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Abkiirzungsverzeichnis
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Parasitdre Plasmamembran
Parasitophore Vakuole
Parasitophore Vakuolenmembran
Residualvakuole
Transmissionselektronenmikroskopie
Tumornekrosefaktor

Transportvesikel



Einleitung

Plasmodium falciparum samt seinen verwandten Arten P. vivax, malariae, und ovale ist

heute die Todesursache von jahrlich etwa 2-3 Millionen Menschen weltweit, wobei die

meisten Todesfdlle vom P. falciparum (Malaria tropica) verursacht werden. Pro Jahr

Abb. 1a, b

a) Ubersicht eines Monozyten mit

intralysosomalen Hamozoinkristallen.

(M233: kontrastiert; Vergr. 7.000X)
b) (aus a) Hamozoinkristalle (Pfeil)
eingebettet in die dichte Matrix eines
Phagolysosoms. (M234: kontrastiert,
Vergr. 18.000X)

erkranken bis zu 500 Millionen Menschen an
einer der verschiedenen Formen von
Malaria”. Diese {iiberraschenden Tatsachen
geben angesichts der einst besseren
Therapierbarkeit einiger Stamme (siehe
zunehmende  Chloroquin-Resistenz)  und
mancherorts auch gelungener
Ausrottungserfolge (u.a. mit DDT) daher
jedem neuen Ansatz, diesen heimtiickischen
Organismen auf den Grund zu kommen, Sinn

und Recht.

1880 entdeckte der franzosische Arzt und
spdtere Nobelpreistrager Laveran, der zu
dieser Zeit fiir die Armee in Algerien tatig
war, den fiir die Malaria-Erkrankung
verantwortlichen Parasiten Plasmodium. Im
Rahmen seiner Untersuchungen fielen ihm
uwa. ,Pigmentkdrnchen” (Abb. 1) auf, die
lichtmikroskopisch in ungefarbten
Leukozyten von malariakranken Patienten zu
sehen waren”. Im Jahre 1886 zeigte Golgi als
erster, dass die bei Malariakranken bekannten
Fieberparoxysmen mit der Segmentierung der
Plasmodien = und die  Schwere  der
Symptomatik mit der Anzahl der im Blut
befindlichen Parasiten korrelierten”. Die

spdteren Arbeiten von Ross, der 1898 den
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gesamten Zyklus des Vogelplasmodiums aufzeigte, sowie die der Italiener Grassi,
Bignami und Bastianelli, die den Zyklus bei der humanen Form, aber auch der
parasitenspezifischen Abhdngigkeit von der Anopheles-Miicke aufzeigten, trugen
wesentlich zur Vervollstindigung des damaligen Kenntnisstandes dieser parasitdaren

Erkrankung bei"”.

Es sollte sich spéter herausstellen, dass Laverans Befund von den Pigmentkérnchen
von groflerer Bedeutung ist, als zundchst klar war. Denn drei Jahrzehnte nach seinem
Fund postulierte Brown, dass just diese Kdérnchen — seinerzeit
bekannt als Melanin oder Hamatin — der wesentliche Faktor
in der Pathophysiologie des Malaria-Fiebers’ sind. Trotz
alledem maf} man noch bis vor wenigen Jahren den heute als
Himozoin" oder Malariapigment bekannten
Pigmentkornchen wenig pathophysiologische Bedeutung
bei’. Inzwischen ist aber dem Hdmozoin eine Schliisselrolle in

der Pathogenese des Malariafiebers nicht mehr abzustreiten®.

Interessant ist auch anzumerken, dass Laveran schon mit
seinem intraleukozytdren Hdmozoinfund jener Quelle des

Malariafiebers nicht ndher hétte sein konnen: Die leukozytare

Aufnahme von Hidmozoin und die dadurch ausgeloste
Ausschiittung von pyrogenen Zytokinen (u.a. TNF) ist Abb. 2

letztendlich eine wesentliche Ursache des Fiebers®. (Ausschnitt aus Abb.
6a) Pfeile zeigen auf
die beiden Membrane
(schwarz > PPM, weiB

Plasmodium falciparum gehort (wie auch Toxoplasma gondii) zu > PVM), die ein intra-
. . . . erythrozytédres  Plas-
den obligat intrazelluldiren Parasiten, den sogenannten modium umgeben.
. . . Pf = Plasmodium
Apicomplexa (Sporozoen), welche mit Hilfe von E‘alciparum., Ery =
Erythrozyt)

spezialisierten =~ Organellen aktiv in die Wirtszellen
eindringen33, in denen die asexuelle Vermehrung der Plasmodien stattfindet. Bei der
Invasion von plasmodialen Merozoiten in menschliche Erythrozyten bildet sich eine
Vakuole um die Merozoiten herum, die wurspriinglich nur erythrozytare
Membrananteile enthdlt. Diese Membran bezeichnet man als parasitophore

Vakuolenmembran (PVM)(weifier Pfeil, Abb. 2), die durch sie gebildete Vakuole
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dementsprechend die parasitophore Vakuole (PV)(schwarzer Bereich, Abb. 2). Spater

tragen parasitire Proteine sowie Membrananteile wesentlich zur Vergrofierung der
PVM sowie zu deren Funktion bei * . Die PVM bietet den Plasmodien also Schutz, da
keine direkte Verbindung zwischen dem erythrozytaren Cytosol und der parasitiren
Plasmamembran (PPM) (schwarzer Pfeil, Abb. 2) besteht, und verhindert zudem die

Ubersduerung der PV ”. (Siehe auch Abb. 15 im Anhang fiir eine schematische

Ubersicht der Membrananordnung.)

Sobald die Plasmodien in die Zelle gelangt sind, beginnt der intrazelluldre
Replikationszyklus, der insgesamt ca. 48 Stunden dauert. Zu Beginn dieses Zyklus
befindet sich das Plasmodium im Ringstadium (der flachen, diskoiden Form nach), das
20-24 Stunden andauert und auf das das so genannte Trophozoitenstadium folgt. Im
Verlauf dieser beiden Stadien — insgesamt etwa 36 Stunden — reift das Plasmodium mit
Hilfe einer Vielzahl, fast ausschliefllich durch das Plasmodium selbst gesteuerter
biochemischer Vorginge” zu Schizonten heran, die durch Teilung der reifen

Trophozoiten entstehen’.

Von diesen drei Stadien sind es die Ringformen und v.a. die Trophozoiten, die
erythrozytdres Hamoglobin abbauen, und zwar in der Regel etwa 75% eines
Erythrozyten”, in vollreifen Schizonten sogar bis zu fast 100%. Dieser Abbau findet

innerhalb weniger Stunden im Rahmen eines sehr geordneten Prozesses statt™.

