an den gelben 

Punkten in Abbildung 16D. Mit ATS haben 96,7 % der iE im Trophozoitenstadium 

kolokalisiert und 93,3 % im Schizonten, ebenfalls an den gelben Punkten in Abbildung 16 zu 

sehen. 
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Abbildung 17: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_081850-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: 

Kolokalisierung zwischen dem Fusionsproteins PVX_081850-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM), 

parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer´schen Spalten (MS), ATS-Domäne des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S: 

Schizont; Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewählten Zellkompartiment. 

B, C: Übersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: im Parasiten; MS: in den Maurer´schen 

Spalten; OF: an der Erythrozytenoberfläche. Es wurden je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA-Signal ausgezählt. 
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Abbildung 18: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_081850-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie.  A: Schematische 

Darstellung des Fusionsproteins PVX_081850-3xHA (3xHA: rot; Transmembrandomäne: dunkelgrau; Reifer N-Terminus: Grün) 

B-E: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins PVX_081850-3xHA in 

den zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

Maurer´schen Spalten-Protein SBP1. E: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit der ATS-Domäne des 

Oberflächen-assoziierten Proteins PfEMP1. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Grüner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 

488 Für die Kernfärbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet. 

 

646 AS 
  



Ergebnisse 

 61 

Bei der Analyse der Aminosäuresequenz des VIR-Protein PVX_081850 wurde neben 

einer Transmembrandomäne auch ein reifer N-Terminus vorhergesagt. Bei 8,3 % der 

untersuchten iE wurde das Signal im Parasiten nachgewiesen. Eine Lokalisation im Parasiten 

und den Maurer´schen Spalten, wie sie in den IFA-Bildern zu sehen ist (Abbildung 18), wurde 

bei 74,2 % der mikroskopierten iE gesehen. 17,5 % der iE lokalisierten nur in den Maurer´schen 

Spalten. Im Schizontenstadium dagegen wurde das Protein nur bei 0,8 % der mikroskopierten 

iE im Parasiten und den Maurer´schen Spalten detektiert, dagegen bei 81,7 % in den 

Maurer´schen Spalten alleine und bei 17,5 % noch zusätzlich an der Oberfläche des iE 

(Abbildung 17B und C). 

Mit Spektrin kolokalisiert das VIR-Protein bei 13,3 % der untersuchten iE, allerdings 

nur im Schizontenstadium. Die Kolokalisation mit ETRAMP5 betrug 86,7 % im Trophozoiten- 

und 3,3 % im Schizontenstadium. Für SBP1 beträgt die Kolokalisationsrate mit PVX_081850 

im Trophozoitenstadium 93,3 % und im Schizontenstadium 100 %. Dies ist in den IFA-Bildern 

in Abbildung 18D an den gelben Punkten zu sehen. Bei ATS zeigt sich ein Unterschied 

zwischen den beiden Stadien; im Trophozoitenstadium kolokalisieren nur 33,3 % der 

mikroskopierten iE mit ATS, während es im Schizontenstadium 80 % sind. Auch dies ist in 

den IFA-Bildern in Abbildung 18E an den gelben Punkten zu sehen. 
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Abbildung 19: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_093715-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie.  A: Schematische 

Darstellung des Fusionsproteins PVX_093715-3xHA (3xHA: rot; Transmembrandomäne: dunkelgrau) B-E: 

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins PVX_093715-3xHA in den 

zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

Maurer´schen Spalten-Protein SBP1. E: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit der ATS-Domäne des 

Oberflächen-assoziierten Proteins PfEMP1. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Grüner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 

488 Für die Kernfärbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet. 
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Abbildung 20: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_093715-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: 

Kolokalisierung zwischen dem Fusionsproteins PVX_093715-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM), 

parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer´schen Spalten (MS), ATS-Domäne des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S: 

Schizont; Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewählten Zellkompartiment. 

B, C: Übersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: im Parasiten; MS: in den Maurer´schen 

Spalten; OF: an der Erythrozytenoberfläche. Es wurden je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA-Signal ausgezählt. 

Bei der in silico-Analyse der Aminosäuresequenz vom VIR-Protein PVX_093715 wurde 

nur eine Transmembrandomäne vorhergesagt. Das Protein zeigt in beiden untersuchten 

Stadien eine punktuelle Verteilung über den gesamten iE, allerdings im Trophozoitenstadium 

auch eine Akkumulation des Signals im Parasiten (Abbildung 19). Bei 76,7 % der untersuchten 

iE im Trophozoitenstadium war das Signal des VIR-Proteins sowohl im Parasiten als auch in 

den Maurer´schen Spalten sichtbar, bei 15 % nur in den Maurer´schen Spalten und bei 8,3 % 

nur im Parasiten. Im Schizontenstadium wurde das Signal bei 88,4 % der mikroskopierten iE 

in den Maurer´schen Spalten detektiert und zusätzlich an der Oberfläche (8,3 %), bzw. im 

Parasiten (3,3 %). 

Nur bei 8,3 % der untersuchten iE im Schizontenstadium kolokalisierte das VIR-Protein 

mit Spektrin, wohingegen es bei 86,7 % der iE mit ETRAMP5 kolokalisiert, aber nur im 

Trophozoitenstadium. Mit SBP1 wurde eine hohe Kolokalisationsrate festgestellt (Trophozoit: 

93,3 %, Schizont: 100 %), sichtbar an den gelben Punkten in Abbildung 19D. PVX_093715 

kolokalisierte mit ATS in 36,7 % der untersuchten iE (Trophozoit), bzw. 53,3 % (Schizont), 

ebenfalls in Abbildung 19E an den gelben Färbung zu sehen. 
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Abbildung 21: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_096925-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie.  A: Schematische 

Darstellung des Fusionsproteins PVX_096925-3xHA (3xHA: rot; Transmembrandomäne: dunkelgrau; PEXEL-Motiv: gelb) B-E: 

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins PVX_096925-3xHA in den 

zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

Maurer´schen Spalten-Protein SBP1. E: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit der ATS-Domäne des 

Oberflächen-assoziierten Proteins PfEMP1. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Grüner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 

488 Für die Kernfärbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet. 
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Abbildung 22: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_096925-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: 

Kolokalisierung zwischen dem Fusionsproteins PVX_096925-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM), 

parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer´schen Spalten (MS), ATS-Domäne des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S: 

Schizont; Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewählten Zellkompartiment. 

B, C: Übersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: im Parasiten; MS: in den Maurer´schen 

Spalten; OF: an der Erythrozytenoberfläche. Es wurden je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA-Signal ausgezählt. 

Das VIR-Protein PVX_096925 ist das einzige Protein in dieser Arbeit, bei dem neben 

der putativen Transmembrandomäne ein PEXEL-Motiv vorhergesagt wurde. In den IFA-

Bildern ist teilweise eine Akkumulation des Signals im Parasiten zu sehen, sowie eine 

punktuelle Verteilung des Signals im Zytosol der Wirtszelle. In den Lokalisationsstudien 

zeigte sich im Trophozoitenstadium hauptsächlich eine Verteilung in den Maurer´schen 

Spalten (45 %) oder im Parasiten und den Maurer´schen Spalten (37,5 %). Nur in 17,5 % der 

untersuchten iE lokalisierte das Protein im Parasiten (Abbildung 22B). Im Schizontenstadium 

lokalisiert das Protein in 80 % der mikroskopierten iE in den Maurer´schen Spalten, bei 14,2 % 

zusätzlich an der Oberfläche, bzw. bei 5,8 % zusätzlich im Parasiten (Abbildung 22C). 

Mit Spektrin kolokalisiert das VIR-Protein nur im Schizontenstadium bei 10 % der 

untersuchten iE, nicht im Trophozoitenstadium. Eine Kolokalisation mit ETRAMP5 wurde bei 

50 % der untersuchten Trophozoiten, bzw. 7 % der Schizonten gesehen. Bei 80 % der iE im 

Trophozoiten- und 100 % im Schizontenstadium wurde eine Kolokalisation mit SBP1 gesehen. 

Bei ATS liegt die Kolokalisationsrate bei 26,7 % (Trophozoit), bzw. 46,7 % (Schizont).  
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Abbildung 23: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_097525-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie.  A: Schematische 

Darstellung des Fusionsproteins PVX_097525-3xHA (3xHA: rot; Transmembrandomäne: dunkelgrau; Pexel-ähnliches Motiv: 

orange) B-E: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins PVX_097525-

3xHA in den zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit 

dem Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

Maurer´schen Spalten-Protein SBP1. E: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit der ATS-Domäne des 

Oberflächen-assoziierten Proteins PfEMP1. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Grüner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 

488 Für die Kernfärbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet. 
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Abbildung 24: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_097525-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: 

Kolokalisierung zwischen dem Fusionsproteins PVX_097525-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM), 

parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer´schen Spalten (MS), ATS-Domäne des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S: 

Schizont; Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewählten Zellkompartiment. 

B, C: Übersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: im Parasiten; MS: in den Maurer´schen 

Spalten; OF: an der Erythrozytenoberfläche. Es wurden je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA-Signal ausgezählt. 

PVX_097525 ist eines von zwei Proteinen, bei dessen in silico-Analyse ein PEXEL-

ähnliches Motiv und eine putative Transmembrandomäne vorhergesagt wurde. Auch hier 

wurde das Signal des Proteins wieder als punktiertes Muster im Zytosol der Wirtszelle 

gesehen, sowie akkumuliert im Parasiten. In den Lokalisationsstudien vom 

Trophozoitenstadium wurde das Protein bei 77,5 % der untersuchten iE im Parasiten und den 

Maurer´schen Spalten detektiert und bei 20,8 % nur im Parasiten. Nur bei 1,7 % der 

untersuchten iE lokalisierte das Protein ausschließlich in den Maurer´schen Spalten. Im 

Schizontenstadium dagegen lokalisierte das Protein hauptsächlich in den Maurer´schen 

Spalten (65 %) und nur zu 26,7 % im Parasiten und den Maurer´schen Spalten. Bei 3,3 % der 

untersuchten iE lokalisierte es im Parasiten und bei 5 % in den Maurer´schen Spalten und an 

der Oberfläche. 

Mit Spektrin kolokalisiert das Protein in keinem der beiden Stadien, dagegen mit 

ETRAMP5 zu 100 % im Trophozoitenstadium und zu 40 % im Schizontenstadium. 

PVX_097525 kolokalisiert mit SBP1 im Trophozoitenstadium bei 86,7 % der untersuchten iE 

und im Schizontenstadium bei 96,7 %. Auch mit ATS kolokalisiert das VIR-Protein, zu 40 % 

im Trophozoitenstadium und zu 50 % im Schizontenstadium. Die Kolokalisation ist an den 

gelben Punkten in Abbildung 23 zu sehen.  
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Abbildung 25: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_101560-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie.  A: Schematische 

Darstellung des Fusionsproteins PVX_101560-3xHA (3xHA: rot; Transmembrandomäne: dunkelgrau; Reifer N-Terminus: grün; 

Pexel-ähnliches Motiv: orange) B-E: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur Lokalisation des 

Fusionsproteins PVX_101560-3xHA in den zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Überprüfung einer 

Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Überprüfung einer 

Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: Überprüfung einer 

Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem Maurer´schen Spalten-Protein SBP1. E: Überprüfung einer Kolokalisation des 

Fusionsproteins mit der ATS-Domäne des Oberflächen-assoziierten Proteins PfEMP1. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 

594; Grüner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 488 Für die Kernfärbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet. 
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Abbildung 26: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_101560-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: 

Kolokalisierung zwischen dem Fusionsproteins PVX_101560-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM), 

parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer´schen Spalten (MS), ATS-Domäne des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S: 

Schizont; Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewählten Zellkompartiment. 

B, C: Übersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: im Parasiten; MS: in den Maurer´schen 

Spalten; OF: an der Erythrozytenoberfläche. Es wurden je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA-Signal ausgezählt. 

Für das VIR-Protein PVX_101560 wurde ein PEXEL-ähnliches Motiv, ein reifer N-

Terminus und eine Transmembrandomäne vorhergesagt. Auch bei diesem Protein wurde das 

Signal sowohl im Parasiten als auch punktuell über den gesamten iE verteilt gesehen. Im 

Trophozoitenstadium wurde bei 5 % der untersuchten iE das Signal des Proteins im Parasiten 

detektiert, in 75,8 % im Parasiten und den Maurer´schen Spalten und in 19,2 % nur in den 

Maurer´schen Spalten (Abbildung 26B). Im Schizontenstadium verschiebt sich die Verteilung 

und das Signal des Proteins wurde vermehrt in den Maurer´schen Spalten detektiert (66,7 %), 

sowie in diesen und an der Oberfläche des iE (28,3 %). Am seltensten wurde das Protein im 

Parasiten und den Maurer´schen Spalten detektiert (5,0 %; Abbildung 26C).  

Bei 16,7 % der untersuchten iE kolokalisierte PVX_101560 mit Spektrin im 

Schizontenstadium, jedoch nicht im Trophozoitenstadium. Mit ETRAMP5 kolokalisierte das 

Protein bei 73,3 % der untersuchten iE im Trophozoitenstadium, bzw. 6,7 % im 

Schizontenstadium. Die Kolokalisation mit SBP1 betrug in beiden Stadien 100 %. Mit ATS 

kolokalisiert das VIR-Protein im Trophozoitenstadium bei 23,3 % der mikroskopierten iE und 

im Schizontenstadium bei 50 % (Abbildung 26A). In den IFA-Bildern ist die Kolokalisation in 

der Überlagerung an den gelben Punkten zu sehen (Abbildung 25D und E). 
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Abbildung 27: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_107235-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie.  A: Schematische 

Darstellung des Fusionsproteins PVX_107235-3xHA (3xHA: rot; Transmembrandomäne: dunkelgrau) B-E: 

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins PVX_107235-3xHA in den 

zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

Maurer´schen Spalten-Protein SBP1. E: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit der ATS-Domäne des 

Oberflächen-assoziierten Proteins PfEMP1. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Grüner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 

488 Für die Kernfärbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet. 
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Abbildung 28: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_107235-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: 

Kolokalisierung zwischen dem Fusionsproteins PVX_107235-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM), 

parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer´schen Spalten (MS), ATS-Domäne des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S: 

Schizont; Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewählten Zellkompartiment. 

B, C: Übersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: im Parasiten; MS: in den Maurer´schen 

Spalten; OF: an der Erythrozytenoberfläche. Es wurden je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA-Signal ausgezählt. 

Das VIR-Protein PVX_107235 weist neben einer putativen Transmembrandomäne 

keine anderen Exportsignale auf. Das Signal wurde sowohl punktiert verteilt über den 

gesamten Erythrozyten detektiert als auch nur im Parasiten. Im Trophozoitenstadium wurde 

das Protein bei 15,8 % aller untersuchten iE im Parasiten detektiert und bei 31,7 % zusätzlich 

noch in den Maurer´schen Spalten. Ausschließlich in diesen lokalisierte es bei 52,5 % der 

mikroskopierten iE (Abbildung 28B). Im Schizontenstadium wurde das Signal des Proteins bei 

3,3 % der untersuchten iE im Parasiten und den Maurer´schen Spalten lokalisiert, aber zu 83,4 

% nur in den Maurer´schen Spalten. In den Maurer´schen Spalten und an der Oberfläche 

wurde es bei 13,3 % der untersuchten iE gefunden (Abbildung 28C). 

Mit Spektrin findet im Trophozoitenstadium keine Kolokalisation statt und im 

Schizontenstadium bei 10 % der untersuchten iE. Eine Kolokalisation des Proteins mit 

ETRAMP5 findet bei 50 % der untersuchten iE (Trophozoit), bzw. 7 % (Schizont) statt. Die 

höchste Kolokalisationsrate wurde in beiden Stadien mit SBP1 nachgewiesen (Trophozoit: 

80 %, Schizont: 100 %). Auch mit ATS kommt es in beiden Stadien zu einer Kolokalisation 

(Trophozoit: 26,7 %, Schizont: 46,7 %). Die Kolokalisation ist in den IFA-Abbildung 27D und 

E an den gelben Punkten zu sehen.   
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Abbildung 29: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_113230-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie.  A: Schematische 

Darstellung des Fusionsproteins PVX_113230-3xHA (3xHA: rot; Transmembrandomäne: dunkelgrau) B-E: 

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins PVX_113230-3xHA in den 

zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

Maurer´schen Spalten-Protein SBP1. E: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit der ATS-Domäne des 

Oberflächen-assoziierten Proteins PfEMP1. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Grüner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 

488 Für die Kernfärbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet.  
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Abbildung 30: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_113230-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: 

Kolokalisierung zwischen dem Fusionsproteins PVX_113230-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM), 

parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer´schen Spalten (MS), ATS-Domäne des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S: 

Schizont; Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewählten Zellkompartiment. 

