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Zusammenfassung

Malariapigment Hemozoin wird tblicherweise als nicht-toxische, hochmolekulare,
parasitare Speicherform des nicht abgebauten, toxischen Hams aus dem Wirtszell-
H&moglobins betrachtet. Unaufgereinigtes Pigment, wie wir es im infizierten Erythroyzten
finden und wie es nach Schizontenruptur freigesetzt wird, kann man als die “naturliche
Di&t” ansehen, die Makrophagen in Malaria-infizierten Wirten aufnehmen. Nach
Aufnahme in den Makrophagen persistiert Hemozoin in den Lysosomen und wird nicht
abgebaut. Das Hdm-abbauende Enzym, die H&m-Oxygenase wird nicht induziert.
Hemozoin ist eine potente Quelle fur Radikale, woraus Lipoperoxide und davon
abgeleitete Hydroxyaldehyde,wie 4-Hydroxynonenal resultieren . 4-Hydroxynonenal in
Konzentrationen, wie sie in Hemozoin-beladenen Monozyten nachgewiesen wurden,
hemmen die Proteinkinase C. In immunoprazipitierter Proteinkinase C aus Hemozoin-
haltigen Makrophagen wurden ProteinkinaseC-Hydroxynonenal-Komplexe nachgewiesen.
Die Hemmung der Proteinkinase C (und anderer bisher nicht untersuchter Enzyme und
Prozesse) durch Hydroxynonenal kdnnte die Hemozoineffekte auf den ’oxydativen burst’
und die Phagozytose erklaren. Der Phorbolester-induzierte *oxydative burst’ ist
irreversibel gehemmt in Monozyten, die entweder Hemozoin oder aber Hemozoin-haltige,
infizierte Erythrozyten phagozytiert haben. Die Hemmung der NADPH-Oxydase, das fur
den ‘oxydativen burst’ verantwortliche Enzym, durch intrazellulares Hemozoin, sollte
betrachtlich zur ‘burst’-Hemmung beitragen. Monozyten phagozytieren Hemozoin-haltige,
infizierte Erythrozyten oder isoliertes Hemozoin , sind danach jedoch unféhig, erneut zu
phagozytieren, wie es Monozyten nach Phagozytose und Verdau von nicht-infizierten
Erythrozyten physiologischerweise tun.

SchlieRlich ist die Expression von Membranantigenen, die flr die Immunantwort von
Bedeutung sind, in Hemozoin-haltigen Monozyten vermindert. Die Induktion des fir die
Présentation externer Antigene verantwortlichen Histokompatibilitatskoplexes (MHC)
Klasse Il durch Interferon-gamma ist in Hemozoin-beladenen Monozyten aufgehoben.
Sowohl das’Interzelluldre Adhdsionsprotein 1’(CD54) als auch p150,95 Integrin (CD11c)
sind in Hemozoin-haltigen Monozyten vermindert Oberflachen-exprimiert. Trotz der
verschiedenen funktionellen Einschrankungen sind Hemozoin-beladene Phagozyten vital.

Bei Plasmodium-falciparum-Malaria enthélt ein hoher Anteil von Gewebsmakrophagen
und zirkulierender Monozyten und Leukozyten betréchtliche Mengen Hemozoin. Wichtige
Funktionen, wie ‘oxydativer burst’, Phagozytose und die Expression von MHC Klasse I,
sind in Hemozoin-beladenen Phagozyten gestort. Es scheint deshalb gerechtfertigt, die
Hemozoin-Beladung als wichtigen Faktor in der gestérten Immunantwort bei der
P.falciparum-Malaria zu betrachten.



Abstract

Malaria pigment hemozoin is generally considered to be a non-toxic, high-molecular-
weight, parasitic storage form of undigested,toxic, host-hemoglobin-heme.Crude pigment,
as present in infected erythrocytes and shed after schizont rupture, may be considered the
‘natural diet’ ingested by macrophages in malaria-infected hosts. After ingestion by
macrophages hemozoin persists in the lysosomes without being degraded. The heme-
degrading enzyme, the heme-oxygenase, is not induced. Hemozoin is a powerfull source of
radicals that generates lipoperoxides and derived, toxic hydroxyaldehydes such as 4-
hydroxynonenal. High concentrations of 4-hydroxynonenal, which have been detected in
hemozoin-fed macrophages, inhibit protein kinase C. Complexes between hydroxynonenal
and protein kinase C have been detected in immunoprecipitated protein kinase C from
hemozoin-fed macrophages. Hydroxynonenal-mediated inhibition of protein kinase C (and
of other as yet unidentified enzymes and processes) may explain hemozoin-mediated
effects on oxidative burst and phagocytosis. The phorbol ester-eliceted oxidative burst is
irreversibly suppressed in monocytes fed with hemozoin or hemozoin-containing, infected
erythrocytes. The inhibition of NADPH-oxidase, the enzyme responsible for oxidative
burst, by ingested hemozoin should considerably contribute to burst inhibition. Monocytes
avidly ingest infected hemozoin-containing erythrocytes or isolated hemozoin but are
unable to repeat the phagocytic cycle as monocytes do after phagocytosis and digestion of
non-infected erythrocytes. Finally , the expression of membrane antigens involved in the
immune response is decreased in hemozoin-loaded monocytes. The induction of the major
histocompatibility complex (MHC) class Il by interferon-gamma, that is responsible for
presentation of external antigens, is abrogated in hemozoin-loaded monocytes. The
intercellular adhesion molecule 1 (CD54) as well as the p150,95 integrin (CD11c) are
decreased on the surface of monocytes containing hemozoin. Despite multiple functional
impairments, hemozoin-loaded phagocytes remain alive.