Die Grundlagen unseres Wissens schufen Aikawa, Huff und Sprinz’ schon vor mehr
als 40 Jahren mit ihren elektronenmikroskopischen Untersuchungen von dem Ablauf
und der Lokalisation dieser Abbauprozesse, die dann infolge der Weiterentwicklung
der inzwischen eher in den Hintergrund getretenen Elektronenmikroskopie 1990 von
Slomianny™ erweitert werden konnten. Bekannt ist, dass bereits Ringplasmodien und
frihe  Trophozoiten  erythrozytires  Cytosol = durch = Mikropinozytose

44, 30, 40

(Oberflachenphagotrophie) aufnehmen um das darin enthaltene Hamoglobin
abbauen zu konnen. Dabei stiilpt sich eine verhidltnismdflig kleine Menge
erythrozytiaren Cytosols — umgeben von einer Doppelmembran (aufen die PPM, innen
die PVM) - in das Plasmodium hinein und bildet so eine so genannte Fressvakuole

(FV, auch food vacuole). Spater verlieren diese Fressvakuolen die innere, urspriingliche
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PVM und erscheinen unimembrands und konnen auch je nach Alter bereits ein

#0054 Dieser Prozess der Oberflachenphagotrophie™ wird

Héamozoinkristall enthalten
im Laufe der Reifung im Trophozoitenstadium zunehmend durch ein so genanntes
Cytostomensystem” ™ ersetzt (siche Abb. 3).
Die Cytostomen imponieren im
Parasitencytosol je nach Schnitt als grofie,
runde oder eiformige Hamoglobintaschen
(eingestiilptes  Erythrozytencytosol). Ein
einzelner Parasit kann bis zu 5-6 solcher
Cytostomen enthalten®”, die in der 3-
dimensionalen Darstellung wie Schlduche
erscheinen”. Diese verschiedenen

Cytostomen sind oft tatsdchlich miteinander

verbunden.

In diesen Cytostomen findet jedoch kein
Abbau statt, sondern es stiilpen sich

bimembranose Vakuolen von der Oberfliache

aus, die dann ins Innere des Plasmodiums

hineinwandern. Zurzeit existieren zwei Abb. 3

Intraerythrozytéres Plasmodium mit
Cytostomensystem. (KB82: kontrastiert, +
DAB, Vergr. 8.700X)

unterschiedliche Theorien iiber die Funktion
dieser Vakuolen. Die eine besagt, dass dies
in der Tat Fressvakuolen sind, in denen
bereits Hamoglobinabbau stattfindet und die sich samt Hamozoin spiter zu einer

unimembrandsen, sogenannten Residualvakuole (RV) vereinen™ *

. Die andere Theorie
besagt dagegen, dass es sich um Transportvesikeln (TV) handelt, die ihren Inhalt
inklusive der inneren Membran an eine Digestionsvakuole (DV) abgeben, in der der
Hamoglobinabbau spéter stattfinden wird”. In beiden Fillen verschmilzt die dufSere

Membran der FV oder TV mit der der Residual- bzw. Digestionsvakuole.

Welche Theorie auch immer man fiir die glaubwiirdigste hilt, fest steht, dass aus dem
Hamoglobinabbau Hadmozoinkristalle resultieren; eine Aussage iiber die primaére

Lokalisation der Kristallbildung kann jedoch nicht getroffen werden. Es ldsst sich
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ndmlich  zwischen der mikroskopischen Erscheinung von eindeutigen
Héamozoinkristallen — ob in Transportvesikeln oder Residualvakuolen — und dem
tatsdchlichen Ort der Bildung keine Verbindung herstellen. Denn dort, wo die Kristalle
auf der molekularen Ebene (ein dem Betrachter verborgener Vorgang) tatsdchlich
anfangen sich zu bilden, muss nicht auch die Stelle sein, wo sie in voll entwickelter
Form und Grofie beobachtet werden. Dies nicht zuletzt auch deswegen, weil die

parasitire Doppelmembranhiille an so vielen Zelltransportfunktionen beteiligt ist.

Abgesehen von der wichtigen Rolle, die Himozoin in der klinischen Manifestation der
Malaria spielt, kommt neuen Erkenntnissen zur Entstehung der Himozoinkristalle eine
grofe Bedeutung zu, da deren Bildung fiir das Uberleben der Plasmodien
unentbehrlich ist. Prinzipiell stellt die Fahigkeit bzw. Notwendigkeit von Plasmodien,
Héamoglobin abzubauen, einen entscheidenden modus operandi et vivendi dar, um unter
anderem dessen Aminoséduren verwerten zu kénnen”. Beim Abbau des erythrozytiren
Hamoglobins wiirde aber bei Offnung des Porphyrinringes zumindest intermediér
ionisiertes Eisen freigesetzt, das zur Bildung von Sauerstoffradikalen neigt, die fiir die
Plasmodien toxisch wiaren. Der von Metazoen gewahlte Ausweg, ionisiertes Eisen an
Apoferritin zu binden bzw. in Ferritin zu integrieren, steht den Plasmodien nicht zur
Verfiigung. Stattdessen bleibt der Porphyrinring des aus dem Abbau von Him

5

gebildeten Ferriprotoporphyrins IX (FPIX)" * geschlossen und kristallisiert zu
unloslichem {3-Hamatin (siehe Abb. 14 im Anhang). Dort ist das Eisen als Chelat so fest
gebunden, dass es auch mit der Berlinerblaufarbung nicht nachweisbar ist. Durch die
Bildung von -Hamatin entgehen die Plasmodien dem moglichen ferrotoxischen Insult.
Es ist eben diese Bildung von fi-Hdmatin, die wiederum durch einige der wichtigsten
heute verfiigbaren Malariamedikamente (u.a. Chloroquin und verwandte Alkaloide)
blockiert wird, was die Bedeutung dieses Pigments umso mehr unterstreicht’. Der
genaue  Wirkmechanismus dieser =~ Medikamente, der Mechanismus der

Héamozoinbildung, aber auch der genaue Ort der Bildung sind noch nicht im Detail

geklart.

“ Grundbaustein von B-Hamatin sowie Himozoin, beides Polymere, die aus Dimeren des
Ferriprotoporphyrins IX (FP IX) bestehen, dessen Zentralatom ein dreiwertiges Eisenatom ist.
Siehe Abb.14 Anhang.
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Neben der Frage nach dem Ort bzw. Mechanismus der Himozoinbildung ist in diesem
Zusammenhang auch die Frage bedeutsam, ob freies (ionisiertes) Eisen im
plasmodialen, intraerythrozytdren Stoffwechsel tiberhaupt vorkommt. In der Tat
besteht die Moglichkeit, dass das im Ham gebundene Eisen in Anwesenheit von
Peroxyd sowie ausreichend niedrigem pH vom Porphyrinring geldst werden kann™ ™
. Dieses freie Eisen konnte seinerseits von Plasmodien zur Synthese eisenhaltiger
Proteine genutzt werden, die fiir deren Uberleben lebensnotwendig sind®, eine
Tatsache, die das Vorkommen von freiem Eisen in angemessen limitiertem Ausmaf3
wahrscheinlich macht. Stoffwechselvorgéange, die freies Eisen entweder erzeugen oder
es zur anderweitigen Proteinbildung nutzen, sind wegen minimaler Konzentration
elektronenmikroskopisch unsichtbar (siche auch Egan et al. [2002]"). Eine

elektronenmikroskopisch nachweisbare Eisendichte ist aber im Zusammenhang mit

der Himozoinbildung zu erwarten.

Fragestellung

Da zu erwarten ist, dass der Abbau des Proteinanteiles von Hamoglobin mit einer
ortlich zunehmenden Konzentration von FPIX und somit von Eisen verbunden ist, soll
in dieser Arbeit elektronenmikroskopisch untersucht werden, an welchen Orten eine

Eisenanreicherung als Hinweis auf eine initiale Himozoinbildung nachweisbar ist.