B, C: Übersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: im Parasiten; MS: in den Maurer´schen 

Spalten; OF: an der Erythrozytenoberfläche. Es wurden je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA-Signal ausgezählt. 

Bei der in silico-Analyse des VIR-Proteins PVX_113230 wurde nur eine 

Transmembrandomäne vorhergesagt. Auch hier wurde eine punktuelle Verteilung über den 

gesamten iE und eine Lokalisation im Parasiten beobachtet. Im Trophozoitenstadium 

lokalisierte das Protein bei 56,7 % aller mikroskopierten iE im Parasiten und den Maurer´schen 

Spalten. Des Weiteren wurde es bei 9,2 % nur im Parasiten und bei 0,8 % zusätzlich an der 

Oberfläche nachgewiesen. Bei 33,3 % aller untersuchten iE wurde PVX_113230 nur in den 

Maurer´schen Spalten detektiert (Abbildung 30B). Im Schizontenstadium lokalisiert es bei 45,8 

% aller untersuchten iE in die Maurer´schen Spalten und bei 45,8% zusätzlich noch an der 

Oberfläche. Im Parasiten und den Maurer´schen Spalten wurde es bei 5 % der untersuchten iE 

detektiert und bei 3,4 % im Parasiten und an der Oberfläche (Abbildung 30C). 

Mit Spektrin kolokalisierte das Protein nur im Schizontenstadium (23,3 %). Bei der 

Kolokalisation mit ETRAMP5 wurde bei 70 % der Trophozoiten und bei 13,3 % der Schizonten 

eine Übereinstimmung detektiert. PVX_113230 kolokalisierte im Trophozoitenstadium bei 

83,3 % der mikroskopierten iE mit SBP1 und zu 100 % im Schizontenstadium. Auch mit ATS 

konnte eine Kolokalisation beobachtet werden (Trophozoit: 53,3 %, Schizont: 53,3 %). Die 

Kolokalisationen mit SBP1 und ATS sind in den IFA-Bildern durch die gelben Punkte sichtbar 

(Abbildung 29D und E). 
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Abbildung 31: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_115475-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: 

Kolokalisierung zwischen dem Fusionsproteins PVX_115475-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM), 

parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer´schen Spalten (MS), ATS-Domäne des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S: 

Schizont; Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewählten Zellkompartiment. 

B, C: Übersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: im Parasiten; MS: in den Maurer´schen 

Spalten; OF: an der Erythrozytenoberfläche. Es wurden je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA-Signal ausgezählt. 

Das VIR-Protein PVX_115475 weist in seiner Aminosäuresequenz neben einer putative 

Transmembrandomäne auch einen reifen N-Terminus auf. Das Signal des Proteins wurde 

überwiegend im Parasiten und punktuell über den iE verteilt detektiert. Im 

Trophozoitenstadium ist das Protein bei 27,5 % der untersuchten iE im Parasiten lokalisiert 

und bei 72,5 % zusätzlich in den Maurer´schen Spalten (Abbildung 31B). Im 

Schizontenstadium lokalisierte das Protein bei 58,3 % der untersuchten iE im Parasiten und 

den Maurer´schen Spalten und bei 41,7 % nur in diesen (Abbildung 31C). 

Mit Spektrin konnte in keinem der beiden Stadien eine Kolokalisation festgestellt 

werden, dagegen kolokalisieren alle iE im Trophozoitenstadium mit ETRAMP5 und 56,7 % im 

Schizontenstadium. Bei der Kolokalisation mit SBP1 sind dies 73,3 % (Trophozoit), bzw. 100 

% (Schizont) und mit ATS kolokalisieren 36,7 % der iE im Trophozoitenstadium und 43,3 % 

im Schizontenstadium. Auch bei diesem VIR-Protein ist die Kolokalisation in den IFA-Bildern 

an den gelben Punkten zu sehen (Abbildung 32). 

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse 

 75 

PVX_115475  A 
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Abbildung 32: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_115475-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie.  A: Schematische 

Darstellung des Fusionsproteins PVX_115475-3xHA (3xHA: rot; Transmembrandomäne: dunkelgrau; Reifer N-Terminus: grün) 

B-E: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins PVX_115475-3xHA in 

den zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem 

Maurer´schen Spalten-Protein SBP1. E: Überprüfung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit der ATS-Domäne des 

Oberflächen-assoziierten Proteins PfEMP1. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Grüner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 

488 Für die Kernfärbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet. 
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3.5 Detektion einer möglichen Oberflächenlokalisation der 13 

untersuchten VIR-Proteine mittels Western Blot-Analyse 

Mit der Western Blot-Analyse sollte eine mögliche Oberflächenlokalisation bestätigt 

werden. Dafür wurden iE, welche sich im späten Schizontenstadium befanden, gesammelt 

und in zwei gleich große Proben geteilt. Die eine Probe wurde mit dem Enzym Trypsin 

versetzt, wodurch alle sich auf der Oberfläche befindlichen Proteine abgebaut wurden. Die 

andere Probe wurde nicht mit Trypsin behandelt und diente im weiteren Verlauf als Kontrolle. 

Nach der Inkubation mit dem Enzym wurden beide Proben für die Western Blot-Analyse 

aufgearbeitet und mittels dieser untersucht. Dabei erfolgten insgesamt drei Analysen mit drei 

verschiedenen Antikörpern. Für die erste Analyse wurde ein Antikörper verwendet, welcher 

das Maurer´sche Spalten-Protein SBP1 detektiert. Diese Analyse war eine Kontrolle, ob die 

verwendete Probenmenge gleich war. Bei der zweiten Analyse wurde ein Antikörper benutzt, 

welcher an die ATS-Domäne der PfEMP1 bindet. Dies war die Kontrolle, ob der enzymatische 

Abbau erfolgreich war. Dabei sollte das Signal der mit Trypsin behandelten Probe im 

Vergleich schwächer sein als das Signal von dessen Kontrolle. Bei der dritten Analyse wurde 

geprüft, ob das VIR-Protein eine Oberflächenlokalisation aufweist. Dafür wurde der α-HA-

Antikörper verwendet. Wurde ein Unterschied in der Signalintensität zwischen der mit 

Trypsin behandelten Probe und der Kontrolle festgestellt, so deutet dies auf eine 

Oberflächenlokalisation hin. Für alle drei Analysen wurde neben dem spezifischen 

Erstantikörper noch ein zweiter Antikörper verwendet, welcher an den ersten bindet und mit 

dem Enzym HRP (engl. horseradish peroxidase) konjugiert ist.  

Im nachfolgenden sind die Ergebnisse der Western Blot-Analyse aufgeführt.  
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Abbildung 33: Kontrolle der verwendeten Probenmenge von 8 VIR-Fusionsproteinen. Trophozoiten (30 h nach Invasion) 

wurden mittels MACS angereichert. Jede Probe wurde in zwei Teile geteilt, der eine Teil als Kontrolle auf Eis gelagert (K: 

Kontrolle), während der andere Teil mit Trypsin behandelt wurde (P: Trypsin-behandelte Probe). Im Anschluss wurden beide 

Proben mit einem hypotonen Puffer lysiert, der Überstand und das Sediment durch Zentrifugation getrennt und das Sediment 

anschließend mittels Western Blot und Immunfärbung analysiert. In jede Bahn wurde ein Äquivalent von 1x 107 Zellen geladen. 

Die Detektion erfolgte mittels α-SBP-1-Antikörper (1:2000). uiRBC: uninfizierte Erythrozyten; 3D7: nicht transfizierter 

P. falciparum 3D7-Laborstamm; PVX_XXXXXX: mit dem Fusionsprotein transfizierter P. falciparum 3D7-Laborstamm. 

Mit dieser Western Blot-Analyse wurde kontrolliert, ob die aufgetragene Probemenge 

zwischen der Kontrolle und der jeweiligen Probe äquivalent zueinander ist. Als weitere 

Kontrolle, ob der α-SBP1 Antikörper spezifisch reagiert, wurden nicht infizierte Erythrozyten 

(Negativkontrolle, Bahn 1) und mit der Stammkultur 3D7 infizierte Erythrozyten 

(Positivkontrolle, Bahn 2) aufgetragen. 

Für alle untersuchten Transfektanten ergab die Western Blot-Analyse eine gleiche 

Signalintensität für SBP1 zwischen der Kontrolle und der jeweiligen Probe (Abbildung 33). 
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Abbildung 34: Kontrolle des enzymatischen Abbaus der Proteine auf der Erythrozytenmembran mittels PfEMP1. 

Trophozoiten (30 h nach Invasion) wurden mittels MACS angereichert. Jede Probe wurde in zwei Teile geteilt, der eine Teil als 

Kontrolle auf Eis gelagert (K: Kontrolle), während der andere Teil mit Trypsin behandelt wurde (P: Trypsin-behandelte Probe). 

Im Anschluss wurden beide Proben mit einem hypotonen Puffer lysiert, der Überstand und das Sediment durch Zentrifugation 

getrennt und das Sediment anschließend mittels Western Blot und Immunfärbung analysiert. In jede Bahn wurde ein Äquivalent 

von 1x 107 Zellen geladen. Die Detektion erfolgte mittels α-ATS-Antikörper (1:500). uiRBC: uninfizierte Erythrozyten; 3D7: nicht 

transfizierter P. falciparum 3D7-Laborstamm; PVX_XXXXXX: mit dem Fusionsprotein transfizierter P. falciparum 3D7-

Laborstamm. 

PfEMP1 sind auf der Oberfläche von iE situiert und sind aus mehreren Domänen 

aufgebaut, u. a. der am C-Terminus lokalisierten ATS-Domäne. Diese Domäne wird von einem 

spezifischen Antikörper erkannt, wodurch die Detektion der PfEMP1 in der Western Blot-

Analyse möglich ist. In dieser Arbeit wurde der Antikörper als Kontrolle verwendet, ob der 

enzymatische Abbau des extrazellulären Teils des PfEMP1 Proteins mittels Trypsin erfolgreich 

war oder nicht. Dabei wird erwartet, dass die mit Trypsin behandelten Proben ein 

schwächeres Signal zeigen als die PBS-Kontrolle der jeweiligen Proben. Als Kontrollen 

wurden ebenfalls wieder uninfizierte Erythrozyten und die Stammkultur 3D7 verwendet. Ein 

Signal sollte nur bei der Stammkultur detektiert werden, jedoch nicht bei der Kontrolle mit 

den uninfizierten Erythrozyten. 

Eine Abnahme des Signals wurde nur bei den Proben von PVX_097525 und 

PVX_115475 beobachtet. Bei allen anderen VIR-Proteinen konnte keine Signalabnahme 

beobachtet werden. Die Western Blot-Analyse von PVX_068690 und PVX_096925 war nicht 

erfolgreich. Bei den Proben von PVX_060690, PVX_093715, PVX_101560 und PVX_113230 

konnte in der Signalintensität zwischen PBS-Kontrolle und mit Trypsin behandelter Probe 

kein Unterschied festgestellt werden.  
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Abbildung 35: Untersuchung der Oberflächenassoziation von 8 VIR-Proteinen. Trophozoiten (30 h nach Invasion) wurden 

mittels MACS angereichert. Jede Probe wurde in zwei Teile geteilt, der eine Teil als Kontrolle auf Eis gelagert (K: Kontrolle), 

während der andere Teil mit Trypsin behandelt wurde (P: Trypsin-behandelte Probe). Im Anschluss wurden beide Proben mit 

einem hypotonen Puffer lysiert, der Überstand und das Sediment durch Zentrifugation getrennt und das Sediment anschließend 

mittels Western Blot und Immunfärbung analysiert. In jede Bahn wurde ein Äquivalent von 1x 107 Zellen geladen. Die Detektion 

erfolgte mittels α-HA (1:3000). Der rote Pfeil markiert das VIR-Protein mit errechneten molekularen Masse. uiRBC: uninfizierte 

Erythrozyten; 3D7: nicht transfizierter P. falciparum 3D7-Laborstamm; PVX_XXXXXX: mit dem Fusionsprotein transfizierter 

P. falciparum 3D7-Laborstamm. 

B 

C 
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Bei den Western Blot-Analysen mit dem α-HA-Antikörper wurden als Kontrolle 

ebenfalls nicht infizierte Erythrozyten und die nicht transfizierte Stammkultur 3D7 

verwendet. Bei beiden Kontrollen sollte kein Signal detektiert werden. Bei der Betrachtung der 

Bilder sieht man jedoch, dass in der Bahn von der Stammkultur 3D7 in Abbildung 35A ein 

Signal bei 37 kDa zu sehen ist. Jedoch ist in den anderen Western Blot-Analysen kein Signal 

zu sehen, obwohl für alle Analysen dieselben Proben der Stammkultur 3D7 verwendet 

wurden. 

Die errechnete molekulare Masse von PVX_113230 inklusive dem 3xHA-Tag beträgt 

47,4 kDa. Bei der Western Blot-Analyse von PVX_113230 wurden mehrere Signale detektiert, 

u.a. ein schwaches Signal bei ca. 50 kDa. Das stärkste Signal liegt bei ca. 30 kDa. Weitere 

eindeutige Signale sind bei ca. 37 kDa, 38 kDa, 60 kDa sowie 110 kDa sichtbar. Es konnte kein 

Unterschied in der Signalintensität zwischen der Kontrolle und der Probe festgestellt werden 

(Abbildung 35A). 

Für PVX_060690 inklusive dem 3xHA-Tag wurde eine molekulare Masse von 76,6 kDa 

ausgerechnet. In der Western Blot-Analyse sind insgesamt sechs Signale zu sehen, wobei ein 

sehr schwaches bei ca. 80 kDa zu sehen ist. Das stärkste Signal ist bei ca. 37 kDa sichtbar. Die 

weiteren Signale wurden bei ca. 20 kDa, 25 kDa, 60 kDa, und 110 kDa detektiert. Die Signale 

der Kontrolle und der Probe weisen die gleiche Signalintensität auf (Abbildung 35A). 

Bei der Wester Blot-Analyse von PVX_115475 wurden vier Signale von ca. 24 kDa, 

35 kDa, 36 kDa und ca. 50 kDa detektiert. Die errechnete molekulare Masse des 

Fusionsproteins beträgt 44,7 kDa. Zwischen der Kontrolle und der Probe wurde kein 

Unterschied in der Signalintensität nachgewiesen (Abbildung 35A).  

Die errechnete molekulare Masse für PVX_093715 inklusive dem 3xHA-Tag beträgt 

58,2 kDa. In der Western Blot-Analyse wurde nur ein Signal bei ca. 60 kDa detektiert. In der 

Signalintensität zwischen Kontrolle und Probe konnte kein Unterschied festgestellt werden 

(Abbildung 35A). 

Bei der Western Blot-Analyse von PVX_101560 wurde nur ein Signal bei ca. 68 kDa 

detektiert. Die molekulare Masse des VIR-Proteins inklusive dem 3xHA-Tag beträgt 54,1 kDa. 

Bei der Intensität der Signale zwischen Kontrolle und Probe konnte kein Unterschied 

nachgewiesen werden (Abbildung 35A). 

Die errechnete molekulare Masse von PVX_097525 inklusive dem 3xHA-Tag beträgt 

60,2 kDa. In der Western Blot-Analyse konnte nur ein Signal bei 100 kDa detektiert werden. 
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Bei diesem Protein ist das Signal der Kontrolle schwächer als das Signal der mit Trypsin 

behandelten Probe (Abbildung 35A). 

Bei PVX_068690 wurden vier Signale detektiert. Das schwächste Signal bei ca. 58 kDa, 

die nächsten bei ca. 70 kDa und ca. 100 kDa und das stärkste bei ca. 110 kDa. Die Intensität der 

Signale zwischen Kontrolle und Probe unterscheidet sich nicht. Die errechnete molekulare 

Masse inklusive dem 3xHA-Tag beträgt 62,5 kDa (Abbildung 35B). 