In Plasmodium-falciparum malaria large portions of resident macrophages and circulating
monocytes and leukocytes contain massive amounts of hemozoin. Important functions like
oxidative burst, phagocytosis and the expression of MHC class 1l are severely impaired in
hemozoin-fed phagocytes. It seems therefore likely that hemozoin loading may play an
important role in the impairment of the immune response seen in P.falciparum malaria.
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I. Zusammenfassung der publizierten Forschungsergebnisse

1. Thematik

Das Ausbleiben eines wirksamen Impfstoffes gegen den Malariaparasiten und der
weltweite Anstieg der Resistenz des Parasiten und des Vektors gegen herkdmmliche und
bezahlbare Antimalariamittel und Insektizide erklart aus gesundheitspolitischer Sicht das
Wiederaufleben des Interesses an der Grundlagenforschung auf dem Gebiet der Malaria in
den letzten Jahren.

Das Hauptaugenmerk richtet sich dabei auf Plasmodium falciparum, den virulentesten der
vier humanpathogenen Malariaerreger. Die lebensbedrohlichen Komplikationen der
Malaria, Cerebralmalaria, 'respiratory distress syndrome' und Malaria-Anédmie, werden
durch die Infektion mit P. falciparum ausgeldst und kosten jahrlich wenigstens 2 Millionen

Menschen das Leben.

Der Notwendigkeit eines besseren Verstandnisses der Pathophysiologie der Malaria wird
in der Grundlagenforschung Rechnung getragen. Neben der Aufkldrung des Parasiten-
Genoms nehmen Arbeiten zur Biochemie und Zellbiologie des Plasmodium und zur
Wechselwirkung des Parasiten mit dem Immunsystem des Menschen einen wichtigen Platz

ein.

Das Monozyten/Makrophagen-System stellt die ‘first line of defense' bei der
Malariainfektion dar. Infizierte Erythrozyten und freie Parasitenformen werden erkannt
und phagozytiert. Periphere Monozyten und residente Makrophagen Malariaerkrankter
sind dementsprechend angefillt mit infizierten Erythrozyten und Malariapigment. Die
Kapazitét des retikulo-endothelialen Systems fir als 'fremd'erkannte Erythrozyten ist sehr
grof3, wie man in der Fava-Krise sehen kann, bei der innerhalb von 2 Tagen 50-75 % aller
peripheren Erythrozyten aus dem Blut entfernt werden. Umso erstaunlicher ist es, dal eine
permanente, niedrige Parasitimie im peripheren Blut der Bewohner endemischer Gebiete
nachweisbar ist. Eine Funktionseinschrankung der Phagozyten, ausgelost durch den
Parasiten bzw. dessen Produkte schien naheliegend.

Tatsachlich wurden nach initial hohen Plasma-Neopterin-Spiegeln und hoher Fc-Rezeptor-

Expression auf Milzzellen bei Erstinfektion mit Plasmodium ein Absinken beider



Funktionsparameter von Phagozyten proportional zur Dauer der Infektion und bei
wiederholten Infektionen festgestellt (Brown et al.,1990; Ho et al.,1990). Im Gegensatz
dazu sprachen erhohte Plasma-TNF-Spiegel bei an Malaria Erkrankten eher fiir eine hohe
Monozytenaktivitat (Kwiatkowski et al.,1990).

Das Anliegen meiner Arbeit ist die Beschreibung des Funktionszustandes der Monozyten
nach Phagozytose von Plasmodium falciparum oder seines Ham-Ablagerungsproduktes
H&mozoin, beide natlrliche Phagozytose-Targets fir den Monozyten wéhrend der

Infektion.

Zur Erleichterung der Lekture werden im Abschnitt 2 einige grundlegende Fakten zur
Malaria, sowie der themenrelevante Kenntnisstand zur Malaria-Immunologie kurz
zusammengefalit. Im Abschnitt 3 werden diejenigen methodische Grundlagen vorgestellt,
die entweder fir das Grundverstandnis der Ergebnisse wesentlich sind, wie die
Beschreibung der Zell-Modelle, oder die von mir selbst entwickelte und eigenstandig
publizierte Methode der auf Chemilumineszenz-basierenden Ham-Analyse. Flr die breite
Palette der ansonsten angewandten und fir die biologische Fragestellung stark

modifizierten Methoden soll auf meine Originalarbeiten verwiesen werden.

Die Ergebnisse zu den Einschrankungen im Ham-Abbau, der Phagozytose, dem
‘oxydativen burst' und der Antigen-Prasentation im ansonsten vitalen Monozyten werden
im Abschnitt 4 vorgestellt. Die Funktionseinschrankungen der Zelle werden im Abschnitt 5
auf Hamozoin-bedingte Defekte der NADPH-Oxydase und der Protein Kinase C

zurlckgefuhrt.