13
Material und Methoden

Untersucht wurde Archivmaterial, das von mit Plasmodium falciparum infiziertem Blut
(Tab. 1) aus dem westafrikanischen Land Ghana stammt. Im Rahmen der
Primardiagnostik wurde ein Teil des antikoagulierten Blutes von 4 unbehandelten
Patienten zur elektronenmikroskopischen Untersuchung asserviert. Alle Patienten
waren wihrend der Regenzeit mit dem Malaria-Erreger infiziert worden. Die Diagnose
einer Infektion mit Plasmodium falciparum wurde lichtmikroskopisch am Dicken
Tropfen gestellt. Das Blut wurde als Suspension vor Ort mit 3%-igem Glutaraldehyd in
Cacodylatpuffer fixiert.

Patient Untersuchungsmaterial
1(S.A) B42-01
2(D.A) B43-01
B51-01
3(RB.) B76-01 + DAB
B107-03 ohne Zusatz von K,FeCN,
B52-01
4 (N.A.) B75-01 + DAB
B108-03 ohne Zusatz von K,FeCN,

Tabelle 1

In der linken Spalte sind die Patienten aufgefiihrt,
von denen das Blut stammt. In der rechten Spalte
erscheinen die entsprechenden Nummern der
Schnitte, die untersucht wurden. (3,3-
Diaminobenzidin = DAB, KsFeCNg =
Kaliumhexacyanoferrat)

Die in Glutaraldehyd fixierten, suspendierten Blutzellen wurden in Saccharoselésung
gewaschen, osmiert, standardmaflig entwéssert, in Epon eingebettet und anschliefiend

ultradiinn geschnitten.
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Es wurden zusatzlich Blutzellen der Patienten 3 und 4 (B75/76-01) vor Osmierung 3
Minuten in 3,3-Diaminobenzidin” (DAB) und H,O, (nach Graham und Karnovsky
[1966]") inkubiert. Wahlweise wurde die Osmierung mit und ohne (B107/108-03)
Zusatz von Kaliumhexacyanoferrat durchgefiihrt. Von allen Schnitten wurden sowohl
normal kontrastierte als auch unkontrastierte Schnitte gemacht. Alle Ultradiinnschnitte
wurden mit konventioneller Technik hergestellt und auf Grids montiert. Zudem
wurden vom Block B75/01 Serienschnitte (Dicke von ca. 90 mm) angefertigt, die

anschlieffend auf befilmte Schlitztrager montiert wurden.

Die Ultradiinnschnitte wurden mit einem Elektronenmikroskop vom Typ Phillips
TEM CR10 untersucht. Aufler der konventionellen
transmissionselektronenmikroskopischen (TEM) Untersuchung wurde eine weitere
Analyse der kontrastierten und unkontrastierten Schnitte (Schnittdicke = 70 nm) B52-01
und B108-03 mit einem Zeiss Libra 120" durchgefiihrt. Hierbei wurden die Préparate
sowohl unter Energiefiltrierung (EFTEM, energy filter transmission electron microscopy)
als auch mit der Elektronenenergieverlust-Spektroskopie, der sogenannten EELS
(electron energy loss spectroscopy) untersucht. Bei der EFTEM handelt es sich um ein
Verfahren der elektronenmikroskopischen Bilderzeugung, bei der kontrast-
reduzierende (gestreute) Elektronen herausgefiltert werden, was (durch erhohten
Kontrast) zu einer erheblichen Verbesserung der Bildqualitit fithrt”. Mit der EELS lasst
sich die elementare Zusammensetzung eines ausgewihlten Bereichs im Préparat
bestimmen. Hierbei wird ein ausgewéhlter Bereich monoenergetisch (d.h. schmale
Bandbreite der Strahlenenergie) durchstrahlt. Anhand der elementspezifischen
Absorptionen, die bei der Durchstrahlung des Prédparats stattfinden, kann ein so
genanntes Energieverlustspektrum erstellt werden, das eine Aussage {iiber das

Vorkommen von einem gesuchten Element im Préparat erlaubt”.

¥ 3,3 -Diaminobezidin ist ein bizyklisches, aromatisches Amin, das zur Darstellung von Hdmoglobin
verwendet werden kann. Dabei macht man sich die Pseudoperoxidase-Aktivitat von Hdmoglobin in
Gegenwart von H,0, zu Nutze. Oxydiertes Diaminobenzidin gibt mit OsO,4 einen hohen Kontrast, der die
Hamoglobinverteilung in Erythrozyten hervorhebt.

“ Mit sehr freundlicher Unterstiitzung der Dres. Boese und Bueble der Firma Carl Zeiss NTS GmbH,
Oberkochen.
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Ergebnisse

Alle Praparate wurden im Hinblick auf den Plasmodienbefall der Erythrozyten aber
vor allem auf das Vorkommen von kristallinem Hadmozoin bzw. elektronendichten
Strukturen und Arealen als moglicher Hinweis auf eine Eisenanreicherung in oder um

die Plasmodien herum untersucht.

Bei einer ersten Untersuchung der Praparate zeigte sich, dass der Plasmodienbefall bei
Patienten 1, 2 und 3 relativ gering war. Die weiteren Untersuchungen wurden deshalb
nur mit den Prdparaten von Patient 4 gemacht. Von Plasmodien befallen waren im

Durchschnitt ca. 40% der Erythrozyten in den Préparaten dieses Patienten.

Insbesondere war der Bereich zwischen der parasitiren Plasmamembran (PPM) und
der parasitophoren Vakuolenmembran (PVM) — also der Inhalt der parasitophoren
Vakuole (PV) — in weit tiber der Hélfte der befallenen Zellen auffallig elektronendicht.
Vor allem in den in Diaminobenzidin vorbehandelten Prdparaten B75-01 war der
Inhalt der PV bei der konventionellen TEM- sowie der EFTEM-Untersuchung
auffallend elektronendicht. Die fotografisch dokumentierten Ergebnisse dieser

Untersuchungen werden im Folgenden erortert.

Abb. 4

Intraerythrozytares Plasmodium mit
elektronendichter parasitophorer Vakuole
(unregelmaBige, schwarze Umrandung des
eiférmigen Plasmodiums). (Pf = Plasmodium
falciparum, Ery = Erythrozyt) (KB54: kontra-
stiert, + DAB, Vergr. 24.500X)
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TEM
In Abbildung 4 ist ein Plasmodium abgebildet, das die erwihnte
Zwischenmembrandichte aufweist. In den Serienschnitten (Abb. 5a/b, 6a/b) ist zu
sehen, dass das darin befindliche Plasmodium bereits {iiber ein ausgebildetes
Cytostomensystem verfiigt. In allen Schnitten sind endo- oder exozytotische Vakuolen'
zu sehen, die unabhidngig von der Richtung ein ausgesprochen elektronendichtes
Material transportieren. In allen Schnitten handelt es sich um unimembranose Vesikeln

(umgebende Membran bestehend aus PPM); siehe hierzu Abbildung 7.