Beim Fusionsprotein PVX_096925 war das Signal der mit Trypsin behandelten Probe 

schwächer als das Signal der Kontrolle. Dies konnte bei einer Wiederholung des Versuchs 

bestätigt werden (Abbildung nicht gezeigt). Das Signal wurde bei ca. 40 kDa detektiert, die 

errechnete molekulare Masse des Fusionsproteins beträgt 33,9 kDa (Abbildung 35C). 

3.6 Analyse der Adhäsion der P. falciparum VIR-Transfektanten an die 

Endothelzellrezeptoren CD36, ICAM-1, VCAM-1 und P-Selektin 

3.6.1 Bindungsversuche unter statischen Bedingungen 

Um die Bindungspartner der mit den vir-Gen transfizierten P. falciparum-Zelllinien zu 

ermitteln, wurde ein Bindungsversuch unter statischen Bedingungen durchgeführt. Dafür 

wurden vier verschiedene Endothelzellrezeptoren verwendet, sowie ein Kontrolle. Für die 

Synthese der Rezeptoren, sowie für die Kontrolle wurden CHO-Zelllinien verwendet, welche 

mit einem Vektor, in dem das jeweiligen Rezeptorgen ligiert war, transfiziert wurden. Bei der 

Kontrolle wurden die CHO-Zellen mit einem Vektor ohne Rezeptorgen transfiziert. Die 

Kontrolle wird im nachfolgenden als CHO-GFP bezeichnet und die vier anderen Zelllinien 

jeweils nach dem Rezeptor, CHO-CD36, CHO-ICAM-1, CHO-VCAM-1 und CHO-P-Selektin. 

Es wurde die Bindung der infizierten Erythrozyten der 13 transgenen P. falciparum-Zelllinien 

sowie die Stammkultur 3D7 (Kontrolle) an diese Rezeptoren untersucht. Die für die 

Bindungsversuche verwendeten iE waren alle im Trophozoitenstadium (ca. 28h nach 

Invasion).  

Im nachfolgenden Abschnitt sind die Ergebnisse der Bindungsversuche aufgeführt. 

Eine Bindung wird als „schwach“ bezeichnet, wenn ≤3 iE gebunden haben, Bindungen 

darüber werden als „moderat“ bezeichnet. 
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Abbildung 36: Statische Bindungsexperimente mit den iE der Stammkultur 3D7 und den iE der 13 verschiedenen transgenen 

P. falciparum-Zelllinien. Die Punkte geben an, wie viele Erythrozyten spezifisch an 100 CHO-Zellen gebunden haben, auf denen 

die Endothelzellrezeptor CD36, ICAM-1, VCAM-1 und P-Selektin präsentiert werden. Die Negativkontrolle (GFP) synthetisiert 

keinen spezifischen Rezeptor. Die Experimente wurden als Triplikat durchgeführt und pro Experiment 300 CHO-Zellen 

mikroskopisch ausgezählt. A: Die Signifikanz bezieht sich auf die Werte von CD36 in Abbildung 36A und wurden mit dem t-Test 

für unabhängige Stichproben ermittelt. ****: p<0,0001; **: p<0,01 

An die Kontrolle CHO-GFP konnte keine, bzw. nur eine sehr schwache Bindung beobachtet 

werden. 

Von 3D7-iE wurde eine moderate Bindung an CHO-CD36 (4,1 ± 2,6 (iRBCs/100 CHO-

Zellen)) beobachtet. Für pARL_PVX_050690HA-iE, pARL_PVX_060690HA-iE, 

pARL_PVX_068690HA-iE, pARL_PVX_093715HA-iE und pARL_PVX_096925HA-iE wurde 

ebenfalls eine moderate Bindung detektiert. Dabei zeigt pARL_PVX_093715HA-iE die höchste 

Bindung mit 48,3 ± 41,0 iRBCs/100 CHO-Zellen (p<0,0001) gefolgt von pARL_PVX_050690HA-

iE (28,8 ± 15,5 (iRBCs/100 CHO-Zellen); p<0,0001) und pARL_PVX_060690HA-iE (17,0 ± 12,9 

(iRBCs/100 CHO-Zellen); p<0,0001). pARL_PVX_068690HA-iE (8,7 ± 10,1 (iRBCs/100 CHO-

Zellen); p<0,01) und pARL_PVX_096925HA-iE (8,3 ± 5,4 (iRBCs/100 CHO-Zellen); p<0,0001)) 

weisen sehr ähnliche Bindungswerte auf, wobei die Signifikanz von pARL_PVX_068690HA-iE 

zur Stammkultur niedriger ist. Für pARL_PVX_000020HA-iE, pARL_PVX_107235HA-iE und 

pARL_PVX_113230HA-iE ist eine Bindung zu beobachten, die schwächer ist als die von 3D7-iE 

(Abbildung 36B: 2,0 ± 3,2 iRBCs/100 CHO-Zellen; Abbildung 36F: 3,1 ± 3,9 iRBCs/100 CHO-

Zellen; Abbildung 36A: 3,8 ± 3,1 iRBCs/100 CHO-Zellen). Für pARL_PVX_081850HA-iE, 

pARL_PVX_097525HA-iE, pARL_PVX_101560HA-iE und pARL_PVX_115475HA-iE konnte nur 

eine sehr schwache Bindung festgestellt werden (Abbildung 36A: 0,3 ± 0,7 iRBCs/100 CHO-
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Zellen; Abbildung 36D: 0,1 ± 0,3 iRBCs/100 CHO-Zellen; Abbildung 36E: 0,1 ± 0,3 iRBCs/100 

CHO-Zellen; Abbildung 36B: 0,3 ± 0,6 iRBCs/100 CHO-Zellen). Keine Bindung konnte für 

pARL_PVX_077695HA-iE nachgewiesen werden. 

An den Rezeptor ICAM-1 konnte nur für die iE der transgenen Zelllinie von 

pARL_PVX_096925HA-iE eine signifikante Bindung detektiert werden (1,5 ± 1,2 iRBCs/100 

CHO-Zellen). Für die iE der anderen 12 transgenen Zelllinien mit dem jeweiligen 

Fusionsprotein wurde entweder keine Bindung (pARL_PVX_077695HA-iE, 

pARL_PVX_097525HA-iE, pARL_PVX_101560HA-iE, pARL_PVX_113230HA-iE) oder nur eine 

sehr schwache Bindung gesehen (3D7-iE: 0,2 ± 0,6 iRBCs/100 CHO-Zellen; 

pARL_PVX_000020HA-iE: 0,1 ± 0,2 iRBCs/100 CHO-Zellen; pARL_PVX_050690HA-iE: 0,3 ± 0,6 

iRBCs/100 CHO-Zellen; pARL_PVX_060690HA-iE: 0,1 ± 0,3 iRBCs/100 CHO-Zellen; 

pARL_PVX_068690HA-iE: 1,8 ± 2,4 iRBCs/100 CHO-Zellen; pARL_PVX_081850HA-iE: 0,2 ± 0,5 

iRBCs/100 CHO-Zellen; pARL_PVX_093715HA-iE: 0,1 ± 0,2 iRBCs/100 CHO-Zellen; 

pARL_PVX_107235HA-iE: 0,3 ± 0,5 iRBCs/100 CHO-Zellen; pARL_PVX_115475HA-iE: 0,2 ± 0,4 

iRBCs/100 CHO-Zellen).  

Ähnlich verhält es sich mit dem Rezeptor VCAM-1; bei diesem wurde keine Bindung 

bei folgenden Zelllinien detektiert: pARL_PVX_000020HA-iE, pARL_PVX_077695HA-iE, 

pARL_PVX_081850HA-iE, pARL_PVX_096925HA-iE und pARL_PVX_097525HA-iE. Eine 

schwache Bindung wurde für 3D7-iE und folgende acht Zelllinien beobachtet (3D7-iE: 0,2 ± 

0,4 iRBCs/100 CHO-Zellen; pARL_PVX_050690HA-iE: 0,1 ± 0,3 iRBCs/100 CHO-Zellen; 

pARL_PVX_060690HA-iE: 0,2 ± 0,4 iRBCs/100 CHO-Zellen; pARL_PVX_068690HA-iE: 0,2 ± 0,4 

iRBCs/100 CHO-Zellen; pARL_PVX_093715HA-iE: 0,1 ± 0,3 iRBCs/100 CHO-Zellen; 

pARL_PVX_101560HA-iE: 0,1 ± 0,3 iRBCs/100 CHO-Zellen; pARL_PVX_107235HA-iE: 0,2 ± 0,2 

iRBCs/100 CHO-Zellen; pARL_PVX_113230HA-iE: 0,3 ± 0,7 iRBCs/100 CHO-Zellen; 

pARL_PVX_115475HA-iE: 0,2 ± 0,7 iRBCs/100 CHO-Zellen). 

Die wenigsten Bindungen konnten an CHO-P-Selektin beobachtet werden, bei diesem 

Rezeptor konnten bei neun Zelllinien keine gebundenen iE beobachtet werden 

(pARL_PVX_000020HA-iE, pARL_PVX_050690HA-iE, pARL_PVX_077695HA-iE, 

pARL_PVX_081850HA-iE, pARL_PVX_097525HA-iE, pARL_PVX_101560HA-iE, 

pARL_PVX_107235HA-iE, pARL_PVX_113230HA-iE, pARL_PVX_115475HA-iE) und bei den vier 

anderen Zelllinien und 3D7-iE nur eine schwache Bindung der iE (3D7-iE: 0,1 ± 0,3 iRBCs/100 

CHO-Zellen; pARL_PVX_060690HA-iE: 0,2 ± 0,4 iRBCs/100 CHO-Zellen; 
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pARL_PVX_068690HA-iE: 0,1 ± 0,3 iRBCs/100 CHO-Zellen; pARL_PVX_093715HA-iE: 0,1 ± 0,3 

iRBCs/100 CHO-Zellen; pARL_PVX_096925HA-iE: 0,6 ± 1,3 iRBCs/100 CHO-Zellen). 

3.6.2 Bindungsversuch unter Flussbedingungen 

Neben den Bindungsversuchen unter statischen Bedingungen wurde auch die 

Bindung unter Flussbedingungen getestet. Dabei wurde das laminare Flusssystem der Firma 

ibidi GmbH verwendet. Es wurde die Bindung von iE an CHO-CD36-Zellen getestet. Die 

verwendeten iE waren im Trophozoitenstadium (ca. 28 h nach Invasion). Getestet wurden 

3D7-iE (Kontrolle), sowie pARL_PVX_060690HA-iE, pARL_PVX_068690HA-iE, 

pARL_PVX_093715HA-iE und pARL_PVX_096925HA-iE. Die Bindung der iE an CHO-CD36 

wurde bei folgenden Scherkräften getestet: 6, 4, 3, 2, und 1,5 dyn/cm² für jeweils 10 min und 

0,9 dyn/cm² für 30 min. Die Auswertung erfolgte im Anschluss mit Hilfe des Programms 

ImageJ. 

Es wurde eine Bindung von 3D7-iE an CHO-CD36 detektiert. Im ersten Versuch 

wurden fünf iE detektiert, welche alle bei 0,9 dyn/cm² banden. Bei einer Wiederholung des 

Versuchs wurden 18 bindende iE detektiert, von denen Bereits vier bei 1,5 dyn/cm² eine 

Bindung zeigten, die restlichen iE wieder bei 0,9 dyn/cm². Bei den iE der transgenen Zelllinien 

konnte unter den getesteten Bedingungen keine Bindung detektiert werden. 

3.7 Homologe Sequenzbereiche der 13 VIR-Proteine zu annotierten 

Proteinen   

Um einen Hinweis auf eine mögliche Funktion der VIR-Proteine zu erhalten, wurde 

eine sog. Protein-Blast-Suche durchgeführt (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Als 

Algorithmus wurde blastp verwendet und der Organismus Plasmodium vivax (taxid:5855) 

ausgeschlossen. Des Weiteren wurden Übereinstimmungen mit einem E-value >0,1 von der 

Analyse ausgeschlossen. 

Bei allen 13 untersuchten VIR-Proteinen wurden ähnliche Proteine in anderen 

Plasmodium spp. gefunden. Überwiegend waren dies Proteine, welcher der PIR-Superfamilie 

zugeordnet sind, jedoch ohne weitere Informationen über deren Aufgabe. Zusätzlich wurde 

für alle VIR-Protein außer PVX_050690 eine Übereinstimmung mit einem Oberflächenprotein 

aus P. gonderi gefunden werden. Die Suche wurde wiederholt, jedoch wurden ausgewählt, 
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dass die VIR-Proteine nur mit Proteinen aus P. falciparum verglichen werden sollten. Dabei 

wurden keine Übereinstimmungen entdeckt. 

Bei einer dritten Suche wurde Plasmodium spp. (taxid:5820) ausgeschlossen. Dabei 

konnten für PVX_000020, PVX_060690, PVX_068690, PVX_081850, PVX_093715, und 

PVX_096925 keine Übereinstimmungen gefunden. Für PVX_101560 konnten mehrere 

Übereinstimmungen gefunden werden, welche unterschiedliche Funktionen haben. In Tabelle 

9 sind die VIR-Proteine aufgeführt, bei denen eindeutige Übereinstimmungen gefunden 

wurden. 

Tabelle 9: Übereinstimmung zwischen den VIR-Proteinen und Proteinen aus anderen Organismen. blastp-

Suche, Stand: 20.02.2020, ausgeschlossen wurden Plasmodium spp., sowie Übereinstimmung mit einem E-value >0,1. 

Alle Übereinstimmungen sind bakteriellen Ursprungs.   

VIR-Protein Übereinstimmung 

PVX_050690 DEAD/DEAH-Box-Helikase 

PVX_077695 Adhäsin 

PVX_097525 Kollagen α-3(VI)-Isoform, Adhäsin 

PVX_107235 Kollagen α-3(VI)-Isoform 

PVX_113230 PIR-Protein, uncharakterisiertes Protein  

PVX_115475 PIR-Protein, uncharakterisiertes Protein 
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 Diskussion 

In den letzten Jahren wurden vermehrt Hinweise gefunden, dass Plasmodium vivax 

infizierten Retikulozyten (iR) zytoadhärieren können. Ein Indiz für die Zytoadhäsion war, 

dass im Vergleich weniger Parasiten im Schizontenstadium im Blut sichtbar als die anderen 

beiden Entwicklungsstadien. Des Weiteren wurde auch gezeigt, dass P. vivax iE, isoliert aus 

Patienten, an verschiedene Endothelzellen und ausgewählten Rezeptoren adhärieren können 

(Carvalho et al. 2010, Chotivanich et al. 2012, Lopes et al. 2014, Barber et al. 2015). Postuliert 

wurde, dass Mitglieder der VIR-Proteinfamilie an der Zytoadhäsion beteiligt sind (del Portillo 

et al. 2001). Von Bernabeu und Kollegen konnte gezeigt werden, dass die Untersuchung von 

einzelnen VIR-Proteinen mit Hilfe von transgenen P. falciparum-Zelllinien möglich ist und dass 

diese eine Bindung an den Endothelrezeptor vermitteln (Bernabeu et al. 2012).  

Das Ziel dieser Arbeit war es, auf Grundlage der von Bernabeu und Kollegen 

verwendeten Methoden, 13 VIR-Proteine hinsichtlich ihrer Lokalisation innerhalb des 

infizierten Erythrozyten, sowie deren Bindung an vier ausgewählte Endothelzellrezeptoren 

(CD36, ICAM-1, VCAM-1 und P-Selektin) zu untersuchen.  

4.1 Vergleich der Lokalisation der VIR-Proteine mit zwei verschiedenen 

C-terminalen Erkennungssequenzen 

Um die VIR-Proteine detektieren zu können, wurde an deren C-Terminus ein GFP, 

bzw. ein 3x HA-Tag angefügt. Dafür wurde das kodierende Gen, bzw. die Sequenz an die 

Sequenz des jeweiligen vir-Genes fusioniert und so die VIR-Proteine als Fusionsproteine 

synthetisiert.  