Im Abschnitt 6 werden molekulare Mechanismen des Hdmozoins, die zur Modifikation der
Enzyme und ihrem Aktivitatsverlust fuhren, diskutiert. Der zusammenfassende Abschnitt 7
schliellich ordnet die Ergebnisse des Autors in die aktuelle Malariaforschung ein.

Der Leser wird in den Uberschriften der Abschnitte durch Nummernangaben auf die
relevanten, wissenschaftlichen Originalarbeiten des Autors verwiesen, welche im
Abschnitt 8.1. unter diesen Nummern verzeichnet und im Kapitel Il komplett angeflgt

wurden



2. Theoretische Grundlagen

2.1. Der asexuelle Parasiten-Zyklus

Durch den Stich der Anopheles-Miicke gelangt der Malaria-Parasit, das einzellige
Plasmodium, als Sporozoit in die Blutbahn des Menschen. Der Sporozoit dringt sofort in
den Hepatozyten ein, um den Attacken des Immunsystems des Wirtes zu entgehen. Hier
vermehrt er sich intrazellul&r und pragt einen Phé&notyp aus, der ihn nach Verlassen des
Hepatozyten befahigt, die eigentliche Wirtszelle, den Erythrozyten zu befallen. Der aus
dem Hepatozyten freigesetzte Merozoit wird in einem Endozytose-ahnlichen ProzeR in den
Erythrozyten aufgenommen und beginnt seinen 48 Stunden wé&hrenden asexuellen
intraerythrozytédren Vermehrungszyklus, an dessen Ende 16-32 neue Merozoiten die
Wirtszelle verlassen, um in neue Erythrozyten einzudringen. Wahrend dieser 48 Stunden
durchlduft der Parasit morphologisch gut abgrenzbare Entwicklungsstadien. In den ersten
18-24 Stunden erscheint er als in das erythrozytdre Zytosol eingebetteter Ring, was ihm
seinen Namen gab. Er beginnt seine eigene Plasmamembran und die ihn umgebende
Erythrozytenmembran fiir einen regen Stoffaustausch mit der Wirtszelle umzustrukturieren
und baut seine ‘food vacuole' auf, in der Aufnahme und Verdau von Hamoglobin
stattfinden werden. Nach 18-24 Stunden tritt der Parasit in eine regere mRNA- und
Proteinsynthese ein und baut nun in seinen ‘food vacuoles' intensiv Wirtszellhdmoglobin
ab. Er wird ab jetzt als reifer Trophozoit bezeichnet und ist vom Ringstadium abgrenzbar
durch eine Reihe neu auf der Erythrozytenmembran exprimierter Parasiten-Antigene und
die Préasenz des braunen pseudokristallinen Malariapigments (Hamozoin), dem
Hamablagerungsprodukt des Parasiten. Vielfaltige Stoffwechselprozesse sichern die
Synthese der Membran fiir den wachsenden Parasiten.

Wahrend die aus dem Globinabbau des Hdmoglobins stammenden Aminosauren sofort fiir
die eigene Proteinsynthese wiederverwendet werden, kann der Parasit die Himkomponente
nicht abbauen, da ihm die H&m-Oxygenase-Aktivitat fehlt, die in Eukarionten gemeinhin
den Ham-Abbau zu Biliverdin unter Freisetzung von CO und freiem Eisen katalysiert. Das
in erheblichen Mengen beim Hamoglobinabbau freigesetzte Hdm wére jedoch zytotoxisch
fir den Parasiten (Fitch et al., 1982), so dal er evolutiondr erfolgreich die Strategie der

Ablagerung von Ham in unloslicher Form entwickelt hat. Hdm wird als monomeres



Ferriprotoporphyrin-Hydroxid (Brémard et al.,1993) oder aber als polymeres [3-Hamatin
(Slater et al.,1991; Bohle et al., 1997) dicht gepackt als Pseudokristall in den ‘food
vacuoles' des Trophozoiten abgelagert und verbleibt in den ‘food vacuoles' bis wahrend der
Kernteilung nach 36 Stunden (Schizogonie, deren Resultat der Schizont ist) die Fusion der
‘food vacuoles' zu einer einzigen groBen Residual-Vacuole erfolgt, die samtliches
H&mozoin einschlieft (Olliaro und Goldberg,1995). Diese Vacuole wird spontan
freigesetzt und rupturiert, wenn der reife Schizont 48 Stunden nach Infektion des
Erythrozyten aufplatzt und die infektionsfahigen Merozoiten herausschleudert. Die bei
der Vakuolenruptur freigesetzten ‘residual bodies' enthalten neben aggregiertem Hamin
eine Anzahl angelagerter Komponenten (Lipide, Phospholipide, Proteine) parasitiren oder
Wirts-Ursprungs. Jeweils zum Zeitpunkt der Schizontenruptur tritt beim Wirt einer der
charakteristischen Fieberschiibe auf.

Es sind die Blut-Stadien des Plasmodiums, Ringform, Trophozoit, Schizont, Merozoit und
die 'residual bodies', die wahrend der Malariainfektion  mit dem Monozyten/
Makrophagen- System in Wechselwirkung treten. Die Ringform ist durch Hamozoin-
Freiheit und eine begrenzte Anzahl von Oberflachen-Antigenen, der Trophozoit und der
Schizont hingegen sind durch Hamozoin-Prasenz und eine stark modifizierte
Erythrozyten-Oberflache durch das massenhafte Auftreten von 'Malaria-Antigenen’
charakterisiert.