Da die beobachteten Vesikeln in diesem sowie in anderen Féllen selten in mehr als
zwei aufeinander folgenden Serienschnitten zu sehen waren, diirfte die dem Cytostom
anliegende Vesikel in Abb. 5a und 5b eine Dicke von ca. 100-200 nm haben. Die
Vesikeln in Abb. 6 haben in etwa auch die gleiche Hohe und Breite. Man beachte
dariiber hinaus die leichte, seitliche Verschiebung der Vesikel, die im Verlauf der
beiden Schnitte stattgefunden hat. Aufgrund dieser seitlichen Verschiebung ist eine
Abschidtzung der Lange nicht moglich. Offenbar handelt es sich um eine

Vesikelstruktur, die schrig zur Schnittebene orientiert ist.

“ Eine Aussage (iber die Richtung dieser Vakuolen - ob endo- oder exozytotischer Natur - kann
anhand der Bilder nicht gemacht werden.



Abb. 5a, b

Zwei aufeinander folgende Serienschnitte (a, b), in denen ein Cytostom sowie eine elektronen-
dichte PV (auch die cytostomale) zu sehen ist. a) WeiBer Pfeil zeigt auf eine Aufnahmevakuole
(dieselbe wie in b) mit parasitophorem Inhalt (héhere Dichte verglichen mit Cytostominhalt). b)
Schwarze Pfeile zeigen auf Aufnahmevakuolen. WeiBer Pfeil weist auf den Eingang des
Cytostoms. Alle Aufnahmevakuolen in a und b sind unimembrands. (a[KB59], b[KB61]:
kontrastiert, +DAB, Vergr. 8.700X)
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Abb. 6a, b

Zwei weitere aufeinander folgende Serienschnitte derselben Zelle wie in Abb. 5. In beiden
Schnitten weisen die Pfeile in der Umrahmung auf weitere Vesikel hin. Zusatzlicher schwarzer
Pfeil in b zeigt auf eine unimembrandse Transportvesikel; weiBer Pfeil auf einen seitlichen
Auslaufer derselben Vesikel in a. Siehe Ausschnitte aus a und b in Abb. 7. (Gestrichelte Pfeile in b
markieren Artefakte.) (a[KB81], b[KB1]: kontrastiert, +DAB, Vergr. 8.700X)
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Abbildung 7 zeigt Ausschnitte der gleichen Zelle wie in Abbildung 6, um das
Vorhandensein von unimembrandsen Vesikeln zu verdeutlichen. Dariiber hinaus ist
die deutlich hohere Dichte des Inhalts der parasitophoren Vakuole im Vergleich zum
erythrozytiren Zytoplasma erkennbar. Der Inhalt der Vesikeln (siehe Ubersichten in
Abb. 6) entspricht in seiner Dichte weder dem plasmodialen noch dem erythrozytaren

Cytosol, eindeutig aber dem Inhalt der PV (siehe auch Abb. 4).

Abb. 7a, b

Ausschnitte aus 6a bzw. 6b. Die Pfeile markieren den Verlauf der jeweiligen Membran (wei3e
Pfeile > PVM, schwarze Pfeile > PPM) und verdeutlichen somit, dass es sich hier um
unimembrandse Vesikel handelt. Man beachte zudem die deutlichen Dichteunterschiede zwischen
dem Vesikelinhalt und dem erythrozytaren Cytosol. (a[M404]: kontrastiert, + DAB; Ausschnitt aus
35.000-facher Vergr.; b[M403]: kontrastiert, + DAB, aus 95.000-facher Vergr.)
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Ein zusidtzlicher Befund von Interesse sind Gebilde, die in Abbildungen 8 und 9
dargestellt sind. Deren charakteristisches Erscheinungsbild, das in verschiedenen
Zellen zu beobachten war, lisst vermuten, dass es sich hierbei um eine Art
,Organelle” handeln kénnte und nicht etwa um ein zufélliges Schnittphdnomen. In
der Tat hatten Garnham et al. (1961)° und Aikawa et al. (1966)’ &hnliche

Beobachtungen mit Plasmodium falciparum bzw. fallax gemacht.

In Abb. 8a und 8c sieht man unverkennbar eine annuldre Struktur, die, wie sich in 8e
eindeutig herausstellt, der transversal angeschnittenen Offnung eines Cytostoms
zuzuordnen ist. Zwei weitere Beispiele sind als Ausschnitte in Abbildung 9 dargestellt,
bei denen die Ahnlichkeiten in Grofle und Erscheinungsbild besonders ausgeprégt
sind. Einerseits fillt die Symmetrie dieser Doppelringstruktur besonders auf, die an
eine Iris erinnert; andererseits ist bemerkenswert, dass diese Gebilde in den hier

dargestellten Abbildungen eine weitgehend identische Grofie haben. Der Durchmesser

Abb. 8a-e

a) Ubersicht eines Erythrozyten mit Plasmodium. Pfeil zeigt auf das angeschnittene Cytostom.
b) Serienschnitt vor a mit sichtbarem Anschnitt des Cytostoms (Pfeil). ¢) Ausschnitt aus a mit
Doppelringstruktur der Cytostoméffnung. d) Lumen des Cytostoms. e) Mindung in das Cytostom.
Pfeil weist auf einen Hamozoinkristall hin, der in allen Schnitten zu sehen ist. (a-d [M203-206]:
kontrastiert, + DAB; Abbildungen b-e Ausschnitte aus Vergr. 9.800X [wie a])
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diirfte bei ca. 100-200 nm liegen (siehe hierzu auch die Abbildungen in Aikawa et al.

[1966]°). Diese Ubereinstimmung lasst vermuten, dass diese Strukturen eine wichtige

Rolle bei der Entstehung oder der Steuerung von Cytostomen sein konnten.

Abb. 9a, b

Zwei weitere Beispiele (a, b) der auffalligen Doppelringstruktur (Mindung des
Cytostoms). Bemerkenswert ist die Isometrie dieser Doppelringstrukturen. Pfeile
in b markieren den inneren und auBeren Ring. Bei genauerer Priifung des inneren
Ringes (v.a. in a), Iasst sich erahnen, dass dieser eigentlich aus zwei Membranen
gebildet wird, und zwar ist innen die PV und auBBen die PPM auszumachen (siehe
hierzu auch Aikawa et al. 3.) (a[KB47], b[KB44]: kontrastiert, + DAB, Vergr.
16.000X)
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EFTEM/EELS
Vom Prédparat B52-01 wurde eine zusitzliche Analyse mittels EFTEM und EELS
durchgefiihrt, damit die elementare Zusammensetzung (insbesondere der Eisengehalt)
bestimmt werden konnte. Hierbei war der Bereich zwischen der PPM und PVM, d.h.
der Inhalt der PV, von Interesse, da die hohe Elektronendichte aus den TEM-
Untersuchungen darauf hindeutete, dass sich Eisen — speziell in Form von Hamozoin
oder Vorstufen desselben — in diesem Bereich befinden konnte. Mittels dieser
Analysen war es moglich, eine zuverldssige Aussage {iiber die elementare

Zusammensetzung des Inhalts zu machen.

Abbildung 10 zeigt einen Erythrozyten mit Plasmodienbefall in der TEM-Sicht unter
Energiefiltrierung (EFTEM) (unkontrastiertes Prédparat). Insbesondere fallt der

Zwischenmembranraum (PV) auf, der eine hohe Elektronendichte aufweist.