Zuerst wurde versucht, die Detektion der VIR-Proteine mit Hilfe von GFP 

durchzuführen. Der Grund für die Auswahl von GFP war, dass dadurch die Detektion eines 

Proteins in der lebenden Zelle möglich ist, ohne vorher einen Immunfluoreszenzassay 

durchführen zu müssen (Bernabeu et al. 2012, Jonscher et al. 2019, Mesén-Ramírez et al. 2019, 

Birnbaum et al. 2020). Jedoch wurde das GFP-Signal in allen untersuchten iE, unabhängig vom 

Entwicklungsstadium, nur im Parasiten detektiert. Erwartet wurde das Signal im Zytosol des 

iE, da alle ausgewählten VIR-Proteine eine putative Transmembrandomäne besitzen und 

sowie einige der VIR-Proteine noch weitere Exportsignale aufweisen. Daraufhin wurde eine 

andere Erkennungssequenz verwendet, welche ebenfalls schon in der Literatur beschrieben 
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ist, das 3-fache Hämagglutinin (3xHA-Tag) (Bernabeu et al. 2012, Marapana et al. 2018, Mesén-

Ramírez et al. 2019). Deshalb wurde an die vir-Gene die Sequenz des 3xHA-Tags fusioniert 

und HA-Fusionsproteine synthetisiert. Bei diesen VIR-Fusionsproteinen konnte deren Signal 

im Zytosol des iE nachgewiesen werden. Der Frage, wieso die VIR-GFP-Fusionsproteine im 

Gegensatz zu den VIR-HA-Fusionsproteinen nicht exportiert wurden, wurde nicht weiter 

nachgegangen. Eine mögliche Erklärung für das Fehlen des GFP-Signals im Zytosol könnte 

sein, dass das GFP von selbst im Nukleus der zu untersuchenden Zellen translokalisiert (Seibel 

et al. 2007). Eine weitere Erklärung könnte eine fehlerhafte Faltung des GFP-Fusionsproteins 

sein, wodurch der Transport in das Zytosol behindert wird (Jackson et al. 2006). Eine dritte 

Möglichkeit wäre die Abspaltung des GFP vom Fusionsprotein innerhalb des Parasiten, so 

dass nur das VIR-Protein exportiert wird. Da das GFP kein eigenes Exportsignal hat, verbleibt 

es somit im Parasiten.  

4.2 Export der 13 untersuchten VIR-Proteine 

Sowohl in Vorversuchen als auch Bernabeu und Kollegen konnten zeigen, dass der 

Export der VIR-Proteine in transgenen P. falciparum-Zelllinien erfolgreich ist (Bernabeu et al. 

2012, Lubiana 2017). In dieser Arbeit konnten 12 der 13 untersuchten VIR-Proteine sowohl im 

Zytosol als auch im Parasiten detektiert werden. Nur das Fusionsprotein PVX_050690 war 

ausschließlich im Parasiten nachweisbar. Dies war für dieses Protein auch erwartet worden, 

da es keine Transmembrandomäne oder ein anderes Exportsignal aufweist. Bei den anderen 

12 exportierten VIR-Proteinen wurden bei der in silico-Analyse neben einer putativen 

Transmembrandomäne noch weitere putative Exportsignale vorhergesagt. Diese waren ein 

Signalpeptid (PVX_000020), ein PEXEL Motiv (PVX_096925), ein PEXEL-ähnliches Motiv 

(PVX_097525, PVX_101560) oder ein reifer N-Terminus (PVX_081850, PVX_101560, 

PVX_115475). Bei diesen Proteinen ist es möglich, dass sie in P. falciparum auf ähnliche Weise 

wie die PNEPs transportiert werden, insbesondere, da sie mit der Transmembrandomäne die 

klassischen Eigenschaften dafür aufweisen (Haase et al. 2009, Grüring et al. 2012). Für PIR-

Proteine, die ebenfalls nur eine Transmembrane haben, konnte ebenfalls ein Export in das 

Zytosol der iE nachgewiesen werden, beispielsweise KIR aus P. knowlesi oder CIR aus 

P. chabaudi (Cunningham et al. 2010).  

Zwischen den beiden Plasmodien-Arten P. falciparum und P. vivax gibt es Unterschiede 

in der Nukleotidzusammensetzung der DNA. Während der A/T-Gehalt bei P. falciparum 80,6 
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% beträgt, liegt dieser bei P. vivax nur bei 57,3 %). Es finden sich aber auch Unterschiede in der 

Zellorganisation. So befinden sich bei P. falciparum Maurer´sche Spalten im Zytosol des iE, 

während P. vivax Schüffner´sche Tüpfelung aufweist (Aikawa et al. 1975, Lanzer et al. 2006, 

Carlton et al. 2008). Aus diesen Gründen bestand die Möglichkeit, dass die Fusionsproteine 

nicht von P. falciparum in das Zytosol des iE exportiert werden könnten. Daher wurde vor der 

Generierung der Transfektanten, der A/T-Gehalt der vir-Gene dem A/T-Gehalt von P. 

falciparum Genen angepasst. Wie vorher erwähnt, wurden 12 VIR-Proteine erfolgreich 

exportiert. 

 Dieses deutet darauf hin, dass es einen vergleichbaren Exportmechanismen zwischen 

P. falciparum und P. vivax geben muss. Beim Export der Proteine aus dem Parasiten in die 

Wirtszelle müssen diese auch die parasitophore Vakuolenmembran (PVM) durchqueren. Der 

Transport erfolgt dabei hauptsächlich über den Proteinkomplex PTEX (Plasmodium translocon 

of exported proteins). Dieser besteht aus fünf verschiedenen Proteinen, von denen drei essenziell 

sind (HSP101 (AAA+ ATPase heat shock protein 101), EXP2 (exported protein 2), PTEX150). Diese 

bilden den Kanal durch die PVM. Der Transport ist ATP-abhängig und kann nur im 

entfalteten Zustand der zu exportierenden Proteine passieren (Elsworth et al. 2014, de Koning-

Ward et al. 2016). Auch im Genom von P. vivax und anderen Plasmodium spp. wurden die Gene 

von hsp101, exp2 und ptex150 gefunden (Bozdech et al. 2008, de Koning-Ward et al. 2009, 

Goldberg and Cowman 2010, Roobsoong et al. 2011). Somit basiert der Transport durch die 

PVM bei den verschiedenen Plasmodien-Arten auf einem vergleichbaren Mechanismus 

(Goldberg and Cowman 2010). Dennoch konnte im Trophozoitenstadium eine Akkumulation 

der VIR-Proteine im Parasiten beobachtet werden. Im Schizontenstadium dagegen wurde die 

Lokalisation im Parasiten seltener festgestellt. Die Korrelation zwischen der 

Proteinlokalisation und dem Entwicklungsstadium des Parasiten wurde auch schon in einer 

anderen Publikation beschrieben. In dieser wurden ausgewählte CIR-Proteine von P. chabaudi 

untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass sich die Lokalisation der Proteine in 

Abhängigkeit des Entwicklungsstadiums veränderte. Wurden alle detektierten Proteine im 

Ring- und frühen Trophozoitenstadium noch in der parasitophoren Vakuole nachgewiesen, 

so wurden im Schizontenstadium alle CIR-Proteine entweder mit den Merozoiten oder mit 

der Membran des iE kolokalisiert (Yam et al. 2016). Somit ist es wahrscheinlich, dass der 

Export der VIR-Proteine vom Entwicklungsstadium anhängig ist. 
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4.3 Lokalisation und Zytoadhäsion von PVX_050690 

Das VIR-Protein PVX_050690 ist in dieser Arbeit das einzige der untersuchten VIR-

Proteine, welches weder eine putative Transmembrandomäne noch ein anderes Exportsignal 

aufweist. Bei der Immunfluoreszenzanalyse wurde in beiden untersuchten Stadien 

ausschließlich eine Lokalisation innerhalb des Parasiten detektiert. Eine Bestimmung der 

Oberflächenlokalisation mittels Western Blot-Analyse war aus verschiedenen Gründen nicht 

erfolgreich. Bei den Bindungsstudien wurde eine Bindung an CHO-CD36 festgestellt, welche 

sich signifikant von der Stammkultur 3D7 unterschied. An den anderen drei Rezeptoren 

CHO-ICAM-1, CHO-VCAM-1 und CHO-P-Selektin konnte keine Bindung nachgewiesen 

werden.  

Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzanalyse entsprechen den Erwartungen einer 

Lokalisation innerhalb des Parasiten, da bei einer vorherigen in silico-Analyse weder 

Transmembrandomänen noch Exportsignale identifiziert wurden (Abbildung 37). Bei den 

Bindungsversuchen wurde jedoch erwartet, dass PVX_050690 einen ähnlichen 

Bindungsphänotyp wie die Stammkultur 3D7 zeigt, welche hauptsächlich an CD36 bindet. Da 

aber keine Oberflächenlokalisation von PVX_050690 vorliegt, ist nicht zu erklären, warum die 

pARL_PVX_050690HA-iE signifikant mehr an CD36 binden als 3D7-iE. Es kann spekuliert 

werden, dass PVX_050690 den Transport von PfEMP1 an die Erythrozytenoberfläche positiv 

reguliert. Liegt mehr PfEMP1 vor, führt das zu einer vermehrten Zytoadhäsion (Lee et al. 2019, 

Jensen et al. 2020). Generell wird angenommen, dass die VIR-Proteine neben der Adhäsion, 

auch an verschiedenen Signalwegen, an der Proteinprozessierung und an Transportprozessen 

beteiligt sind (Cunningham et al. 2010).  

Eine Möglichkeit, um weitere Informationen über die Funktion der VIR-Proteine zu 

erhalten, ist der Vergleich der VIR-Proteine oder deren Domänen mit Proteinen/Domänen 

bekannter Funktion. Eine solche Analyse wurde von Lopez und Kollegen durchgeführt. Dabei 

wurde ein Teil der VIR-Proteine mit der Onlinedatenbank Pfam verglichen. In dieser 

Datenbank sind Proteindomänen vieler bekannter Proteine enthalten und eine Analyse kann 

einen Hinweis über die Aufgabe des Proteins geben. Für PVX_050690 war die größte 

Übereinstimmung mit einer Proteindomäne, welche an der Transkription und Prozessierung 

von mRNA beteiligt ist (Lopez et al. 2013). Ein ähnlicher Hinweis konnte auch bei einer blastp-

Suche gefunden werden. Dort wurde eine Übereinstimmung mit einer DEAD/DEAH-Box-

Helikase gefunden. Dieses Protein ist an der Prozessierung der mRNA, beispielsweise der 
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Translation beteiligt (Lüking et al. 1998, Zhang et al. 2015). Diese Aktivität würde mit der 

Lokalisation des VIR-Proteins im Zytosol des Parasiten übereinstimmen, da mRNA nicht nur 

im Nukleus vorkommt, sondern auch mit anderen subzellularen Kompartimenten interagiert 

(Martin and Ephrussi 2009, Tuteja and Mehta 2010).  

 Um die genaue Funktion des VIR-Proteins PVX_050690 zu ermitteln, sind jedoch 

weitere Studien notwendig, im Idealfall direkt mit P. vivax.  

4.4 Lokalisation der 12 exportieren VIR-Proteine in der 

Immunfluoreszenzanalyse 

Um die Lokalisation der untersuchten VIR-Proteine zu ermitteln, wurde von allen mit 

den jeweiligen Transfektanten iE eine Immunfluoreszenzanalyse mit spezifischen 

Antikörpern durchgeführt.  

Wie bereits in Kapitel 4.2 diskutiert, wurden die 12 Fusionsproteine, welche 

mindestens eine Transmembrandomäne haben, exportiert. Neben dem Export wurde bei der 

Immunfluoreszenzanalyse auch die Lokalisation des Signals der Fusionsproteins ermittelt. 

Dafür wurden iE verwendet, welche sich sowohl im Trophozoiten- als auch im 

Schizontenstadium befanden. Dabei wurde bei den 12 untersuchten VIR-Proteinen ein 

punktiertes Muster, verteilt über den gesamten iE gesehen. Der Export der VIR-Proteine bei 

Parasiten im Trophozoitenstadium war noch nicht abgeschlossen, da das Signal des α-HA-

Antikörpers teilweise noch im Parasiten nachgewiesen wurde. Bei Parasiten im 

Schizontenstadium war der Export hingegen schon fortgeschrittener, da hier das Signal der 

Maurer´sche  

Spalten 

Knobs 

Abbildung 37: Schematische Darstellung der Lokalisation des Fusionsproteins PVX_050690 im iE. Linke Teilabbildung: 

Trophozoitenstadium; Rechte Teilabbildung: Schizontenstadium; Rote Punkte: VIR-Protein; verändert nach (Tilley et al. 2011). 
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VIR-Fusionsproteine deutlich seltener im Parasiten zu sehen war (siehe Kapitel 3.4). Eine 

Übersicht über die Lokalisation der VIR-Proteine ist schematisch in Abbildung 38 gezeigt.  

Mit Spektrin, einem Protein aus der Erythrozytenmembran, konnte bei Parasiten im 

Trophozoitenstadium nur bei PVX_000020 PVX_068690 eine Kolokalisation festgestellt 

werden (< 7 % der untersuchten iE). Waren die Parasiten im Schizontenstadium so wurden bei 

0-30 % der untersuchten iE eine Kolokalisation nachgewiesen. Ein Grund dafür könnte sein, 

dass die iE noch nicht das Entwicklungsstadium erreicht hatten, bei dem der Transport der 

VIR-Proteine an die Oberfläche erfolgen soll. Beobachtet wurde so ein zeitabhängiger 

Transport bereits bei PIR-Proteinen aus anderen Plasmodien-Arten (Kriek et al. 2003, Yam et 

al. 2016). Es konnte daher keine eindeutige Oberflächenlokalisation für die untersuchten VIR-

Proteine nachgewiesen werden.  

Das Protein ETRAMP5 ist Bestandteil der parasitophoren Vakuolenmembran (PVM). 

Eine Kolokalisation mit den Fusionsproteinen wurde hauptsächlich im Trophozoitenstadium 

nachgewiesen. Im Schizontenstadium wurde das Signal seltener im Parasiten detektiert. Diese 

Verschiebung des Signals in Abhängigkeit vom Entwicklungsstadium konnte auch bei PIR-

Proteinen aus anderen Plasmodium-Arten beobachtet werden (Kriek et al. 2003, Yam et al. 

2016). Dies könnte auch bei den untersuchten Fusionsproteinen der Fall sein. Somit ist es 

unwahrscheinlich, dass der Zielort dieser VIR-Proteine innerhalb des Parasiten lokalisiert ist. 

Insbesondere da sich das Lokalisationsmuster deutlich von PVX_050690 unterscheidet. Dort 

konnte das Signal des Fusionsproteins nur innerhalb des Parasiten nachgewiesen werden. 

Für alle Fusionsproteine konnte eine Kolokalisation mit dem Maurer´schen 

Spaltenprotein SBP1 nachgewiesen werden. Dabei konnte es auch hier ein Unterschied 

zwischen den beiden Entwicklungsstadien festgestellt werden. Im Schizontenstadium war die 

Kolokalisationsrate höher als im Trophozoitenstadium. Dies deutet darauf hin, dass die 

Maurer´schen Spalten der Zielort der Fusionsproteine ist. Für P. falciparum sind die 

Maurer´schen Spalten eine der wichtigsten Zellorganelle innerhalb des Zytosols der Wirtszelle 

und die Hauptfunktionen sind das Sortieren und der Transport von Proteinen (Mundwiler-

Pachlatko and Beck 2013). Bisher wurden erst wenige P. falciparum-Proteine beschrieben, 

deren Transport nicht über die Maurer´schen Spalten erfolgt oder die nicht mit diesen 

interagieren. Beispiele hierfür sind HSP40 (Hitzeschockprotein 40) oder REX3 (engl. ring 

exported protein 3) (Spielmann et al. 2006, Külzer et al. 2010). Eine Proteinfamilie, deren 

Transport über die Maurer´schen Spalten sehr gut erforscht ist, sind die PfEMP1. Wie in 
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Kapitel 3.6.1 beschrieben, binden diese an Endothelzellrezeptoren und vermitteln dadurch die 

Zytoadhäsion (Mundwiler-Pachlatko and Beck 2013). Dass die Maurer´schen Spalten für den 

Transport dieser Proteine essenziell sind konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden. 

Dabei wurde die Expression der Gene von sbp1, rex1 und mahrp1 gestört, wodurch es zwar zu 

einem Transport der PfEMP1 in die Maurer´schen Spalten kam, der Weitertransport an die 

Oberfläche des Erythrozyten aber nicht stattfand (Cooke et al. 2006, Hanssen et al. 2008, 

Spycher et al. 2008). Auch für die untersuchten VIR-Proteine konnte kein Transport über die 

Maurer´schen Spalten hinaus detektiert werden. Hierfür gibt es zwei mögliche Erklärungen. 