2.2. Das Malariapigment Hdmozoin

Das als Malaria-Pigment bezeichnete Hamozoin wird allgemein als die inerte, nicht
toxische hochmolekulare Speicher- oder besser Ablagerungsform des Hams aus dem

Abbau des Hdmoglobins der Wirtszelle betrachtet.

Wahrend der 48-stundigen Entwicklung des Plasmodium im Erythrozyten baut der Parasit
die Globinketten von etwa 75% des Wirtszell-Hd&moglobins proteolytisch in seiner sauren
'food vacuole' ab. Dabei wird eine Flut von Hdm (ca.15 mM) freigesetzt, welches aufgrund
seiner Wechselwirkung mit Membran und DNA fur den Parasiten letal ware. Die
'Entgiftung’ des Hams ist fir den Parasiten tberlebenswichtig, nur fehlt ihm scheinbar, wie



erwéhnt, die in Eukarionten fiir diese Aufgabe zustandige Ham-Oxygenase-Aktivitat.
Deshalb entwickelte der Malariaparasit in der Evolution die Strategie, H&m als unldsliche
pseudo-kristalline Aggregate in seiner ‘food vacuole' abzulagern. Wenn etwa 20 Stunden
nach Eindringen in die Wirtszelle der Hdmoglobinabbau in der ‘food vacuole' des Parasiten
ein entsprechendes Ausmald erreicht hat, werden diese Ham-'Kristalle' lichtmikroskopisch
als dunkelbraune Aggregate, als das Malaria-Pigment oder H&mozoin, in den reifen

Trophozoiten sichtbar.

Obwohl zahlreiche friihe Studien Ferriprotoporphyrin 1X als wichtigen Bestandteil des
H&mozoins beschrieben haben (Deegan und Maegraith,1956), existieren bis heute
widersprichliche Ansichten zum Kiristallisationsproze und zur exakten molekularen
Struktur des Eisenporphyrins im Hamozoin. In der Regel wurde isoliertes Hamozoin
diversen recht unterschiedlichen Extraktionsmethoden unterworfen, ehe die analytische
Arbeit am dennoch einheitlich als H&mozoin bezeichneten  Material zum Teil
widerspriichliche Resultate zu Tage forderte (review 8). Modernere Arbeiten, die natives
H&mozoin mit Resonanz-Raman Mikrospektrometrie, elektronenparamagnetischer
Resonanzspektrometrie und magnetischer Suszeptibilitaitsmessung untersuchten,
beschreiben Ferriporphyrin IX als high-spin Monomer von Eisen(l11)-protoporphyrin-
Hydroxid (Bréemard et al.,1993). Wahrend des Globinabbaus in der sauren ‘food vacuole'
missen also volumindse, sperrige Substituenten die rdaumliche Isolierung der H&m-
Molekiile sichern, um die p-oxo-Dimerisierung des H&ms zu verhindern, die sonst
zwangslaufig bei der Autoxidation von Hadmoglobin auftritt. Als Abstandhalter k&men die
Nicht-Ham-Bestandteile im nativen H&mozoin in Frage, d.h. die 65 Gewichts-prozent
Protein, die 5,9 Gewichtsprozent Kohlenhydrat und 0,1 Gewichtsprozent Lipid und
Nukleinsauren. Als 'Apoprotein’ im Hamozoin wurden bisher sowohl partiell proteolytisch
abgebaute Globinketten des Hamoglobins (Goldie et al.,1990) als auch vom Parasiten neu
synthetisierte Eisen- bzw. Ham-bindende Proteine (Ashong et al.,1989) beschrieben. Die
Frage bleibt, ob diese Bestandteile des Hdmozoins von funktioneller Relevanz wéhrend
seiner Entstehung sind oder ob sie nachtréglich oder sogar artifiziell wahrend der
H&mozoinisolierung dank ihrer hohen Affinitdt zum H&m angelagert wurden. Die kurzlich
von Sullivan et al. (1996) gefundenen Histidin-reichen Proteine HRP | und Il im
Plasmodium geben Anlal} zu der Vermutung, dal3 es sich dabei um funktionell notwendige

H&m-bindende Proteine handelt. Ihr Nachweis im Hadmozoin steht jedoch noch aus.

Im Gegensatz zu Brémards monomeren high-spin-Ferriporphyrin-Modell als



Grundstruktur des Hadmozoins steht das allgemein akzeptierte Strukturmodell, demzufolge
das zentrale high-spin Eisen eines Porphyrinringes mit der Carboxylgruppe des
Propionylrestes des nachsten Porphyrinringes eine schwache Bindung eingeht und so
Hé&mscheibe (ber Hamscheibe stapelnd das Langenwachstum von (3-H&matin erfolgt.
Kristallografische und spektroskopische Untersuchungen an synthetischen [-Hématin
lassen Wasserstoffbriicken zwischen den freien Propionylresten benachbarter Haminketten
vermuten (Bohle et al., 1997). Im Unterschied zum zuvor beschriebenen
Kristallisationsmodell, in dem  H&m-bindende Proteine die Rolle von
Kristallisationskeimen tbernehmen, kdnnten im 'Bohle-Modell" Carboxylsauren und/oder
Aminosauren in der ‘food vacuole' des Parasiten die Solubilisierung und den

Phasentibergang von Hamatin zu 3-Hamatin bewirken (Adams et al.,1996).