Abb. 10

Erythrozyt mit dreifachem Plasmodienbefall. In dieser EFTEM-
Ubersicht fallt u.a. der dichte Zwischenmembranraum um die
Plasmodien auf. (unkontrastiert; Vergr. ca. 9.800X)
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Abbildung 11 zeigt den EELS-Overlay derselben Zelle wie in Abbildung 10. Die

Verlustwerte der blauen Kurve (#4) und vor allem der griinen Kurve (#2) bestdtigen
einen signifikant gesteigerten Eisengehalt in den untersuchten Bereichen der

parasitophoren Vakuolen.

660 670 680 690 700 710 720

Abb. 11

EELS-Overlay mit Ergebnissen der Eisenbestimmung in unterschiedlichen
Messpunkten des Praparats: 1 (rot) — extrazellular, 2 (griin) — Doppelmembran samt
parasitophorer Vakuole (PV), 3 (gelb) - intraerythrozytar, 4 (blau) -
Doppelmembran mit PV, 5 (pink) — intraplasmodial. Das Energieverlustspektrum
(unterer Rand) umfasst den Bereich zwischen 656-729 eV (Fe-L; ca. 710 eV). Die
blaue und vor allem die griine Kurve weisen eine eindeutige Spitze dort auf, wo die
Hauptkante* von Fe zu erwarten ist, ndmlich um ca. 710 eV.

“ Fe-L3 bezeichnet man als eine so genannte lonisationskante. Die lonisationskante entspricht
der Energie, die nach Kollision mit Elektronen von Elektronen in bestimmten Orbitalen
abgegeben wird. Bei Eisen ist das Signal der Ls-Kante i.d.R am starksten'.



Abb. 12a, b

a. EFTEM-Ubersicht eines Erythrozyten mit Plasmodium, in dem zwei groBere Bereiche (linker und
rechter Rand [siehe Ausschnitt]) der PV mit auffallig hoher Elektronendichte zu sehen sind. Beide
haben eine Breite von ca. 50 nm und erlauben somit eine noch eindeutigere Aussage hinsichtlich
des Inhalts der parasitophoren Vakuole. b. Ausschnitt aus a. Pfeil zeigt auf den untersuchten
Bereich in Abb. 12. (a und b unkontrastiert + DAB; a: Vergr. 7000X; b: aus 9.800X-Vergr.)
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In Abbildungen 12 und 13 ist eine weitere Zelle dargestellt, die mit EFTEM sowie
EELS untersucht wurde. Der Befund von Eisen in der PV ldsst sich mit der EELS-
Analyse bestatigen; aufgrund des grofleren untersuchten Bereichs fillt das Signal fiir

Eisen noch deutlicher aus als in Abbildung 11.

on 720

Abb. 13

EELS-Overlay mit erweitertem Spektrum (669-785 eV) der ermittelten Verlustwerte von Eisen in
den untersuchten Bereichen (mit Ziffern versehen). 1 (rot) — intraplasmodial, 2 (grin) —
parasitophor, 3 (gelb) — intraerythrozytar, 4 (blau) — extrazellular. Die Kurven entsprechen den
Verlustwerten der jeweiligen Bereiche. Die grine Kurve (Bereich 2) weist eindeutig nach, dass
die parasitophore Vakuole Eisen enthélt; in diesem Fall mit deutlicher Spitze um 710 eV
(entspricht Fe-Ls, der Hauptkante von Eisen). Als interessanter Nebenbefund sind die
zusatzlichen Spitzen um 740 eV (entspricht Fe-L,, einer Nebenkante von Eisen) in der roten,
gelben und der griinen Kurve. In all diesen Bereichen ist in der Tat Eisen in irgendeiner Form
(chemisch gebunden) zu erwarten: intraerythrozytar (3) in Form von Hamoglobin;
intraplasmodial (1) in Form von Hamoglobin oder, je nach Stadium des Abbaus, auch Hamozoin,
und letztlich parasitophor (2), vermutlich als im Abbau begriffenes Hamoglobin oder
prakristallines Hadmozoin. Solche Unterschiede in den Intensitaten der Ls- und L,-Kanten kénnen
auf unterschiedliche Oxidationsstufen (z.B. Bindungszusténde) von Eisen hindeuten.
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Diskussion

Die Abbildung von voll ausgereiften Hamozoinkristallen stellt nur das Endstadium
einer langen, zundchst verborgenen Entwicklung dieser Kristalle dar, der eine ortliche
Eisen- bzw. Ferriprotoporphyrin-Anreicherung — nach Verbrauch des Globinanteils —

Vorausgehen muss.

Das Vorfinden von Eisen in der parasitophoren Vakuole (PV) stellt ein Novum im
plasmodialen Stoffwechsel dar, das in der Literatur bisher noch keine Erwdhnung
gefunden hat. Anhand dieser Befunde lédsst sich nicht sagen, um welche eisenhaltige
Substanz es sich handelt — ob freies/ionisiertes Eisen, Himozoin oder eine Vorstufe
davon. Plausibel erscheint, dass Hamoglobin, im proteolytischen Abbau begriffen, die
hohe elektronenmikroskopische Dichte verursacht, da eine solche Eisenverdichtung
anders kaum moglich ware. In diesem Fall liefSe sich vermuten, dass daraus — je nach
Ausmafl des Abbaus — auch Hamozoin resultiert. Die abgeschlossene Bildung von
Héamozoin ist elektronenmikroskopisch erst nach der Kristallisation von fi-Hamatin
zweifelsfrei dokumentierbar. Die hier abgebildeten Eisenanreicherungen konnten
daher entweder prakristallinem {3-Hadmatin bzw. einer amorphen kristallinen Matrix
davon entsprechen, die beide elektronenmikroskopisch nur als Eisenanreicherungen
imponieren wiirden. Moglicherweise findet eine vollstindige Kristallisation erst zu
einem spadteren Zeitpunkt in der PV oder aber unter anderen biochemischen
Bedingungen (z.B. Enzym- oder Substratkonzentration, pH-Wert etc.) statt, die in der
PV nicht gegeben sind. Des Weiteren kann die grofsere Anschnittswahrscheinlichkeit —
bedingt durch den starken Plasmodienbefall von Patient 4 — den Befund der Zellen mit

der beschriebenen Eisenanreicherung begiinstigt haben.

Tatsache ist, dass die genauen biochemischen Bedingungen der Hamozoinbildung
unklar sind. Dorn et al. (1995) zeigten etwa, dass reines $i-Hamatin (Polymer des
Ferriprotoporphyrins) die Polymerisation von Ham selbst auslosen kann”. Im selben
Jahr wiesen Bendrat et al. eine dhnliche Polymerisationsfihigkeit von Phospholipid
nach’, wie auch Fitch und Mitarbeiter 1999". Sullivan et al. zeigten 1996, dass so
genannte histidinreiche Proteine (HRP) Ham zu Hdmozoin im sauren Milieu von

Digestionsvakuolen polymerisieren konnten”. Diese unterschiedlichen Ergebnisse
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schliefen sich nicht zwangsldufig aus sondern verdeutlichen nur, dass der
lebensnotwendige Prozess des Hadmoglobinabbaus und der Hamozoinbildung im

plasmodialen Stoffwechsel ein sehr vielseitiger ist.