Die erste Erklärung wäre, dass die Maurer´schen Spalten der Zielort der VIR-Proteine sind 

und sie dort ihre noch unbekannte Funktion ausüben. Mögliche Funktionen könnten eine 

Signalgebung oder die Beteiligung am Weitertransport von anderen Proteinen sein 

(Cunningham et al. 2010). Dies würde z.T. auch mit der postulierten Funktion der 

Schüffner´schen Tüpfelungen übereinstimmen. Von diesen wird ebenfalls angenommen, dass 

sie am Proteintransport beteiligt sind (Aikawa et al. 1975). Die andere Möglichkeit ist, dass die 

Maurer´schen Spalten nicht der Zielort sind, P. falciparum aber auf Grund der 

unterschiedlichen Herkunft der VIR-Proteine die Signale für den Weitertransport von diesen 

nicht erkennt. Dadurch kommt es zu einer Fehllokalisation in den Maurer´schen Spalten und 

die eigentliche Funktion der VIR-Proteine kann nicht erforscht werden. Um die jeweiligen 

Hypothesen zu prüfen, sind jedoch weitere Forschungen notwendig, insbesondere direkt mit 

P. vivax.   

Eine Beobachtung, die bei der Kolokalisation zwischen SBP1 und dem jeweiligen 

untersuchten VIR-Protein gemacht wurde, ist, dass ein kleiner Teil der VIR-Proteine nicht mit 

SBP1 kolokalisierte. Eine Erklärung dafür könnte sein, dass diese VIR-Proteine in einem 

Transportkomplex gebunden sind. Ein solch möglicher Transportkomplex sind beispielsweise 

die sog. J-Dots. Als J-Dot wird ein Chaperon bezeichnet, welches aus den beiden 

Hitzeschockproteinen HSP40 und HSP70 besteht. Von diesen konnte gezeigt werden, dass sie 

mit anderen Proteinen, z.B. PfEMP1 oder MAHRP1 interagieren und wahrscheinlich an deren 

Transport durch das Zytosol der Wirtszelle beteiligt sind. Jedoch konnte ausgeschlossen 

werden, dass die J-Dots selbst Bestandteil der Maurer´schen Spalten sind, da bei 

Immunfluoreszenzanalysen die Signale von SBP1 und HSP40, bzw. HSP70 nicht 

kolokalisierten (Külzer et al. 2010, Acharya et al. 2012, Külzer et al. 2012, Petersen et al. 2016). 
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In Abbildung 38A und B ist die Lokalisation der VIR-Proteine sowohl in den Maurer´schen 

Spalten als auch gebunden an J-Dots schematisch dargestellt. 

Eine weitere partielle Kolokalisation konnte zwischen den 12 VIR-Proteinen und der 

intrazellulären ATS-Domäne der PfEMP1-Moleküle detektiert werden. Diese wurde im 

Vergleich zu der Kolokalisation mit SBP1 jedoch seltener beobachtet. Da die PfEMP1-Proteine 

nachweislich an der Oberfläche lokalisieren, wurde erwartet, dass das ATS-Signal ebenfalls 

nahe der Oberfläche des iE detektiert wird (Baruch et al. 1995). Dies wurde jedoch nicht 

gesehen, sondern ebenfalls ein punktiertes Muster wie bei der Kolokalisation mit SBP1. Bei 

einem Test konnte eine partielle Kolokalisation zwischen den Signalen der ATS-Domäne der 

PfEMP1-Moleküle und SBP1 nachgewiesen werden (Kapitel 3.3). Ein Signal des α-ATS-

Antikörpers an der Oberfläche von iE konnte nicht nachgewiesen werden. Jedoch ist bekannt, 

dass der käuflich zu erwerbende Antikörper, welcher in dieser Arbeit verwendet wurde, keine 

PfEMP1-Proteine an der Oberfläche erkennt. Dieses Phänomen ist bekannt, konnte bisher aber 

noch von keiner Arbeitsgruppe, die diesen Antikörper verwendet hat, aufgeklärt werden.  

Auf Grund der Unterschiede zwischen P. falciparum und P. vivax ist eine endgültige 

Aussage über die korrekte Lokalisation der VIR-Proteine nicht möglich. Daher wäre es 

dringend notwendig, Untersuchungen direkt mit P. vivax durchzuführen. Jedoch konnte 

bisher kein kontinuierliches Zellkultursystem für die Kultivierung von P. vivax etabliert 

werden. Hierfür gibt es zwei verschiedene Gründe: die Zugabe der „richtigen“ Retikulozyten 

und die Zusammensetzung des Nährmediums (Thomson-Luque et al. 2019). Die als 

Retikulozyten bezeichneten roten Blutkörperchen bilden eine heterogene Zellpopulation, 

welche sich u.a. in ihrem Alter unterscheiden (Malleret et al. 2013). Dabei deuten Forschungen 

darauf hin, dass P. vivax sehr jungen Retikulozyten für die Invasion bevorzugt. Somit ist es 

notwendig, dass für eine erfolgreiche Kultivierung der Parasiten die richtige Subpopulation 

von Retikulozyten verwendet wird. Auch ist die Zusammensetzung des Kulturmediums, 

inklusive pH-Wert und Osmolarität von entscheidender Bedeutung, da sich sowohl die 

Parasiten als auch die Retikulozyten mit der Zeit weiterentwickeln (Thomson-Luque et al. 

2019). Erst wenn diese Probleme gelöst werden können, ohne dass weitere, bisher nicht 

vorhersehbare Probleme auftauchen, kann die Forschung an P. vivax intensiviert werden. 

Denn erst dann ist die Möglichkeit gegeben, die intrazellulären Abläufe und die Aufgaben der 

einzelnen Zellorganellen direkt in P. vivax so zu verstehen, wie es bisher nur bei P. falciparum 

möglich ist.  
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Abbildung 38: Schematische Darstellung der Lokalisation der VIR-Proteine im iE. In der Abbildung ist die putative 

Lokalisation der VIR-Proteine auf Grundlage der IFA schematisch dargestellt. A: PVX_000020, PVX_077695, PVX_081850, 

PVX_097525 und PVX_115475; B: PVX_060690, PVX_068690, PVX_093715, PVX_096925, PVX_101560, PVX107235 und 

PVX_113230. Linke Teilabbildung: Trophozoitenstadium; Rechte Teilabbildung: Schizontenstadium; Rote Punkte: VIR-Protein; 

verändert nach (Tilley et al. 2011). 

 

4.5 Bindung der 12 exportierten VIR-Proteine an die 

Endothelzellrezeptoren CD36, ICAM-1, VCAM-1, P-Selektin 

Die Fähigkeit zu zytoadhärieren ist für das Überleben von P. falciparum im 

menschlichen Wirt von entscheidender Bedeutung (Smith et al. 2013, Lee et al. 2019, Jensen et 

al. 2020). Für P. vivax wurden erst in den letzten Jahren Hinweise gefunden, dass dieser Parasit 

ebenfalls zytoadhärieren kann (Carvalho et al. 2010, Bernabeu et al. 2012, Chotivanich et al. 

2012, Lopes et al. 2014, Barber et al. 2015). Postuliert wird, dass die VIR-Proteinfamilie an der 

Adhäsion beteiligt ist (Bernabeu et al. 2012). 

Von den 12 exportierten Proteinen wurde eine mögliche Oberflächenlokalisation 

mittels enzymatischem Abbau und anschließender Western Blot-Analyse untersucht. Dabei 

konnte nur für ein das Fusionsprotein PVX_096925 eine putative Oberflächenlokalisation 

A 

B 
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detektiert werden. Diese zeigte sich jedoch nicht in der Immunfluoreszenzanalyse. Des 

Weiteren wurde untersucht, ob und wie viele iE der transgenen Zelllinien an die vier 

Endothelzellrezeptoren CD36, ICAM-1, VCAM-1 und P-Selektin unter statischen 

Bedingungen binden. Dabei konnten eine sehr schwache, aber signifikante Bindung von 

pARL_PVX_096925HA-iE an ICAM-1 nachgewiesen werden, sowie an CD36 von vier weiteren 

Transfektanten. Die Bindung mit den vier Transfektanten iE an CD36 wurde außerdem in 

Bindungsversuchen unter Flussbedingungen charakterisiert. 

Um Hinweise auf eine mögliche Funktion der untersuchten VIR-Proteine zu erhalten, 

wurde eine blastp-Suche durchgeführt, bei der Plasmodium spp. ausgeschlossen. Die 

Ergebnisse werden am Ende des jeweiligen Unterkapitels diskutiert. 

4.5.1 Bindungsverhalten von pARL_PVX_077695HA, pARL_PVX_081850HA, 

pARL_PVX_097525HA und pARL_PVX_107235HA infizierten Erythrozyten 

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der vier transgenen P. falciparum-Zelllinien 

pARL_PVX_077695HA, pARL_PVX_081850HA, pARL_PVX_097525HA und 

pARL_PVX_107235HA diskutiert. Bei den Bindungsversuchen mit den vier 

Endothelzellrezeptoren CHO-CD36, CHO-ICAM-1, CHO-VCAM-1 und CHO-P-Selektin 

konnte keine Bindung festgestellt werden, welche sich signifikant vom Laborstamm 3D7 

unterschied. Eine Analyse der Oberflächenlokalisation war für PVX_077695, PVX_081850 und 

PVX_107235 aus verschiedenen Gründen nicht möglich. Nur für PVX_097525 war die Analyse 

erfolgreich, es konnte aber keine Oberflächenlokalisation nachgewiesen werden. Diese 

Ergebnisse bestätigen aber die Ergebnisse der Immunfluoreszenzanalyse. Dort konnte für 

keines der vier Fusionsproteine eine eindeutige Lokalisation an der Oberfläche des iE gezeigt 

werden. 

Somit kann auf Grundlage der Ergebnisse gesagt werden, dass diese vier untersuchten 

VIR-Proteine nicht direkt an der Zytoadhäsion beteiligt sind. Einen Hinweis auf die Funktion 

dieser VIR-Proteine könnten ähnliche Proteinfamilien aus P. falciparum geben. Hier sind 

insbesondere die Proteinfamilien RIFIN und STEVOR zu nennen (Frech and Chen 2013). Die 

RIFIN-Familie wird in zwei Gruppen unterteilt, A-RIFIN und B-RIFIN. Die A-RIFIN werden 

in die Maurer´schen Spalten transportiert und von dort an die Oberfläche des Erythrozyten. 

Im Gegensatz dazu lokalisieren die B-RIFIN überwiegend im Zytosol der Wirtszelle. Des 

Weiteren wurde festgestellt, dass die rif-Gene zu unterschiedlichen Zeitpunkten exprimiert 
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werden. So konnten einige RIFIN-Proteine nur in iE im späten Schizontenstadium, am Apex 

von Merozoiten und in Gametozyten nachgewiesen werden konnten, jedoch ist nichts über 

deren Funktion dort bekannt. RIFIN-Proteine sind bei der Sequestrierung (Anlagerung von iE 

aneinander) von Bedeutung. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass spezifische Antikörper 

gegen bestimmte RIFIN-Proteine die Rosettierung inhibieren. Jedoch konnte erst ein rif-Gen 

in diesem Zusammenhang identifiziert werden (Petter et al. 2007, Joannin et al. 2008, 

Bachmann et al. 2012, Mundwiler-Pachlatko and Beck 2013, Wahlgren et al. 2017). Von den 

STEVOR-Proteinen wird ebenfalls vermutet, dass diese mehrere Aufgaben innerhalb der 

Wirtszelle ausüben. So konnte gezeigt werden, dass die Proteine zu verschiedenen 

Zeitpunkten hergestellt werden und innerhalb der Wirtszelle unterschiedliche Lokalisationen 

aufweisen, beispielsweise an der Oberfläche des iE, in den Maurer´schen Spalten oder in der 

apikalen Spitze von Merozoiten. STEVOR-Proteine vermitteln die Bindung an andere rote 

Blutkörperchen. Zusätzlich sind diese an der Merozoiteninvasion in uninfizierte Erythrozyten 

beteiligt, da diese durch STEVOR-Antikörper negativ beeinflusst wird (McRobert et al. 2004, 

Blythe et al. 2008, Khattab and Meri 2011, Niang et al. 2014, Bachmann et al. 2015, Wahlgren 

et al. 2017). Ebenfalls wurde eine Beteiligung der STEVOR-Proteine an der Versteifung der 

Erythrozytenmembran nachgewiesen (Sanyal et al. 2012). Auch in Gametozyten konnten 

einige Proteine aus der STEVOR-Familie lokalisiert werden. Jedoch ist bisher nichts über deren 

Funktion dort bekannt (Sutherland 2001). Da die rif- und stevor-Gene ebenso wie die vir-Gene 

zu der pir-Multigenfamilie (engl. Plasmodium interspersed repeats) gehören, ist es möglich, dass 

aus der Funktion der RIFIN- und STEVOR-Proteine Hinweise auf eine mögliche Funktion der 

VIR-Proteine gezogen werden kann (Fernandez-Becerra et al. 2009, Cunningham et al. 2010). 

Bei einer blastp-Suche, nur zwischen den VIR-Proteine und Proteinen von P. falciparum wurden 

keine Übereinstimmungen entdeckt. Jedoch konnten bei einer Analyse durch Merino und 

Kollegen strukturelle Ähnlichkeiten zwischen der Subfamilie A der VIR-Protein und den 

STEVOR-Proteinen gefunden werden. Dabei handelt es sich um eine N-terminale Region, 

welche eine Cystein-reiche putative globuläre Domäne beinhaltet (Merino et al. 2006). 

Hinweise auf strukturelle Ähnlichkeiten zwischen den VIR-Proteinen und den RIFIN-

Proteinen konnten nicht gefunden werden. Bei all diesen drei Proteinfamilien gibt es keine 

mutually exclusive expression wie es diese bei den PfEMP1-Proteinen gibt (Kaviratne et al. 2002, 

Petter et al. 2007, Fernandez-Becerra et al. 2009). Eine Funktion, welche für die RIFIN- und 

STEVOR-Proteine nachgewiesen werden konnte, ist die Beteiligung an der Sequestrierung 
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und Rosettierung. Daher ist es möglich, dass auch die VIR-Proteine an dieser beteiligt sind, 

insbesondere da diese bereits für P. vivax beschrieben wurde (Marín-Menéndez et al. 2013). 

Jedoch wird von P. vivax angenommen, dass dieser Parasit nicht sequestriert (Carmona-

Fonseca et al. 2013, Russell and Cooke 2017). 

Wie schon für PVX_050690 konnten auch für PVX_081850 und PVX_107235 Hinweise 

auf eine mögliche Funktion in der Publikation von Lopez und Kollegen gefunden werden. 

PVX_077695 und PVX_097525 sind nicht in der Auflistung aufgeführt (Lopez et al. 2013). 

Jedoch wurde für alle Proteine eine blastp-Suche durchgeführt. 

Die blastp-Suche ergab für PVX_077695 eine hohe Übereinstimmung mit dem Protein 

Adhäsin bakteriellen Ursprungs. Mit Adhäsin ist es den Bakterien möglich, eine Interaktion 

mit der entsprechenden Wirtszelle einzugehen, beispielsweise die Anlagerung (Solanki et al. 

2018). Somit könnte PVX_077695 an der Invasion der Merozoiten in eine neue Wirtszelle 

beteiligt sein. 

Bei der blastp-Suche von PVX_097525 wurde mehrfach eine Übereinstimmung mit 

Adhäsin und der Kollagen α-3(VI)-Isoform festgestellt. Wie im Absatz zuvor beschrieben ist 

Adhäsin an der Interaktion mit der Wirtszelle beteiligt (Solanki et al. 2018). Die Kollagen α-

3(VI)-Isoform kommt u.a. im Menschen vor und ist dort an einer Vielzahl von Prozessen 

beteiligt, wie dem Zellwachstum, dem Schutz vor oxidativen Schäden oder es tritt in 

Interaktion mit einer Vielzahl von extrazellular Matrixproteinen (Lamandé and Bateman 

2018). Auf Grund dieser Vielzahl an möglichen Funktionen ist es jedoch nicht möglich, eine 

Aussage über die Aufgabe von PVX_097525 innerhalb des Parasiten zu treffen. 