Die Aufkl&rung der Struktur und des Syntheseprozesses von H&mozoin sind von groliem
Interesse, da Hamozoin in drei grundlegenden Prozessen der Malaria eine zentrale Rolle

eingerdumt wird und man sich therapeutische Ansatze verspricht.

Erstens wird Ha&mozoin in Verbindung gebracht mit den 'Malaria-Toxinen', welche im
Wirt die Produktion endogener Pyrogene, wie TNF, MIP-1a und MIP-1[3 induzieren und
damit die periodischen Fieberschibe verursachen (Sherry et al.,1995) aber auch die
Komplikationen der Malaria auslésen, wie die TNF-verursachte Hemmung der
Erythropoiese als Ursache der Malaria-Andmie (Martiney, personal communication).
H&mozoin selbst induziert in isolierten Monozyten/Makrophagen die Bildung der
Cytokine und nimmt Einflul auf die Thermoregulation. Bislang gibt es keinen klaren
experimentellen Beleg, daf3 das Merozoiten-Membran-assoziierte
Glycosylphosphatidylinositol-Toxin, welches in Makrophagen die Zytokinfreisetzung
induziert (Schofield et al, 1993), bei der Hdmozoin-bedingten Zytokin-Produktion eine
Rolle spielt .

Zweitens ist Hamozoin die Uberlebensstrategie des Parasiten. Herkémmliche Anti-
Malariamittel wie Chlorochin behindern die Anlagerung von Ham an wachsendes
Hamozoin durch Bindung an H&m und setzen zusatzlich Ham aus H&mozoin frei. Die
erhohte freie Hamkonzentration fuhrt zur Lyse der Membran im Schizonten und zur

Hemmung der Proteasen des Parasiten (Pandey und Chauhan, 1998).

Drittens, und dieses wird Gegenstand der vorliegenden Arbeit sein, ist H&mozoin nicht nur

inertes Ablagerungsprodukt von Ham sondern ein wirksames Mittel des Parasiten, die



Immunantwort des Wirtes zu kontrollieren.

2.3. Zur Rolle peripherer Monozyten bei der Malaria

Die Zell-vermittelte Immunitat in nicht-immunen Malariapatienten wird von peripheren,
zirkulierenden Blut- und residenten Gewebsphagozyten getragen, diese Phagozyten stellen
die vorderste Front in der Immunabwehr des Menschen gegen den Parasiten dar. Sie
erkennen den parasitierten Erythrozyten als fremd und attackieren ihn mit den ihnen
eigenen und gegen jeden Fremdkorper gerichteten Abwehrprozessen: die Produktion von
Sauerstoffradikalen fur die extrazellulare Schadigung bzw.Vernichtung und die
Phagozytose (Allison and Eugui,1983; Perrin et al.,1982). Im peripheren Blut im
Tiermodell und in Gewebsschnitten bei P. falciparum-Malaria wurden sogenannte ‘crisis-
forms' der Parasiten nachgewiesen. Das sind verklumpte, aggregierte intraerythrozytare
Parasiten, die durch das Einwirken von Radikalen morphologisch beschadigt wurden
(Ockenhouse et al., 1984). Zudem wurden bei P. falciparum-Malaria im peripheren Blut, in
Milz, Niere, Lunge, Leber, im Knochenmark und im Cerebralendothel Phagozyten
gefunden, die vollgestopft mit parasitierten und nicht-parasitierten Erythrozyten waren
(Pongponratn et al.,1987; Aikawa et al.,1980). Die Phagozytose von Parasiten lait sich
leicht durch den Gehalt an dunkelbraunen Hamozoinkristallen im Monozyten nachweisen.
H&mozoin gelangt bei der Phagozytose von H&mozoin-haltigen Trophozoiten oder

‘residual bodies’ als natlirliche Phagozytosetargets in den Monozyten.

Hinweise Uber den Aktivitatszustand des Monozyten/Makrophagen-Systems im Menschen
kommen vor allen aus klinischen Studien. Im Serum von Patienten mit akuter Malaria
wurden erhohte Konzentrationen von Syntheseprodukten aktivierter Phagozyten, wie
Sauerstoffradikale (Descamps-Latscha et al.,, 1987) und Zytokine (Urquhart, 1994)
gefunden.