Mit der mit EELS durchgefiihrten Analyse ist mit hoher Sicherheit angereichertes Eisen
nachgewiesen worden. Das fiir die Fixation der Prdparate verwendete Osmium-
Tetroxid beeinflusst nicht die Spitzenwerte des Energieverlusts fiir Eisen™: Die
ndchstgelegene Kante fiir Osmium, die in Frage kdme, wire eine Nebenkante bei 654
eV. Diese hat jedoch nur sehr schwache Merkmale und diirfte also die Hauptkante von

Eisen (Fe-L,) um 710 nicht beeinflussen'.

Ganz wesentlich stellt sich die Frage, wie das Eisen — in welcher Form auch immer —
tiberhaupt in die PV gelangt. Abbildungen 5, 6 und 7 zeigen eindeutig, dass ein
vesikuldrer Transport stattfindet, allerdings ldsst sich nichts Eindeutiges iiber die
Richtung sagen. Anhand der Abbildungen waren sowohl (1) eine plasmodiale
Aufnahme durch Endozytose aus der parasitophoren Vakuole als auch (2) eine
parasitophore Aufnahme durch Exozytose aus dem plasmodialen Cytosol moglich. Diese

Aufnahmewege werden im Einzelnen erortert.

Betrachten wir zundchst Moglichkeit (1), die der Endozytose. Wenn wir davon
ausgehen, dass Plasmodien iiber eine solche Endozytose Hamoglobin (nativ, angedaut
oder gar abgebaut) aus der PV aufnehmen kénnten, dann wire der Sinn eines solchen
Vorgangs ohne Weiteres erkennbar. In diesem Fall wiirde die PV als eine Art
Héamoglobin-Zwischendeponie fungieren, aus der das Plasmodium bei Bedarf
eiweifireiches Himoglobin aus dem Erythrozyten durch Endozytose holen konnte'. Es
ist moglich, dass bereits in der PV mit dem Hadmoglobinabbau begonnen wird, ohne
den die hier nachgewiesene Eisenanreicherung nicht moglich ware. Vermutlich erreicht
der Abbau jedoch nur ein bestimmtes Stadium, in dem das entstandene Hamozoin

keine mikroskopisch sichtbaren Kristalle bildet sondern nur als amorphe

“ Die Mikropinozytose von erythrozytidrem Cytosol in frithen Ringplasmodien ist 1965 von
Rudzinska et a/.*° sowie 1990 von Slomianny** beschrieben worden; von allen sind allerdings
nur bimembranose Vakuolen beschrieben worden. Interessant ist an dieser Stelle anzumerken,
dass die in dieser Untersuchung beobachteten unimembrandsen Vesikeln erstens zusammen
mit einem voll ausgebildeten Cytostomensystem auftreten (siehe Abbildungen 5 und 6) und
zweitens auch diesem direkt entspringen kénnen (siehe Abbildung 5a und b).
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Eisenanreicherung verbleibt. Ob Proteolyse in der PV tiberhaupt moglich ist, bleibt

zunéachst offen.

Es ist bekannt, dass Proplasmepsine (I und II)’, die in aktiver Form auf jeden Fall in der
Digestionsvakuole fiir die ersten proteolytischen Schritte des Hamoglobinabbaus
verantwortlich sind, in der PV bzw. der PVM vorkommen'. Ob die notwendigen,
aktivierenden Spaltenzyme fiir diese Proteasen dort auch vorhanden sind, ist dem
Autor nicht bekannt. Die Tatsache, dass im Rahmen des plasmodialen Stoffwechsels
sehr viele Protonen in die PV gepumpt werden - einerseits von einem Laktat-H'-
Symporter (passiv), andererseits von einer V-ATPase und einer V-Ppase (beide aktiv) —
und so das pH in diesem Kompartiment auf ca. 6,8 halten”, verleiht der Vermutung
einer dort stattfindenden Proteolyse Glaubwiirdigkeit. Laut Francis et al. (1994) liegt
die Aktivitdt der Plasmepsine I und II fiir die Spaltung von Hamoglobinketten bei

einem pH von 6,5 immerhin noch bei ca. 35%"°.

Betrachten wir als Nachstes Moglichkeit (2), die der Exozytose. Es wird zunéichst
einmal davon ausgegangen, dass das nachgewiesene eisenhaltige Material dem
Plasmodium (Vesikel, Cytosol) entstammen miisste. Nach dem derzeitigen
Kenntnisstand konnten Vesikeln im Plasmodium, die etwa fiir die Exozytose (d.h.
Transport in die PV) bestimmt sein konnten, entweder dem Cytostom direkt” oder
einer Residual- bzw. Digestionsvakuole entstammen. Gegen ersteres spricht unter
anderem die Tatsache, dass die beobachteten exozytotischen Vesikeln unimembrands
sind. Die Moglichkeit besteht aber, dass Transportvesikeln vom Cytostom schon
wihrend des Transports die innere Membran (PVM) durch Hamozoinbildung
verlieren, eine These, die von Slomianny" und Hempelmann et al.” vertreten wird.
Wenn aber dies der Fall wédre, wiirde man auf jeden Fall erwarten, dass
Héamozoinkristalle in irgendeiner Form dann auch in der PV zu sehen wiéren, was in
den untersuchten Prdparaten nicht der Fall war. Entstammten die exozytotischen
Vesikeln einer Residual- oder Fressvakuole, wiirde man noch eher Himozoinkristalle
in der PV erwarten. Pouvelle et al. (1991)” wollen gezeigt haben, dass sowohl

endozytotische (von der PV kommend) als auch exozytotische (in Richtung PPM bzw. PV)

* Membranstiandige Proenzyme, die durch Spaltung vom Membrananker aktiviert werden und
den Hamoglobinabbau durch Spaltung spezifischer Sequenzbereiche der a—Ketten initiieren!?.
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Vesikeln plasmodiale Lysosomen erreichen bzw. diesen entspringen konnen; deren

Inhalt aber war nicht bekannt.

Insgesamt kann man sagen: Da die Plasmodien vom erythrozytiren Hamoglobin
abhdngen und fiir dessen Abbau zwangsldufig Energie aufwenden, ist es
unwahrscheinlich, dass die Plasmodien unvollstindig abgebautes oder gar natives
Héamoglobin wieder aus der Zelle transportieren wiirden, ohne einen Nutzen davon zu
haben. Und wenn reifes Himozoin aus dem Plasmodium entfernt werden wiirde, dann
wiéren ausgebildete Hadmazoinkristalle vermutlich in der PV und anderswo zu
erkennen. Somit bleibt die Frage nach dem Ursprung des in der PV beobachteten
Eisens ungekldrt. Anhand dieser Erorterung spricht jedoch einiges dafiir, dass die
beobachteten Vesikeln endozytotischer Natur sind, was zwangsldufig auch bedeuten
wiirde, dass der eisenhaltige Inhalt also der PV urspriinglich dem erythrozytaren

Cytosol entstammt.