Für PVX_081850 wurden u.a. eine Homologie mit dem C-Terminus des Merozoiten-

Oberflächenprotein 1 (MSP1; engl. merozoite surface protein 1) detektiert, welches in Plasmodium 

spp. vorkommt. MSP1 kommt auf der Oberfläche von Merozoiten vor und hat eine molekulare 

Masse von 190-220 kDa (Tanabe et al. 1987, Holder et al. 1992). Das Protein ist am initialen 

Schritt der Invasion in einen Erythrozyten beteiligt, indem es zusammen mit MSP6 und MSP7 

den ersten Kontakt zwischen den beiden Zellen herstellt (Kadekoppala and Holder 2010). 

Dieses Protein wurde auch in P. vivax nachgewiesen (Versiani et al. 2013). Daher könnte 

PVX_081850 auf der Oberfläche von Merozoiten situiert und an der Invasion in einen neuen 

Erythrozyten beteiligt sein. Es konnte jedoch keine Lokalisation auf den Merozoiten in der 

Immunfluoreszenzanalyse festgestellt werden.  
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Für PVX_107235 wurden ebenfalls homologe Domänen gefunden, jedoch sind dies 

Domänen mit unbekannter Funktion oder so spezifisch, dass es unwahrscheinlich ist, dass 

PVX_107235 diese Funktion hat. Beispiele für eine solche Funktion sind ein Virulenzfaktor im 

Bakterium Yersinia spp. oder ein Opioid-Wachstumsfaktor, welcher in neuronalen Zellen 

vorkommt (Lopez et al. 2013). Mit die höchste Ähnlichkeit weist PVX_107235 zu dem Protein 

BAT2 auf. Dieses ist ein Protein, welches zur MHC Klasse III (engl. major histocompatibility 

complex) gehört (Banerji et al. 1990). Es konnten bei einer Literaturrecherche jedoch keine 

Hinweise auf die Funktion von BAT2 gefunden werden. Somit kann basierend auf diesen 

Informationen keine Aussage über die mögliche Funktion von PVX_107235 getroffen werden. 

Jedoch wurde bei der blastp-Suche eine Übereinstimmung mit Kollagen α-3(VI)-Isoform 

festgestellt. Wie im vorherigen Abschnitt bereits beschrieben, kann dieses Protein eine 

Vielzahl an Funktionen haben, u.a. eine Interaktion mit einer Vielzahl von extrazellular 

Matrixproteine (Lamandé and Bateman 2018). Für PVX_107235 bedeutet dies, dass dieses 

Protein möglicherweise eine strukturgebende Funktion innerhalb des iE hat und mit anderen 

Proteinen interagiert. 

4.5.2 Bindungsverhalten von pARL_PVX_000020HA, pARL_PVX_101560HA, 

pARL_PVX_113230HA und pARL_PVX_115475HA infizierten Erythrozyten 

Bei den Bindungsstudien konnte für keines der vier VIR-Proteine 

(pARL_PVX_000020HA, pARL_PVX_101560HA, pARL_PVX_113230HA und 

pARL_PVX_115475HA) eine Zytoadhäsion detektiert werden, welche sich signifikant von der 

Stammkultur 3D7 unterschied. Die Westen Blot-Analyse von PVX_000020 war aus 

verschiedenen Gründen nicht erfolgreich. Für PVX_115475 wurden insgesamt vier Proteine 

mit einer molekularen Masse von 24 kDa bis 50 kDa detektiert. Dabei wies nur eines die 

kalkulierte molekulare Masse auf, die anderen drei Proteine hatten eine niedrigere molekulare 

Masse. Für PVX_101560 wurde nur ein Signal bei einer molekularen Masse von ca. 70 kDa 

detektiert (erwartete Masse: 54,1 kDa). Eine mögliche Erklärung können posttranslationale 

Modifikationen, wie beispielsweise Phosphorylierung, Glykosylierung oder Acetylierung 

sein, da sich dadurch die molekulare Masse ändert (Gorr and Vogel 2015, Xie et al. 2015). Auch 

in der Publikation von Bernabeu und Kollegen weist in der Western Blot-Analyse ein VIR-

Protein eine größere molekulare Masse auf, als errechnet wurde (Bernabeu et al. 2012). Beim 

dritten VIR-Protein (PVX_113230) wurden mehrere Proteine detektiert, welche eine höhere 
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oder niedrigere molekulare Masse als die errechneten 47,4 kDa hatten. Dies deutet darauf hin, 

dass das Protein posttranslational modifiziert wurde (Gorr and Vogel 2015). Eine weitere 

Erklärung für die verkürzten Proteine könnte sein, dass P. falciparum nicht in der Lage ist, die 

Proteine vollständig zu synthetisieren. Diese Möglichkeit kann jedoch ausgeschlossen werden, 

da die Protein über den 3xHA-Tag detektiert werden, welcher an den C-Terminus fusioniert 

wurde. Für keines der drei untersuchten VIR-Protein konnte ein Unterschied in der 

Signalintensität zwischen der Kontrolle und der mit Trypsin behandelten Probe detektiert 

werden. Ein im Vergleich stärkeres Signal der Kontrolle hätte auf eine Oberflächenlokalisation 

hingedeutet. Daher kann von diesen drei VIR-Proteine eine Oberflächenlokalisation im 

Trophozoitenstadium ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse sind kongruent mit den 

Ergebnissen der Bindungsstudien, wo für die vier VIR-Proteine keine signifikante Bindung an 

einen der vier Endothelzellrezeptoren detektiert werden konnte. Somit kann auf Grundlage 

der Ergebnisse ausgeschlossen werden, dass diese vier VIR-Proteine im Trophozoitenstadium 

an der Adhäsion beteiligt sind. Eventuell sind diese vier VIR-Proteine erst in einem späteren 

Entwicklungsstadium der iE aktiv. Daher sollten die Versuche mit iE im Schizontenstadium 

wiederholt werden. 

Auch von diesen vier VIR-Proteinen wurde von Lopez und Kollegen eine Analyse 

hinsichtlich homologer Domänen in anderen Proteinen (Lopez et al. 2013). Bei PVX_000020 

wurde eine hohe Übereinstimmung mit dem Baculovirus P47 Protein festgestellt. Dieses wird 

als ein Bestandteil einer RNA-Polymerase beschrieben, welches an der Aktivierung von späten 

Promotoren beteiligt ist (Guarino et al. 1998). Somit es ist möglich, dass PVX_000020 an der 

Synthese von anderen Proteinen beteiligt ist, welche erst spät im Lebenszyklus von P. vivax 

aktiv sind. Dies bedeutet aber auch, dass das Protein überwiegend im Parasiten lokalisiert, da 

dort die Proteinsynthese stattfindet (Jackson et al. 2011). Nach Analyse der Bilder der 

Immunfluoreszenzanalyse trifft dies z.T. zu. Jedoch wurde das Protein auch in die 

Maurer´schen Spalten festgestellt werden, insbesondere in iE im Schizontenstadium. Bei der 

blastp-Suche konnten keine Übereinstimmungen gefunden werden. Somit kann keine Aussage 

über eine mögliche Funktion von PVX_000020 getroffen werden. 

Für PVX_101560 wurde die größte Homologie zu dem Eppstein-Barr virus neclear 

antigen 3 (EBNA-3) gefunden. Dieses ist an der Manipulation des Immunsystems beteiligt, 

indem es B-Zellen in eine immortalisierte Zelllinie umwandelt. Zusätzlich konnte gezeigt 

werden, dass eine Überexpression des Proteins zu einer Herunterregulation von u.a. CD21 
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und CD23 führt (Kashuba et al. 2006). CD21 und CD23 sind an der B-Zell-Aktivierung beteiligt 

(Bonnefoy et al. 1995, Thorarinsdottir et al. 2015). Dies könnte ein Hinweis sein, dass das VIR-

Protein PVX_101560 an der Immunevasion beteiligt ist. Bei einer blastp-Suche konnte keine 

eindeutige Übereinstimmung mit einem Protein aus einem anderen Organismus als 

Plasmodium spp. gefunden werden.  

Bei PVX_113230 wurde die größte Homologie mit einer Domäne unbekannter 

Funktion festgestellt. Diese Domäne wurde in zahlreichen Lipid-Transportproteinen 

nachgewiesen (Anderson et al. 1998, Thompson and Banaszak 2002). Daher könnte es sein, 

dass PVX_113230 an Transportprozessen beteiligt ist. Bei der Betrachtung der Ergebnisse der 

IFA fällt auf, dass PVX_113230 insbesondere im Schizontenstadium sehr häufig in den 

Maurer´schen Spalten und an der Oberfläche der iE nachgewiesen wurde. Somit ist es 

möglich, dass das Funktion dieses Proteins der Transport von Lipiden über die Maurer´schen 

Spalten zur Erythrozytenmembran ist. Bei der blastp-Suche wurde eine Übereinstimmung mit 

einem uncharakterisierten Protein, sowie einem PIR-Protein aus Hepatocystis sp. gefunden. 

Jedoch ist dieses PIR-Protein mit denen aus Plasmodium spp. verwandt (Aunin et al. 2019). 

Daher können keine Rückschlüsse über eine mögliche Funktion gezogen werden. 

Die höchste Homologie von PVX_115475 konnte zu einem Fucose-spezifischen Lektin 

aus einem Pilz gefunden werden. In einer Vielzahl von Organismen konnte gezeigt werden, 

dass Fucose an verschiedene Proteine angelagert wird (Fucosylierung) und die Funktion des 

Proteins beeinflusst. Zwar wurde eine Fucosylierung für P. falciparum bereits beschrieben, 

jedoch konnte bisher nicht geklärt werden, welchen Einfluss diese auf die Aktivität der 

entsprechenden Proteinen hat. Eine andere Möglichkeit ist, dass Fucose in Glykokonjugaten 

vorkommt. Glykokonjugate bestehen hauptsächlich aus verschiedenen Zuckernukleotiden 

und sind z.B. an der Adhäsion beteiligt. Bisher konnte Fucose in P. falciparum jedoch nicht in 

einem Glykokonjugat nachgewiesen werden (Sanz et al. 2013, Cova et al. 2015, Holdener and 

Haltiwanger 2019). Studien über Fucose in anderen Plasmodium-Arten konnten nicht gefunden 

werden. Möglich ist, dass PVX_115475 glykosyliert wird und die Fucose eine aktivierende 

Funktion hat, wie es bereits in anderen Organismen beschrieben wurde. Dafür sind jedoch 

weitere Forschungen notwendig. Weitere Hinweise über die Funktion von PVXX_113230 

konnten bei der blastp-Suche nicht gefunden werden, da hier ebenfalls nur 

Übereinstimmungen mit dem uncharakterisierten Protein, sowie dem PIR-Protein aus 

Hepatocystis sp. gefunden wurden.  
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Für dieses VIR-Protein wurden bei der die gleichen Übereinstimmungen wir für 

PVX_113230 gefunden, wodurch keine weitere Aussage über die Funktion des VIR-Proteins 

gemacht werden kann. 

4.5.3 Bindungsverhalten von pARL_PVX_060690HA, pARL_PVX_06869HA, 

pARL_PVX_093715HA und pARL_PVX_096925HA infizierten Erythrozyten 

Die mit den vier P. falciparum-Zelllinien pARL_PVX_060690HA, pARL_PVX_068690HA, 

pARL_PVX_093715HA und pARL_PVX_096925HA iE, zeigten alle eine Bindung an CHO-CD36, 

welche sich signifikant von der Stammkultur 3D7 unterscheidet. Zusätzlich konnte für 

PVX_096925 noch eine geringe, aber signifikante Bindung an ICAM-1 detektiert werden. 

Weitere Bindung auch von den drei anderen Fusionsproteinen an einen der anderen drei 

Rezeptoren konnten nicht detektiert werden. Die Western Blot-Analyse war für alle 

transgenen Zelllinien erfolgreich, aber nur für PVX_096925 konnte ein festgestellt werden. Das 

Protein wurde mittels tryptischen Verdau von der Oberfläche entfernt. Dies führte in der 

Western Blot-Analyse zu einem schwächeren Signal im Vergleich zu der nicht-trypsinierten 

Kontrolle. In den IFA-Aufnahmen konnte ein punktiertes Muster detektiert werden, wobei 

das Signal der Proteine mit dem Signal von SBP1 und z.T. von ATS kolokalisierte. 

Bei den Western Blot-Analysen von PVX_060690, PVX_068690 und PVX_093715 

konnte kein Unterschied in der Signalintensität zwischen der Kontrolle und der mit Trypsin 

behandelter Probe detektiert werden. Des Weiteren wurden bei den Proben von PVX_060690 

und PVX_068690 mehrere Signale detektiert, aber keines dieser Proteine entspricht der 

errechneten molekularen Masse. Die detektierten Proteine haben entweder eine größere oder 

eine kleinere molekulare Masse. Eine Erklärung für die größere molekulare Masse könnte sein, 

dass die Proteine posttranslational modifiziert wurden. Eine Erklärung für die Signale mit 

einer geringeren molekularen Masse könnte sein, dass die Proteine bereits proteolytisch 

verkürzt wurden (Gorr and Vogel 2015). Bei PVX_093715 wurde nur ein Signal detektiert, 

welches der errechneten molekularen Masse des VIR-Proteins entspricht. Damit kann von 

PVX_060690, PVX_068690 und PVX_093715 eine Lokalisation auf der Oberfläche von iE im 

Trophozoitenstadium ausgeschlossen werden. PVX_096925 ist das einzige in dieser Arbeit 

untersuchte VIR-Protein, bei dem ein Unterschied in der Signalintensität zwischen der 

Kontrolle und der mit Trypsin behandelten Probe nachgewiesen werden konnte. Damit ist 

dieses Protein das Einzige mit einer bestätigten Oberflächenlokalisation.   
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Die einzige Studie, bei der ebenfalls eine transgenen P. falciparum-Zelllinie verwendet 

wurde, um einzelne VIR-Proteine zu untersuchen ist die von Bernabeu und Kollegen. In deren 

Studie wurden vier verschiedene Rezeptoren getestet, CHO-CD36, CHO-ICAM-1, CHO-

VCAM-1 und CHO-E-Selektin. Dabei konnte nur für Erythrozyten, die mit Parasiten, die pvx-

108770 exprimierten, infiziert waren, eine Bindung an alle vier Rezeptoren festgestellt werden. 

Insgesamt wurden in dieser Studie drei VIR-Proteine untersucht. Jedoch wurde in 

weitergehenden Experimenten gezeigt, dass nur die Bindung an CHO-ICAM-1 durch 

spezifische Antikörper inhibiert werden konnte. Bei Bindungsversuchen unter 

Flussbedingungen wurde ebenfalls nur eine Bindung an CHO-ICAM-1 beobachtet (Bernabeu 

et al. 2012). Auch bei Bindungsversuchen mit iR aus Patientenproben konnte bisher nur eine 

Bindung an ICAM-1 nachgewiesen werden, jedoch keine an CD36 (Carvalho et al. 2010). In 

einer weiteren Studie, in der das Bindungsverhalten von iE, isoliert aus 33 Patientenproben, 

an CD36 oder ICAM-1 getestet wurde, konnte hingegen keine Bindung an diese beiden 

Rezeptoren nachgewiesen werden. Allerdings wurde für alle Proben eine Bindung an 

Chondroitinsulfat A festgestellt (Chotivanich et al. 2012). Somit deuten die bisherigen 

Erkenntnisse aus der Literatur darauf hin, dass der Hauptbindungspartner von P. falciparum, 

CD36, für P. vivax nicht von großer Bedeutung ist (Carvalho et al. 2010, Bernabeu et al. 2012, 

Tilly et al. 2015). Bei der quantitativen Analyse der Bindung an CHO-CD36 ist zu sehen, dass 

die Anzahl der gebundenen iE bei drei der vier transgenen Zelllinien (PVX_060690, 

PVX_068690 und PVX_096925) geringer ist als in der Literatur beschriebene Werte (Carvalho 

et al. 2010: ca. 29±6 iE/100 CHO-ICAM-1-Zellen; Bernabeu et al. 2012: ca. 100±30 iE/100 CHO-

ICAM-1-Zellen). Nur bei pARL_PVX_093715HA-iE konnten mehr gebundene iE festgestellt 

werden als bei Carvalho und Kollegen. Jedoch wird hier die Bindung von zwei verschiedenen 

Rezeptoren verglichen. Für die transgene Zelllinie von PVX_096925 konnte zusätzlich eine 

geringe Bindung an CHO-ICAM-1 festgestellt werden. Diese beträgt jedoch nur 1,5±1,2 iE/100 

CHO-ICAM-1-Zellen und ist damit deutlich unter den bisher beschriebenen Werten (Carvalho 

et al. 2010, Bernabeu et al. 2012). Jedoch sind weitere Versuche notwendig, um die Bindung 

der vier transgenen Zelllinien zu bestätigen. Ein Versuch, um die Bindung zu verifizieren, ist 

ein Inhibitions-Bindungsassay. Bei diesem wird einer der beiden Bindungspartner (VIR-

Protein oder Endothelzellrezeptor) mit einem spezifischen Antikörper blockiert ist, wodurch 

keine Bindung von iE mehr festgestellt werden sollten. Erst dadurch ist eindeutig bewiesen, 

dass die Interaktion zwischen dem VIR-Protein und dem Endothelzellrezeptor für die 
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Bindung verantwortlich ist. Da eine höhere Aktivität dieser VIR-Proteine bei Parasiten im 

Schizontenstadium nicht ausgeschlossen werden kann, sollten die Versuche mit diesen 

wiederholt werden. 