Die Produktion von TNF-a und IL-1 durch aktive Makrophagen und Monozyten wird als
Startpunkt der Entzindungsreaktion bei der Malaria betrachtet. TNF induziert Fieber, die
Produktion wvon Akut-Phasen-Proteinen, die Aktivierung von Monozyten und
Neutrophilen, die Expression der endothelialen Leukozyten-Adhé&sionsmolekiile, die
Proliferation von Lymphozyten, fihrt zur Produktion von IL-1 und IL-8 (Chemotaxin flr



Neutrophile) durch Makrophagen , Monozyten und Endothelzellen und triggert die
Degranulation der Neutrophilen und den ‘oxydativen burst. IL-1 induziert die
hepatozytaren ~ Akut-Phasen-Proteine,  endotheliale ~ Zellmembranrezeptoren  fir
Neutrophile, beeinfluBt die Endothelpermeabilitat und 16st die spezifische T- und B-Zell-
Proliferation nach Antigenkontakt aus. Schliellich induzieren IL-1 und TNF gemeinsam
die Produktion des 'platelet aggregation factor' (PAF) und chemotaktisch aktiver
Arachidonsduremetaboliten im Endothel, was zur Akkumulation von Neutrophilen und zur
erhdhten Koagulationsbereitschaft fuhrt. Die aufgefuhrten TNF- bzw. IL-1-abhangigen
Prozesse fordern die Vernichtung des Parasiten durch das Immunsystem des Wirtes,
werden allerdings bei Uberschielender Aktivitdt erheblich zum Pathomechanismus der

Malariakomplikationen beitragen.

Die Phagozytenaktivitat ist bei Erstinfektion mit Malaria am héchsten und sinkt mit jeder
weiteren Infektion ab (Brown et al., 1990), was wir mit der Akkumulation von H&mozoin
in den Phagozyten und der damit verbundenen Funktionseinschrankung in Zusammenhang
bringen. Im Tiermodell wurde der gleiche Verlauf der Immunantwort gefunden (Jayshree
etal., 1989).

Jungere Studien zur Zytokinfreisetzung aus Hamozoin-beladenen Monozyten
demonstrieren die vermehrte Freisetzung von TNF-a, MIP 1-a und -3 und IL-1(3, aber
auch von IL-10 und IL-12 nach Hamozoinphagozytose (Pichyangkul et al., 1994, Sherry
et al., 1995; Mordmiller et al., 1998) und korrelieren den Schweregrad der Erkrankung mit
der H&mozoinbeladung peripherer Leukozyten.

Monozyten/ Macrophagen sind befédhigt, parasitare Antigene tber den MHC Klasse 1l-
Komplex zu prasentieren. Eine beeintrachtigte zellulare Immunantwort wéhrend der
Malaria 188t sich aus der verminderten T-Zell-Proliferation in Malaria-infizierten Mé&usen
ableiten (Greenwood et al., 1971). In alten Studien von Warren und Weidanz (1976) wurde
eine Hemmung der akzessorischen Funktion der Milz-Makrophagen/Monozyten von akut
Malaria-Infizierten beobachtet, was zur Hemmung der T-Zell-Proliferation beitragen
konnte.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal3 die Literatur reichlich Daten zur veranderten
Immunantwort wéhrend der akuten Malaria-Erkrankung liefert, welche sehr komplexe

Prozesse erfassen, die zweifelsohne von groRem Wert fiir die Beschreibung der Krankheit



sind. Studien auf zellularer Ebene hingegen sind rar, nur diese jedoch sind aus meiner Sicht
geeignet, die komplizierte und komplexe Wechselwirkung zwischen Parasit und Wirt

grundlegend zu erhellen, um gezielt und erfolgreich zu intervenieren.

3. Methodische Grundlagen und Neuentwicklungen

3.1. Zellen und H&mozoin (1-11)

Plasmodien

Fur samtliche Arbeiten mit Plasmodium falciparum wurden die Stdamme FCR-3 und Palo
Alto aus in vitro-Kulturen genutzt. Diese Parasiten dienten als Ausgangsmaterial sowohl
fir die Reife-Separation der Parasiten (ber Percoll als auch fir die Isolierung des
Malariapigmentes Hdmozoin nach Lyse der Trophozoiten oder Schizonten im hypotonen
Puffer. Bei der Isolierung und Vorbereitung des Hdmozoins fiir die Phagozytose durch den

Monozyten

wurde Wert darauf gelegt, Material zu gewinnen, welches dem nach Schizontenruptur
freigesetzten Hamozoin physikalisch und chemisch nahe kommt und wahrend der
Malariainfektion der Phagozytose unterliegt. Um eine gute Modellsubstanz fir 'in vivo-
H&mozoin' zu erzeugen, wurde auf die in der Regel angewandte Extraktion von Proteinen
und Lipiden durch Behandlung des Hd&mozoins mit Proteasen und SDS verzichtet. Die

Lagerung erfolgte in Gegenwart von Radikalfangern und unter Sauerstoffausschluf3.

Makrophagenmodell

Voruntersuchungen an der relativ differenzierten humanen monozytéren Zellinie THP-1
zur Intaktheit der Zellfunktionen ergaben eine unzureichende Stimulierbarkeit des
‘'oxidativen burst. Auch die langzeitige Behandlung der Zellen mit niedrigdosierten
Phorbolester konnte, entgegen der in der Literatur beschriebenen Effekte, eine nur sehr



malige 'burst'-Kapazitat induzieren. Fir Studien von monozytdren Prozessen, die von
Peroxydationen beeinfluldt werden, schieden diese Zellen mithin als Modell aus. Alle
ubrigen getesteten humanen monozytaren Zell-Linien wichen in ihren funktionellen
Eigenschaften starker von den Monozyten ab als THP-1 und kamen somit nicht in
Betracht.