Unabhidngig von der Zusammensetzung sowie dem Schicksal der eisenhaltigen
Substanz in der PV bleibt noch die Frage, auf welchem Weg sie iiberhaupt in die PV
hineinfindet. Eindeutige Beweise fiir endozytotische Transportvorgidnge vom
erythrozytiren Cytosol in die PV fehlen; {iiber die Transportwege durch die
parasitophore Vakuolenmembran (PVM) weiff man iiberhaupt sehr wenig’. Dennoch
kann man die eindeutigen Befunde dieser Arbeit nicht aufler Acht lassen, die Eisen in
der PV in einer gegeniiber dem erythrozytiaren Cytosol erhohten Konzentration

nachweisen.

Des Weiteren ldsst die Dichteverteilung der abgebildeten parasitophoren Vakuolen auf
eine ,globale” Aufnahme schlieflen. Bei ordentlichem Schnitt ist je nach Breite der PV
eine erhohte Dichte entlang des gesamten Umrisses eines Plasmodiums zu sehen, nicht
nur an einzelnen Stellen. Deshalb ist eher zu vermuten, dass das eisenhaltige Material
im Rahmen eines {iberall stattfindenden Prozesses dorthin gelangt, was, sollte es sich
dabei um Hamoglobin handeln, fiir das Plasmodium von Vorteil wire. Uber den
genauen Transportprozess (Diffusion, transmembrandre Kanile?) kann im Moment
aber nur spekuliert werden. Es erscheint jedoch unwahrscheinlich, dass die Aufnahme
in die PV f{iber einzelne endozytotische Vakuolen stattfindet, weil die dafiir

notwendige Einstiilpung in die PV rdumlich stark limitiert ist. Der einzige bisher
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nachgewiesene Transportweg vom erythrozytdren Cytosol in die PV ist der {iber die
von Desai und Rosenberg (1997) beschriebenen Poren, die die bidirektionale Diffusion
kleinerer Molekiile (<1400 Dalton, <23 A) durch die PVM zulassen'. Wenn Anteile des
Héamoglobins durch solche Poren hindurch diffundieren sollten, dann aufgrund seiner

Grofle nur in abgebauter Form.

In der Tat sind viele transmembranére Proteine in der PVM an der Verarbeitung bzw.
Sortierung von Stoffen aus dem erythrozytdren Cytosol beteiligt. Cooper et al (2005)
beschreiben ein Protein PfCG2 der PVM, das — dem erythrozytaren Cytosol zugewandt
und vermutlich in kovalenter Bindung mit einem transmembrandren Protein — in
zeitlichem Zusammenhang mit dem Stadium erhohten Hamoglobin-Abbaus vermehrt
zu finden ist’. Zudem ist das Enzym Plasmepsin II, das wie Plasmepsin I an den
allerersten Spaltreaktionen des Hadmoglobins (vorwiegend der a-Kette) mafigeblich
beteiligt ist”, auch bei hoherem pH aktiv. Bei pH-Werten um 6,8 ist interessanterweise
die in-vitro Aktivitit gegen erythrozytdres Spektrin, Aktin und Protein 4.1
(erythrozytire Membrananteile bzw. Bestandteile des Zytoskeletts) besonders hoch™.
Die Lokalisation dieses Enzyms in unmittelbarer Ndhe der PVM aber auch im
erythrozytdren Cytosol mag sogar auf ein Zusammenspiel dieses Enzyms mit der
Membran selber hindeuten, die ja zu einem Grofiteil erythrozytiren Ursprungs ist” ™.
Denkbar ist, dass die PVM durch Enzymeinwirkung durchlédssig wird, was zu einem
Durchtritt von cytosolischen Anteilen in die PV fiihren konnte. Siehe hierzu auch das

Schema in Abb. 15 im Anhang.

Dass der Hamoglobin-Abbau schon friiher beginnen konnte als in einer Digestions-
bzw. Residualvakuole, die dann eine Art ,Endstation” darstellen wiirde, erscheint
angesichts dieser Erlduterung zwar weiterhin spekulativ, aber nicht abwegig.
Hempelmann et al. (2003) postulieren, dass Hdamozoin bereits in Transportvesikeln
gebildet werden kénnte”, bevor sie mit Digestionsvakuolen verschmelzen. Es gibt eine
allgemein akzeptierte Vorstellung, dass Plasmodien sowohl die Vakuolenmembran als
auch das erythrozytdare Cytosol mit den unterschiedlichsten Proteinen u.a. bestiicken,
um in der Folge dieselben mit Himoglobin in Vesikeln aus dem Cytostom aufnehmen

zu konnen. Auf diese Weise vereinigen sich alle Komponenten in den Vesikeln, die

“Laut Ginsburg (2002)2° liegt der pH-Wert in der PV um 6,5.
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zusammen agieren sollen, nimlich Himoglobin und dessen Abbauenzyme. Man kann
jedoch an dieser Vorstellung Zweifel hegen. Warum, zum Beispiel, muss der
proteolytische Apparat erst mit hohem Aufwand durch die plasmodiale und
parasitophore Vakuolenmembran ins erythrozytare Cytosol transportiert werden, um
erst wieder intraplasmodial in Fressvakuolen am Abbau des Hamoglobins aktiv zu
werden? Denn besagte Enzyme konnten theoretisch genauso gut im Plasmodium
verbleiben und direkt in die Fressvakuole transportiert werden; der Transportaufwand
wiére im Grunde gleich, da in beiden Fillen zwei Membrane passiert werden miissten.
Zugegeben ist die Aktivitdt der Enzyme im erythrozytaren Cytosol pH-bedingt stark
eingeschrankt, aber da doch ein Teil der abbauenden Enzyme im Vorfeld ins
erythrozytdre Cytosol transportiert werden, kann man vermuten, dass dort bereits
auch ein Teil des Abbaus stattfindet bzw. dass diese plasmodial exportierten Proteine
dort Aufgaben haben, die mit der Vorbereitung oder dem Beginn des
Héamoglobinabbaus zu tun haben konnten. Es ist denkbar, dass auf diese Weise
Kristallisationsfoci verstreut entstehen, die wiederum die weitere Polymerisation

fordern.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass sich Vorgdnge der Natur stets dadurch
auszeichnen, dass Zeit und Raum und letztlich auch Energie nicht verschwendet
werden. Aus diesem Grund leuchtet der Gedanke durchaus ein, dass
Héamoglobinabbau schon friiher stattfinden kdnnte. Die Ergebnisse dieser Arbeit stellen
die bekannten Stoffwechselvorgénge iiber das Cytostom und Digestionsvakuolen nicht
in Frage sondern ergédnzen sie. Der Nachweis von Eisen in der PV weist darauf hin,
dass Eisen auch auf anderem Wege in die Plasmodien hineinfinden kann, lédsst jedoch
offen, auf welchem Wege dies geschieht und wie es dort angereichert wird. Die in
dieser Untersuchung nachgewiesene Eisenanreicherung muss dennoch als Vorstadium
einer spidter einsetzenden oder sichtbar werdenden Kristallisation von Hamozoin

angesehen werden.
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde in Plasmodium falciparum-infizierten Erythrozyten mit
elektronenmikroskopischen Methoden die Topographie von Eisenakkumulationen
untersucht, wie sie im Rahmen des plasmodialen Hidmoglobinabbaus mit Bildung vom
Malariapigment Himozoin (8-Hdmatin) zu erwarten sind. Himozoin spielt eine zentrale
Rolle fiir den Stoffwechsel der Plasmodien. Erstens schiitzt es Plasmodien vor toxischem
Eisen, das beim Abbau erythrozytaren Hamoglobins anféllt. Zweitens spielt es eine Rolle

% Drittens wirken die bekanntesten Medikamente

in der Entstehung des Malariafiebers
gegen Malaria, Chloroquin und verwandte Alkaloide, durch Hemmung der
Hiamozoinbildung®’. Aus diesem Grund ist das Verstindnis des Schicksals von
erythrozytirem Fisen, aus dem schliefllich Hamozoin gebildet wird, von grofler

Wichtigkeit.