Des Weiteren wurde versucht, die Bindung von pARL_PVX_060690HA-iE, 

pARL_PVX_068690HA-iE, pARL_PVX_093715HA-iE und pARL_PVX_096925HA-iE an CHO-

CD36 unter Flussbedingungen zu reproduzieren. Unter den getesteten Scherkräften konnte 

keine Bindung der vier Fusionsproteine an CHO-CD36 festgestellt werden. Dabei betrug die 

höchste Scherkraft 6 dyn/cm² und die niedrigste 0,9 dyn/cm². Ein Grund für die Nicht-Bindung 

könnte eine zu hoch gewählte Scherkraft sein. Mit P. vivax iR akkumulieren in den 

mikrovaskulären Gefäßen des Menschen (Anstey et al. 2009). Dabei können sich die 

Scherkräfte in diesen kleinen Blutgefäße auf bis zu 0,1 dyn/cm² verringern. In unserem 

Versuchsansatz konnte jedoch nur eine Minimalscherkraft von 0,9 dyn/cm² erreicht werden. 

Diese entspricht jedoch dem Blutfluss in postkapillaren Venolen (Montes et al. 2002). Somit ist 

es möglich, dass die gewählte Scherkraft zu hoch ist und dadurch kein iE binden konnte, bzw. 

der iE sofort wieder abgerissen wurde. Um auszuschließen, dass die zu hohe Scherkraft eine 

Bindung verhindert, sollte der Versuch mit einer Scherkraft von 0,1 dyn/cm² wiederholt 

werden.  

Dass der Versuchsaufbau funktioniert, konnte bei einem Versuch mit 3D7-iE an CHO-

CD36 nachgewiesen werden. Wie unter statischen Bedingungen auch, konnte ebenfalls eine 

Bindung von 3D7-iE an CHO-CD36 unter Flussbedingungen nachgewiesen werden. Da diese 

Stammkultur nicht mit artfremden Genen transfiziert wurde, können nur die P. falciparum 

eigenen Adhäsionsproteine, wie PfEMP1, für die Bindung verantwortlich sein. Für 

pARL_PVX_060690HA-iE, pARL_PVX_068690HA-iE, pARL_PVX_093715HA-iE und 

pARL_PVX_096925HA-iE konnte keine Bindung nachgewiesen werden. Somit können die 

Ergebnisse aus den Bindungsversuchen unter Flussbedingung ein Hinweis sein, dass die VIR-

Proteine in den transgenen Zelllinien für die Adhäsion verantwortlich sind und nicht 

beispielsweise die PfEMP1. Wenn die PfEMP1 auch in den transgenen Zelllinien die Bindung 

vermitteln, so hätte auch eine Bindung unter Flussbedingungen nachgewiesen werden 

müssen, da bei der Stammkultur bindende iE detektiert wurden. 

Auch für die Fusionsproteine PVX_060690, PVX_068690, PVX_093715 und 

PVX_096925 wurde überprüft, ob in der Publikation von Lopez und Kollegen homologe 

Domänen gefunden wurden. Nur für die beiden VIR-Proteine PVX_068690 und PVX_093715 



Diskussion 

 106 

konnten welche gefunden werden (Lopez et al. 2013). Bei der blastp-Suche konnte für kein VIR-

Protein eine Übereinstimmung mit einem artfremden Protein gefunden werden. 

Für PVX_068690 wurde die höchste Homologie mit einem bakteriellen Protein 

unbekannter Funktion gefunden. Auch aus den weiteren Einträgen konnten keine 

Rückschlüsse auf die Funktion des Proteins gezogen werden, da entweder die Funktion der 

Domäne noch nicht beschrieben wurde oder dies eine zu spezifische Aufgabe in anderen 

Organismen ist, beispielsweise die Regulation des osmotischen Drucks in Bakterien oder ein 

Protein, welches bei der Struktur von Pflanzenzellwänden von Bedeutung ist (Lopez et al. 

2013). 

Neben der Übereinstimmung mit einer Domäne aus den VIR-Proteinen hat 

PVX_093715 eine hohe Übereinstimmung mit der C-terminalen Domäne eines TAP-Proteins. 

Diese Proteine sind am Export von mRNA aus dem Zellkern beteiligt (Grant et al. 2002). Auch 

für P. falciparum wurde der Export von mRNA bereits beschrieben. Jedoch konnte noch nicht 

geklärt werden, wie der mRNA-Export funktioniert (Tuteja and Mehta 2010). Somit ist es 

möglich, dass PVX_093715 am Transport beteiligt ist. Jedoch steht diese mögliche Funktion im 

Widerspruch zu der Annahme, dass dieses VIR-Protein die Adhäsion an den Rezeptor CHO-

CD36 vermittelt. 
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 Fazit 

Die Ergebnisse unterstützen die Hypothese, dass die VIR-Proteine an der 

Zytoadhäsion von P. vivax infizierten Retikulozyten beteiligt sind. Es konnten für insgesamt 

fünf Transfektanten eine Bindung gezeigt werden, wobei vier VIR-Proteine tatsächlich in das 

Zytosol der Wirtszelle transportiert wurden. Somit kann vermutet werden, dass diese vier 

VIR-Proteine direkt an der Rezeptorbindung beteiligt sind. Jedoch sind weitere Versuche, 

auch im Schizontenstadium nötig, um diese Vermutung zu bestätigen. Hinweise auf eine 

Funktion der VIR-Proteine, bei denen keine Bindung der iE detektiert wurden, konnten nicht 

gefunden werden. Hierfür sind ebenfalls weitere Studien notwendig, insbesondere direkt in 

P. vivax.  

Obwohl bei fünf Transfektanten eine Bindung der iE nachgewiesen wurde, konnte nur 

für das VIR-Protein PVX_096925 eine Oberflächenlokalisation mittels tryptischen Verdau 

nachgewiesen werden. Für PVX_050690 ist keine Oberflächenlokalisation erwartet worden, da 

diese nur intraparasitär lokalisiert. Wieso bei den anderen drei VIR-Proteinen keine 

Oberflächenlokalisation nachgewiesen werden konnte, ist unbekannt. Eine Möglichkeit ist, 

dass der Transport der VIR-Proteine an die Oberfläche erst erfolgt, wenn diese eine Adhäsion 

vermitteln sollen. Dadurch wären diese intrazellulär lokalisiert und könnten nicht vom 

Trypsin verdaut werden. Diese Theorie wird durch die Ergebnisse der 

Immunfluoreszenzanalyse unterstützt. Bei dieser wurde für kein VIR-Protein eine eindeutige 

Lokalisation an der Oberfläche beobachtet. Eine andere Erklärung könnte sein, dass der 

tryptische Verdau aus unbekannten Gründen nicht effektiv war, wodurch kein Unterschied in 

der Signalintensität zwischen der Kontrolle und der mit Trypsin behandelten Probe 

festgestellt werden konnte. Dann hätte jedoch bei den Immunfluoreszenzanalysen eine 

Oberflächenlokalisation gesehen werden müssen. 

Um die Zytoadhäsion von P. vivax näher zu charakterisieren, sind weitere Studien 

notwendig, beispielsweise mit anderen Rezeptoren. Dafür sollten sowohl die bereits 

untersuchten VIR-Proteine verwendet werden als auch neue VIR-Proteine, deren Funktion 

noch unbekannt ist. Interessant ist auch zu wissen, ob sich das Bindungsverhalten von iE im 

Schizontenstadium von iE im Trophozoitenstadium unterscheidet.  
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Abkürzungsverzeichnis 

α anti 

Aqua dest. Destilliertes Wasser 

ATS engl. Acidic Terminal Segment 

bp Basenpaare 

BSA Bovines Serumalbumin 

CD engl. cluster of diffentiation 

CHO engl. chinese hamster ovary 

CIDR engl. cystein-rich interdomain region 

CRT engl. chloroquine resistancetransporter 

CSA Chondroitinsulfat A 

DBL engl. Duffy binding like 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat 

DTT Ditriothreitol 

E. coli Escherichia coli 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

EM Erythrozytenmembran 

EPCR engl. endothelial protein C receptor 

Et al. lat. et alii= und andere 

ETRAMP engl. early transcribed membrane protein 

forw engl. forward 

x g Erdbeschleunigung 

GFP Grün-fluoreszierendes Protein 

g Gramm 

h Stunde 

ICAM-1 Engl. intercellular adhesion molecule 1 

iE infizierte Erythrozyten 

IFA Immunfluoreszenzanalyse 
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iR infizierte Retikulozyten 

kDa Kilodalton 

L Liter 

LB engl. lysogeny broth 

M molare Masse 

MACS engl. magnet activated cell sorting 

MFS engl. malaria freezing solution 

mRNA engl. messenger ribonucleic acid 

MTS engl. malaria thawing solution 

min Minute/n 

mL Milliliter 

mM Millimolar 

MS Maurer´sche Spalten 

MSP1 engl. merozoite surface protein 1 

µg Mikrogramm 

µL Mikroliter 

P. Plasmodium 

PEXEL engl. Plasmodium falciparum export element 

PVM Parasitophore Vakuolenmembran 

PBS Phosphat gepufferte Saline 

PCR Polymerase-Kettenreaktion 

PfEMP1 engl. Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1 

PfMC-2TM engl. Plasmodium falciparum maurer´s clefts-2 transmembrane 

pH lat. Potentia hydrogenii 

PIR engl. Plasmodium intersperesed repeats 

PTEX engl. Plasmodium translocon of exported proteins 

RIFIN engl. repetitive interspersed family 

rev engl. reverse 

RT Raumtemperatur 

SBP1 engl. skeleton binding protein 1 

SP Signalpeptid 
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STEVOR engl. subtelomeric variable open reading frame 

TM Transmembrandomäne 

U Reaktionseinheit 

UV Ultraviolettes Licht 

V Volt 

v/v Volumen/Volumen 

var engl. variant gene 

VCAM-1 engl. vascular cell adhesion molecule 1 

VIR engl. variant interspersed repeats 

VSA engl. variant surface antigens 

WHO Weltgesundheitsorganisation 

w/v Gewicht/Volumen 

°C Grad Celsius 
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Anhang 

PVX_000020 

Vir9_for GAGAGGATCCTGTAAATACTTAAACTACTTGTT (56,2 °C) 33 bp 

Vir9_rev GAGAGAATTCTTATCTAAATTCTTCTAGTGCTTCACAAT(58,1 °C) 39 bp 

DNA-Sequenz (Introns in rot und Oligonukleotide in blau); Länge 970 bp: 

ATGCTAAATTTTTTTATGGTTTTTTTTTCTACTATTTTTTTCTTCCATAGTATAATTTTGTAAGTACG

TATTCTAAATATAAAGACATATATTATGACAGAACTACAGATGAAACTTCTATTAATGATATATGCGAAG

ACTACATTTTATCTCATTTCGATCCTGATGTAGAGCAGGGTAGCCAAGAATGTTTTAGGAAGGTGTGTTCA

AAAGTTAAGAACTACTTAAATTATGTAAAAGTAAATTCTGAATCCCTTGATATACCAAAATGTTGTAAAT

ACTTAAACTACTTGTTATATGACCAAGCAATTTATAATTTACTTTCTGGTTACACTACATTATCACTGTACA

TTGAACTTCAAAAATTGTATGATGAGCATAATTTCGATTTGGTAATATGTAATGAGCATAAAGAGGACGT

TAATTATGAAACTTATAAAAAACTTAATGAACTAATTACACTATACAAGGATTTTGATACATATAAAGCA

TCAAGTGATCCAAAAGAGAATAATGAATGTAAATGTGTTCGAAAATGTGCAAATTCATATAAAACGTAC

ATAAAGAAATGTGAAGATGGCACTCAACGAAATTATTGTGAAGCACTAGAAGAATTTAGAAATACATAT

AATCAACATATGCAAAATGGAACTAATTGTAACAATGTAGACATATACTTACCATCCACAAAAAAAGTT

AACATCATTGTTCTTATTACAATTCCGTCTATTATTATATTAACCTTTTGTTTCCTTTTATTTATTCTGTATAA

AGGTAGAAATTTTTTTTATTAAAAATATAATTATTATGATAAAATTTTAATTATACAGTTTCATATAAAAA

TTATTATGTTATAATTGCTGTATTATTAATATATAATTTTTTCCCTTACTATTAGTTTACTACAGTTGTGCTC

ATGCATAAATGCTCAAAAAGGGAAGAGAAAAAATATGAAGGAAAGTTTAAA 

Die transgene Zelllinie pARL_PVX_000020 wurde von Elena Baron während ihrer 

Bachelorarbeit in der Arbeitsgruppe von Prof. Bruchhaus hergestellt. Dafür wurde das vir-Gen 

mittels PCR direkt aus eine P. vivax-Probe amplifiziert. Es erfolgte keine Anpassung der codon 

usage an P. falciparum. 
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PVX_ 060690  
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PVX_050690 

 

 

PVX_068690 
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PVX_077695 

 

PVX_081850 
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PVX_093715 

 

PVX_096925 
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PVX_097525 

 

PVX_101560 
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PVX_107235 

 

PVX_113230 
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PVX_115475 
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Vektorkarte pARL1-3xHA 

 

Abbildung A1: Vektorkarte des pARL1-3xHA-Vektors. Schematische Darstellung mit dem Beispielgen vir14. Der Vektor enthält 

einen Pfcrt-Promotor, sowie die Gene für eine -Laktamase und dem 3xHA-Tag.  

 

Tabelle A1.1: Statische Bindungsexperimente von iE der 13 Transfektanten und 3D7-iE an CHO-GFP. iRBC/iE: infizierte 

Erythrozyten; nv: nicht verfügbar. 