Alle Untersuchungen wurden deshalb ausschlieBlich an Monozyten durchgefiihrt, die aus
dem peripheren Blut des Menschen isoliert wurden. Um ruhende, gut stimulierbare,
Lymphozyten-arme und wenig Oberflachen-modifizierte Monozytenpraparationen zu
erhalten kamen nach initaler Routineseparation von peripheren mononukledren Zellen
schliellich 3 Methoden zur Anwendung: 1. Separation Uber diskontinuierliche Dichte-
Gradienten. 2. Dichtetrennung unter hypertonen Bedingungen. 3. Separation basierend auf
Oberflachen-Antigen- Erkennung.. Die Monozyten wurden in vitro in Suspension auf
Teflon-dishes oder adherent im Serum-freien Medium bis zu 7 Tagen im 5% CO2/Luft-
Gemisch im Zell-Inkubator bei 37 °C gehalten. Diese Zellen dienten uns als Modell fur
zirkulierende periphere Monozyten bzw. residente Makrophagen des Menschen.
Adhérente, in vitro aus Monozyten entstandene Makrophagen wie auch resuspendierte
Monozyten zeigten die gleichen Hemmeffekte durch H&mozoin, lediglich die
Basisiaktivitat des 'burst’ war in adh&renten Zellen geringer. Da keine qualitativen
Unterschiede zwischen suspendierten und adharenten Zellen nachweisbar waren, wird in
der vorliegenden Arbeit generell von Monozyten gesprochen, ungeachtet der Tatsache, dal3
die Ergebnisse an beiden Zellgualititen gewonnen wurden, wie im Detail in den
Originalarbeiten ausgefihrt wird. An dieser Stelle sei auf die in den Originalarbeiten
beschriebenen neuen Protokolle zur Langzeit-Kultivierung der Monozyten in Suspension

verwiesen (1,6,9).

3.2. Quantifizierung von Ham (4)

Fur die Quantifizierung von Ha&m-haltigen Substanzen oder Zellen, wie Hamozoin oder
Erythrozyten, entwickelte ich eine auf Luminol-abhéngiger Lumineszenz basierende
quantitative Analysetechnik fiir Ham. Ham katalysiert die Ubertragung eines Elektrons von

dem relativ stabilen tert-Butylhydroperoxid auf Luminol, welches dadurch zum



chemilumineszenten Luminol-Anion wird. Die gemessenen Chemilumineszenz verhélt
sich proportional zur Menge des eingesetzten Hams. Dieses Verfahren zeichnet sich durch
hohe Empfindlichkeit und Zeitbkonomie aus. Auflerdem ermdglicht es die prézise
Quantifizierung von Ham-haltigen Verbindungen im Monozyten nach ihrer Phagozytose
und zwar unabhangig von der Integritat der phagozytierten Zelle, was einen erheblichen
analytischen Vorteil gegentiber der zeitaufwendigen mikroskopischen Analytik bietet, die
nur weitestgehend intakte intramonozytare Erythrozyten zu erfassen vermag. Die
Empfindlichkeit der Analytik erlaubt es ebenfalls, die exakte Anzahl der adharenten
Monozyten im ‘well' zu bestimmen, da der Cytochromgehalt die Quantifizierung Uber
H&m gestattet. Deshalb wurde die Lumineszenz-Methode fir die Quantifizierung der

Phagozytose von Erythrozyten oder H&mozoin durch die Monozyten adaptiert.

3.3.  Hamfreisetzung aus Lysosomen

An dieser Stelle sei auf die in den Originalarbeiten beschriebenen neuen Protokolle zur
Immunprazipitation der PKC des Monozyten (7) und zur Isolierung von Lysosomen aus
H&mozoin-beladenen Monozyten und der Freisetzung von Ham aus isolierten monozytéren

Lysosomen (10) verwiesen.

4. Hamozoin und Phagozytenfunktion

H&mozoin wird als inert und unschadlich betrachtet, solange es eingeschlossen in der
parasitidren ‘food-vacuole' vorliegt. Es gibt jedoch keine Studien zu Hdmozoin-bedingten
Schéden in der letzten Entwicklungsphase des Parasiten. Hamozoin wird bei der
Phagozytose von Trophozoiten oder nach Schizontenruptur als ‘'residual body' in den

Phagozyten aufgenommen.



4.1. Die Phagozytose von parasitierten Erythrozyten in vitro und die Persistenz von
H&mozoin im Monozyten. Zur Rolle der Him-Oxygenase (1,10)

Humane Monozyten phagozytieren unter Kulturbedingungen genauso gut wie in vivo
parasitierte Erythrozyten und freies Hdmozoin. Das Ausmal der Phagozytose wird vom
Reifegrad des Parasiten bestimmt. Ein Monozyt phagozytierte etwa 4 Ringe oder 10 reife
Trophozoiten oder Hdmozoin in einer Menge, die 10 Erythrozyten, beziiglich des Ham-
Gehaltes entspréche.