Insgesamt wurde Blut von 4 Patienten aus Ghana untersucht, die akut und unbehandelt
an Malaria tropica erkrankt waren. Von diesem Blut wurden nach konventioneller
Praparation elektronenmikroskopische Ultradiinnschnitte angefertigt. Zur Darstellung
von Hamoglobin wurden zusétzlich in Diaminobenzidin (DAB) und H,O, inkubierte
Erythrozyten untersucht. Ein semiquantitativer Eisennachweis erfolgte mit Energiefilter-
Transmissionselektronenmikroskopie (EFTEM) und  Elektronenenergieverlust-

Spektroskopie (EELS).

Bei der transmissionselektrononmikroskopischen (TEM) Untersuchung fanden sich
elektronendichte Bereiche in den sogenannten parasitophoren Vakuolen (PV) in mehr als
50% der befallenen Erythrozyten von einem der Patienten. Die Untersuchung unter
Energiefiltrierung (EFTEM) sowie mit EELS von unkontrastierten und in DAB
inkubierten  Ultradiinnschnitten  ergaben den eindeutigen Befund einer

Eisenanreicherung in der PV.

Unter Berticksichtung der bisherigen Literatur zum plasmodialen Hamoglobinabbau
muss es sich bei der nachgewiesenen Eisenanreicherung in der PV der Trophozoiten um
das Resultat einer beginnenden Hamoglobindigestion handeln. Uberdies erscheint die
Vermutung gerechtfertigt, dass dieses Material der prakristallinen Matrix entspricht, aus

der sich spéter kristallines S-Hamatin bzw. Himozoin abscheidet.



33

Summary

Plasmodium-falciparum-infected erythrocytes were examined by means of electron
microscopy with regard to the occurrence and topography of iron accumulation as is
observed in the process of hemoglobin breakdown and subsequent formation of the
malarial pigment hemozoin (f-hematin). Hemozoin itself plays a central role in the
metabolism of malarial parasites. Firstly, it protects the parasites from toxic iron which
accumulates in the course of hemoglobin breakdown. Secondly, it is one of the major

factors which cause fever in malarial disease™ *

. Lastly, it is the target of the most
commonly used antimalarial drugs, chloroquine and related alkaloids, which inhibit its
formation®. Therefore, understanding the fate of erythrocyte iron, from which hemozoin

is ultimately formed, is of great significance.

Blood samples were collected from 4 untreated patients from Ghana who had fallen
acutely ill with Malaria tropica. For electron microscopic examination ultrathin sections of
all blood were made using standard methods of preparation. In addition, some blood was
incubated in diaminobenzidine (DAB) and H,O, for better depiction of hemoglobin.
Semiquantitative proof of the occurrence of iron was obtained using energy filter

transmission electron microscopy (EFTEM) and electron energy loss spectroscopy (EELS).

Electron-dense regions within the so-called parasitophorous vacuole (PV) were observed
in more than 50% of erythrocytes in samples of one of the patients when examined using
TEM. Further examination of unstained and DAB-incubated samples of the same patient
using EFTEM and EELS techniques yielded definitive proof of iron accumulation in the
PV.

In light of available literature about the breakdown of hemoglobin by malarial parasites,
it is proposed that the iron accumulation within the PV of malarial trophozoites observed
in the present examination must be a product of hemoglobin breakdown. Furthermore, it
seems reasonable to propose that this iron accumulation represents the pre-crystalline

matrix, from which crystalline hemozoin (8-hematin) is ultimately derived.



0% o 0" o

Abb. 14

a. Hdm. Ham B (aus Hamoglobin), auch als Ferriprotoporphyrin IX bezeichnet:
Porphyrin-Ring mit zentralem Eisenatom und zwei Propionat-Seitenketten
(Sauerstoffatome in  rot) sowie vier Methyl- und zwei Vinylgruppen.
b. Ham-Dimer. Zwei Ham-Molekllle Uber zwei Eisen-Carboxyl-Bindungen (Pfeil)
miteinander verbunden. Die Dimere sind ihrerseits Uber Wasserstoffbriicken zwischen
den freien Propionat-Ketten (gestrichelte Pfeile) miteinander verbunden und bilden so
kristas!l_)ines B-Hamatin. (Abbildungen a und b von Wiser” in Anlehnung an Pagola et al.
2000™)

c. B-Hamatin-Oligomer. Zwei B-Hamatin-Dimere, die Uber Wasserstoffbriicken
zwischen den freien Propionat-Ketten miteinander verbunden sind. Rahmen
durchschneidet die Ebene beider Eisenatome eines der H&m-Dimere zur
Verdeutlichung  der  rdumlichen  Anordnung der Dimere im  Kristall.
(Abbildung aus Pagola et al. 2000%)
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Abb. 15a, b

a. Schema der Membranverhdltnisse eines Erythrozyten (Ery) mit Plasmodium (Pf). Dinner
schwarzer Pfeile zeigt auf die Erythrozytenmembran; dicker schwarzer Pfeil zeigt auf die
parasitophore Vakuolenmembran (PVM), die erythrozytaren Ursprungs ist. Dicker weiBer Pfeil zeigt
auf die parasitare Plasmamembran (PPM); diinner weiBer Pfeil zeigt auf den Raum zwischen der
PVM und der PPM, der parasitophoren Vakuole (PV).

b. Hypothese der Eisenanreicherung in PV (Ausschnitt aus a.).

Links: Anreicherung der PV (grau) mit den plasmodialen Plasmepsinen | (PI) und Il (PIl) sowie
vorhandene wie von Desai und Rosenberg'® beschriebene bidirektionale Poren in der PVM.

Rechts: Nach Abbau von Anteilen des erythrozytaren Zytoskeletts durch das membran-assoziierte
Pl wird die PVM durchléssig und Hamoglobin tritt durch die PVM hindurch (schwarze Pfeile). Die
Enzyme Pl und PII kénnten dann den Hamoglobinabbau beginnen, der zu einer Anreicherung von
Eisen in der PV (durch braune Farbe angedeutet) fihren kdnnte. Mdéglicherweise spielt der
Durchtritt (schwarze Pfeile) von erythrozytaren Anteilen oder der Austritt von Anteilen der PV durch
membrandse Poren der PVM bei der Anreicherung eine Rolle. Durch Einstllpung der PPM in das
Plasmodium hinein kdnnten mit Eisen angereicherte Substrate aus der PV ins plasmodiale Cytosol
transportiert (s. Abb. 5,6 und 7) werden.
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