  3D7-iE 
pARL_PVX_ 

000020HA-iE 

pARL_PVX_ 

050690HA-iE 

pARL_PVX_ 

060690HA-iE 

pARL_PVX_ 

068690HA-iE 

pARL_PVX_ 

077695HA-iE 

pARL_PVX_ 

081850HA-iE 

iR
B

C
s/

1
0

0
 C

H
O

-Z
el

le
n

 

0 0 0 0 0 0 1 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 1 0 1 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 0 0 nv 0 

0 0 0 0 0 nv 0 

1 0 0 0 0 nv 0 

0 0 0 0 0 nv 0 

0 0 0 0 0 nv 0 
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0 0 0 0 0 nv 0 

1 0 0 0 0 nv 0 

0 1 0 0 0 nv 0 

0 0 0 0 0 nv 0 

0 0 0 0 0 nv 0 

0 0 0 0 0 nv 0 

0 0 0 0 0 nv 0 

0 0 1 0 0 nv 0 

0 1 0 0 0 nv 0 

0 0 0 0 0 nv 0 

0 0 0 1 0 nv 0 

0 0 0 0 0 nv 0 

0 0 0 0 0 nv 0 

1 0 0 0 nv nv 0 

0 0 0 0 nv nv 0 

0 1 0 0 nv nv 0 

0 0 0 0 nv nv 0 

0 0 0 0 nv nv 0 

0 2 0 0 nv nv 0 

0 0 0 2 nv nv 0 

0 0 0 0 nv nv 0 

1 0 0 0 nv nv 0 

0 nv nv 0 nv nv 0 

0 nv nv 0 nv nv 0 

0 nv nv 0 nv nv 0 

0 nv nv 0 nv nv 0 

0 nv nv 0 nv nv 0 

0 nv nv 0 nv nv 0 

0 nv nv 0 nv nv 0 

0 nv nv 0 nv nv 0 

0 nv nv 0 nv nv 0 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 
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Tabelle A1.2: Statische Bindungsexperimente von iE der 13 Transfektanten und 3D7-iE an CHO-GFP. iRBC/iE: infizierte 

Erythrozyten; nv: nicht verfügbar. 

  
pARL_PVX_ 

093715HA-iE 

pARL_PVX_ 

096925HA-iE 

pARL_PVX_ 

097525HA-iE 

pARL_PVX_ 

101560HA-iE 

pARL_PVX_ 

107235HA-iE 

pARL_PVX_ 

113230HA-iE 

pARL_PVX_ 

115475HA-iE 

iR
B

C
s/

1
0

0
 C

H
O

-Z
el

le
n

 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 1 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 nv nv 0 0 0 

0 0 nv nv 0 0 0 

0 0 nv nv 0 0 0 

0 0 nv nv 0 0 0 

0 0 nv nv 0 0 0 

1 0 nv nv 0 1 0 

0 0 nv nv 0 2 0 

0 0 nv nv 0 0 0 

0 0 nv nv 0 0 0 

0 1 nv nv nv nv 2 

0 2 nv nv nv nv 0 

0 0 nv nv nv nv 0 

0 1 nv nv nv nv 0 

0 0 nv nv nv nv 0 

0 6 nv nv nv nv 0 

0 1 nv nv nv nv 0 

0 2 nv nv nv nv 0 

0 1 nv nv nv nv 0 

0 nv nv nv nv nv 0 

0 nv nv nv nv nv 0 

0 nv nv nv nv nv 0 

0 nv nv nv nv nv 0 

0 nv nv nv nv nv 0 

0 nv nv nv nv nv 0 

0 nv nv nv nv nv 0 

0 nv nv nv nv nv 0 

0 nv nv nv nv nv 0 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 
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nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

 

Tabelle A2.1: Statische Bindungsexperimente von iE der 13 Transfektanten und 3D7-iE an CHO-CD36. iRBC/iE: infizierte 

Erythrozyten; nv: nicht verfügbar. 

  3D7-iE 
pARL_PVX_ 

000020HA-iE 

pARL_PVX_ 

050690HA-iE 

pARL_PVX_ 

060690HA-iE 

pARL_PVX_ 

068690HA-iE 

pARL_PVX_ 

077695HA-iE 

pARL_PVX_ 

081850HA-iE 

iR
B

C
s/

1
0

0
 C

H
O

-Z
el

le
n

 

6 0 24 42 2 0 0 

3 0 18 38 16 0 0 

3 0 24 25 16 0 1 

2 0 45 11 43 0 3 

1 0 20 4 14 0 0 

2 0 24 11 13 0 0 

1 1 41 23 9 0 0 

0 0 49 14 13 0 1 

0 0 50 38 4 0 1 

6 1 3 1 4 nv 1 

8 0 4 1 1 nv 0 

1 0 3 15 2 nv 0 

4 2 36 21 2 nv 0 

6 4 49 44 4 nv 0 

9 4 36 36 2 nv 0 

1 10 35 2 3 nv 0 

3 5 23 14 3 nv 0 

5 9 35 5 6 nv 0 

3 nv nv 15 nv nv 0 

9 nv nv 7 nv nv 0 

1 nv nv 19 nv nv 0 

0 nv nv 7 nv nv 0 

5 nv nv 15 nv nv 0 

7 nv nv 18 nv nv 0 

3 nv nv 21 nv nv 0 

2 nv nv 4 nv nv 0 

1 nv nv 8 nv nv 0 
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4 nv nv nv nv nv nv 

1 nv nv nv nv nv nv 

6 nv nv nv nv nv nv 

4 nv nv nv nv nv nv 

9 nv nv nv nv nv nv 

8 nv nv nv nv nv nv 

4 nv nv nv nv nv nv 

5 nv nv nv nv nv nv 

3 nv nv nv nv nv nv 

4 nv nv nv nv nv nv 

1 nv nv nv nv nv nv 

6 nv nv nv nv nv nv 

4 nv nv nv nv nv nv 

9 nv nv nv nv nv nv 

8 nv nv nv nv nv nv 

4 nv nv nv nv nv nv 

5 nv nv nv nv nv nv 

3 nv nv nv nv nv nv 

2 nv nv nv nv nv nv 

5 nv nv nv nv nv nv 

3 nv nv nv nv nv nv 

7 nv nv nv nv nv nv 

3 nv nv nv nv nv nv 

4 nv nv nv nv nv nv 

8 nv nv nv nv nv nv 

4 nv nv nv nv nv nv 

3 nv nv nv nv nv nv 

 

Tabelle A2.2: Statische Bindungsexperimente von iE der 13 Transfektanten und 3D7-iE an CHO-CD36. iRBC/iE: infizierte 

Erythrozyten; nv: nicht verfügbar. 

  
pARL_PVX_ 

093715HA-iE 

pARL_PVX_ 

096925HA-iE 

pARL_PVX_ 

097525HA-iE 

pARL_PVX_ 

101560HA-iE 

pARL_PVX_ 

107235HA-iE 

pARL_PVX_ 

113230HA-iE 

pARL_PVX_ 

115475HA-iE 

iR
B

C
s/

1
0

0
 C

H
O

-Z
el

le
n

 

108 22 0 0 2 7 1 

45 14 0 0 5 8 0 

67 12 0 0 2 5 1 

19 2 0 1 0 5 0 

11 1 0 0 0 5 1 

18 15 0 0 1 2 1 

88 1 0 0 5 1 0 

71 3 0 0 13 1 0 

148 8 1 0 13 10 0 

43 7 nv nv 2 4 0 

5 8 nv nv 3 8 0 

7 8 nv nv 1 3 2 

72 9 nv nv 4 0 0 

38 5 nv nv 0 5 0 

88 6 nv nv 2 4 0 

8 11 nv nv 0 1 0 

17 5 nv nv 1 0 0 

16 12 nv nv 2 0 0 
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nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

 

Tabelle A3.1: Statische Bindungsexperimente von iE der 13 Transfektanten und 3D7-iE an CHO-ICAM-1. iRBC/iE: infizierte 

Erythrozyten; nv: nicht verfügbar. 

  3D7-iE 
pARL_PVX_ 

000020HA-iE 

pARL_PVX_ 

050690HA-iE 

pARL_PVX_ 

060690HA-iE 

pARL_PVX_ 

068690HA-iE 

pARL_PVX_ 

077695HA-iE 

pARL_PVX_ 

081850HA-iE 

iR
B

C
s/

1
0

0
 C

H
O

-Z
el

le
n

 

0 0 1 0 1 0 0 

0 0 0 0 0 0 1 

0 0 1 0 0 0 0 

0 0 1 0 0 0 0 

0 0 1 0 0 0 0 

2 0 2 0 0 0 2 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 1 0 0 0 
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0 0 0 0 4 nv 1 

0 0 0 0 3 nv 0 

0 0 0 0 8 nv 0 

1 0 0 0 4 nv 0 

0 0 0 0 4 nv 0 

3 0 0 0 5 nv 0 

0 1 0 0 0 nv 0 

0 0 0 1 1 nv 1 

0 0 0 0 2 nv 0 

0 nv nv 0 nv nv 0 

0 nv nv 0 nv nv 0 

0 nv nv 0 nv nv 0 

0 nv nv 0 nv nv 0 

0 nv nv 0 nv nv 0 

0 nv nv 0 nv nv 0 

0 nv nv 0 nv nv 0 

0 nv nv 1 nv nv 0 

0 nv nv 0 nv nv 0 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

1 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

 

Tabelle A3.2: Statische Bindungsexperimente von iE der 13 Transfektanten und 3D7-iE an CHO-ICAM-1. iRBC/iE: infizierte 

Erythrozyten; nv: nicht verfügbar. 

  
pARL_PVX_ 

093715HA-iE 

pARL_PVX_ 

096925HA-iE 

pARL_PVX_ 

097525HA-iE 

pARL_PVX_ 

101560HA-iE 

pARL_PVX_ 

107235HA-iE 

pARL_PVX_ 

113230HA-iE 

pARL_PVX_ 

115475HA-iE 

iR
B

C
s/

1
0

0
 C

H
O

-Z
el

le
n

 

0 1 0 0 1 0 1 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 1 0 0 

0 2 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 2 0 0 0 0 0 

1 0 0 0 1 0 0 

0 1 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 
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0 2 nv nv nv nv 0 

0 1 nv nv nv nv 0 

0 4 nv nv nv nv 0 

0 1 nv nv nv nv 0 

0 3 nv nv nv nv 0 

0 2 nv nv nv nv 0 

0 3 nv nv nv nv 1 

0 2 nv nv nv nv 0 

0 3 nv nv nv nv 1 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

 

Tabelle A4.1: Statische Bindungsexperimente von iE der 13 Transfektanten und 3D7-iE an CHO-VCAM-1. iRBC/iE: infizierte 

Erythrozyten; nv: nicht verfügbar. 

  3D7-iE 
pARL_PVX_ 

000020HA-iE 

pARL_PVX_ 

050690HA-iE 

pARL_PVX_ 

060690HA-iE 

pARL_PVX_ 

068690HA-iE 

pARL_PVX_ 

077695HA-iE 

pARL_PVX_ 

081850HA-iE 

iR
B

C
s/

1
0

0
 C

H
O

-Z
el

le
n

 

0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 1 0 0 0 

0 0 1 1 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 1 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 1 0 0 
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1 nv nv nv nv nv nv 

1 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

1 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

1 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

1 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

 

Tabelle A4.2: Statische Bindungsexperimente von iE der 13 Transfektanten und 3D7-iE an CHO-VCAM-1. iRBC/iE: infizierte 

Erythrozyten; nv: nicht verfügbar. 

  
pARL_PVX_ 

093715HA-iE 

pARL_PVX_ 

096925HA-iE 

pARL_PVX_ 

097525HA-iE 

pARL_PVX_ 

101560HA-iE 

pARL_PVX_ 

107235HA-iE 

pARL_PVX_ 

113230HA-iE 

pARL_PVX_ 

115475HA-iE 

iR
B

C
s/

1
0

0
 C

H
O

-Z
el

le
n

 

1 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 1 0 

0 0 0 0 0 0 2 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 1 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 2 2 0 

0 0 0 0 0 0 0 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 
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nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

 

Tabelle A5.1: Statische Bindungsexperimente von iE der 13 Transfektanten und 3D7-iE an CHO-P-Selektin. iRBC/iE: infizierte 

Erythrozyten; nv: nicht verfügbar. 

  3D7-iE 
pARL_PVX_ 

000020HA-iE 

pARL_PVX_ 

050690HA-iE 

pARL_PVX_ 

060690HA-iE 

pARL_PVX_ 

068690HA-iE 

pARL_PVX_ 

077695HA-iE 

pARL_PVX_ 

081850HA-iE 

iR
B

C
s/

1
0

0
 C

H
O

-Z
el

le
n

 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 1 1 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 1 0 0 0 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

1 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 

1 nv nv nv nv nv nv 

0 nv nv nv nv nv nv 
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Tabelle A5.2: Statische Bindungsexperimente von iE der 13 Transfektanten und 3D7-iE an CHO-P-Selektin. iRBC/iE: infizierte 

Erythrozyten; nv: nicht verfügbar. 

  
pARL_PVX_ 

093715HA-iE 

pARL_PVX_ 

096925HA-iE 

pARL_PVX_ 

097525HA-iE 

pARL_PVX_ 

101560HA-iE 

pARL_PVX_ 

107235HA-iE 

pARL_PVX_ 

113230HA-iE 

pARL_PVX_ 

115475HA-iE 

iR
B

C
s/

1
0

0
 C

H
O

-Z
el

le
n

 

1 4 0 0 0 0 0 

0 1 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

nv nv nv nv nv nv nv 

 

Tabelle A6: Bindungsexperimente unter Flussbedingung von iE von 4 Transfektanten und 3D7-iE an CHO-CD36. iE: infizierte 

Erythrozyten; nv: nicht verfügbar. An den weiteren getesteten Scherkräften (6 Dyn/cm2,4 Dyn/cm2,3 Dyn/cm2, 2 Dyn/cm2) 

konnten keine Bindungen festgestellt werden. 

  3D7-iE 
pARL_PVX_ 

060690HA-iE 

pARL_PVX_ 

068690HA-iE 

pARL_PVX_ 

093715HA-iE 

pARL_PVX_ 

096925HA-iE 

Experiment-

Nr. 

Scherkraft 

[Dyn/cm2] 
1,5 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9  

Anzahl  

gebundener iE 

0 5 0 0 0 0 I 

4 14 nv nv nv nv II 

 

 

Tabelle A7: Lokalisationsstudien der 13 VIR-Proteine bei der Immunfluoreszenzanalyse. Lokalisierung mit: Para: Parasit; MS: 

Maurer´sche Spalten; OF: Oberfläche des iE. 

Genname  Para Para + MS Para + OF MS MS + OF 

PVX_000020 
T 46 71 3 0 0 

S 23 49 5 43 0 

PVX_050690 
T 120 0 0 0 0 

S 120 0 0 0 0 
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PVX_060690 
T 15 85 0 20 0 

S 0 1 0 105 14 

PVX_068690 
T 1 26 0 79 14 

S 0 1 0 79 41 

PVX_077695 
T 5 85 2 27 1 

S 0 92 3 17 9 

PVX_081850 
T 10 89 0 21 0 

S 0 1 0 98 21 

PVX_093925 
T 10 92 0 18 0 

S 0 4 0 106 10 

PVX_096925 
T 21 45 0 54 0 

S 0 7 0 96 17 

PVX_097525 
T 25 93 0 2 0 

S 4 32 0 78 6 

PVX_101560 
T 6 91 0 23 0 

S 0 6 0 80 34 

PVX_107235 
T 19 38 0 63 0 

S 0 4 0 100 16 

PVX_113230 
T 11 68 1 40 0 

S 0 6 4 55 55 

PVX_115475 
T 33 87 0 0 0 

S 0 70 0 50 0 

 

Tabelle A8: Kolokalisationsstudien der 13 VIR-Proteine bei der Immunfluoreszenzanalyse. Kolokalisierung mit: Spektrin: 

Protein der Erythrozytenmembran; ETRAMP5: Protein der parasitophoren Vakuolenmembran; SBP1: Protein der Maurer´schen 

Spalten; ATS: ATS-Domäne der oberflächenassoziierten PfEMP1-Proteine. 

 

    Spektrin ETRAMP5 SBP1 ATS 

Kolokalisation Ja Nein Ja Nein Ja Nein Ja Nein 

PVX_000020 
T 1 29 30 0 13 17 14 16 

S 0 30 20 10 21 9 16 14 

PVX_050690 
T 0 30 30 0 0 30 0 30 

S 0 30 30 0 0 30 0 30 

PVX_060690 
T 0 30 23 7 25 5 6 24 

S 0 30 0 30 30 0 9 21 

PVX_068690 
T 2 28 0 30 30 0 30 0 

S 9 21 0 30 30 0 31 0 

PVX_077695 
T 0 30 21 9 30 0 29 1 

S 3 27 22 9 30 0 28 2 

PVX_081850 
T 0 30 26 4 28 2 10 20 

S 4 26 1 29 30 0 24 6 

PVX_093715 
T 0 30 26 4 28 2 11 19 

S 2 28 0 30 30 0 16 14 

PVX_096925 
T 0 30 14 16 26 4 8 22 

S 6 24 4 26 30 0 13 17 

PVX_097525 
T 0 30 30 0 26 4 12 18 

S 0 30 12 18 29 1 15 15 

PVX_101560 
T 0 30 22 8 30 0 7 23 

S 5 25 2 28 30 0 15 15 
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PVX_107235 
T 0 30 15 15 24 6 8 22 

S 3 27 2 28 30 0 14 16 

PVX_113230 
T 0 30 21 9 25 5 16 14 

S 7 23 4 26 30 0 16 14 

PVX_115475 
T 0 30 30 0 22 8 11 19 

S 0 30 17 13 30 0 13 17 
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