Der Verdau der aufgenommenen parasitierten Erythrozyten wurde mit dem von nicht-
parasitierten Kontroll-Erythrozyten verglichen, die entweder durch oxidativen Stress
(Diamid-Inkubation) Oberflachen-modifiziert und nach Opsonisierung via Fc-oder
Komplement-Rezeptor (CRI) phagozytiert wurden oder durch anti-D 1gG-Opsonisierung
ausschlieBlich Gber den Fc-Rezeptor aufgenomen wurden. Der Verdau der phagozytierten
Erythrozyten bzw. des Hdmozoins wurde als H&m-Abbau gemessen.

Im Unterschied zu beiden Kontrollen, deren Hadm-Abbau erwartungsgemald sehr schnell
war (90% der Erythrozyten wurden mit einer Halbwertszeit von unter 30 min abgebaut,
10% mit

10 h), zeigen parasitierte Erythrozyten in Abhdngigkeit von ihrem H&mozoin-Gehalt eine
viel langsamere Abbaukinetik. So wurden reife Hdmozoin-haltige Trophozoiten nur zu
21% mit einer Halbwertszeit von 1 h abgebaut, wéhrend 79% des H&ms Uber 2 Tage
nahezu stabil im Monozyt verblieb. Phagozytiertes isoliertes Hamozoin wurde im
Monozyten abgelagert ohne nachweisbaren Ham-Abbau. H&mozoin-freie Ringe hingegen
unterliegen in etwa der gleichen Abbau-Kinetik wie Kontroll-Erythrozyten.

Offensichtlich ist H&mozoin im Monozyten nicht abbaubar, obwohl Trophozoiten oder
isoliertes H&mozoin 20 min nach ihrer Phagozytose reguldr mit dem Lysosom fusionieren
und das Hamozoin flr wenigstens 7 Tage im Lysosom nachweisbar bleibt (Confocal-
Mikroskopie, unveroffentlicht, Schwarzer). Der von einigen Parasiten genutzte 'escape’-
Mechanismus, der intrazelluldren Verdauung durch Hemmung der Fusion zwischen Endo-
und Lysosom zu entgehen, spielt fur Plasmodium falciparum keine Rolle. Was hindert den

Monozyten also am Hdmozoinabbau?

Mit Kontroll-Erythrozyten in das Lysosom gelangtes Hamoglobin unterliegt nach



Aktivierung der lysosomalen Protonenpumpe dem proteolytischen Abbau, bei dem Ham in
erheblichen Konzentrationen freigesetzt wird, was einerseits das Ham-abbauende Enzym,
die Hamoxygenase-1 (HO-1), induziert, und welches andererseits als Substrat der
mikrosomalen HO-1 von dieser zu Biliverdin abgebaut wird. Ich unternahm einige
Anstrengungen , um vom reguléren Abbau abweichende Prozesse in H&mozoin-beladenen

Monozyten zu finden.

1.  Das Porphyrin im von uns isolierten H&mozoin besteht ausschlieBlich aus nicht-
modifiziertem Ham, was spektrophotometrisch abgesichert wurde. Dartiberhinaus erwies
sich in vitro solubilisiertes Hdmozoin als gutes Substrat fur aus Rattenleber isolierte, Co-
induzierte, mikrosomale HO-1. Der Nachweis erfolgte tber die Messung der HO-1-
Aktivitét als Syntheserate des Bilirubins. Bilirubin wurde differentialspektrophotometrisch

quantifiziert und nach erfolgter Reaktion spektralanalytisch nachgewiesen.

2. Die HO-1 wird in Monozyten 6 h nach Phagozytose von Kontroll-Erythrozyten
induziert und erscheint in der mikrosomalen Zellfraktion, nachweisbar im Western blot
und im Confocal-Mikroskop mit spezifischen Antikorpern. Diese Induktion unterbleibt
vollstandig, wenn analoge H&m-Mengen in Form von H&mozoin phagozytiert werden.
Auch Trophozoiten sind nicht in der Lage, die HO-1 zu induzieren. Hdmozoin-beladene
Monozyten kdnnen aber sehr wohl die HO-1 exprimieren, wenn ihnen exogenes Hdm oder
exogen solubilisiertes Hd&mozoin zugesetzt wird. Hamozoin interferiert mithin nicht mit

Induktion und Expression der HO-1.

3. Die fehlende Induktion der HO-1 in H&mozoin-beladenen Monozyten wird

offensichtlich durch die ausbleibende Freisetzung von Ham aus Hdmozoin verursacht.

In vitro-Studien zur Ham-Freisetzung aus isolierten H&mozoin-haltigen Lysosomen, die
aus Monozyten préapariert wurden, die Hamozoin phagozytiert hatten, bestétigten die
ausbleibende Ham-Freisetzung. Hingegen wird waéhrend der in vitro-Inkubation aus
Erythroyzten-haltigen Lysosomen reichlich H&m freigesetzt. Die ausbleibende Freisetzung

des Hams aus Hdmozoin kann lysosomal bedingt oder Hdmozoin-immanent sein.

4.  Die Hamozoin-beladenen Lysosomen sind funktionell intakt hinsichtlich ihrer
Protonenpumpe, die zur regularen Ansdauerung fuhrt (Confocal-Studie mit DAMP, was
sich im sauren Kompartiment anreichert, unpubliziert, Schwarzer) und hinsichtlich ihrer

proteolytischen Aktivitdt. Die an Ha&mozoin angelagerten Proteine sind 24 h nach



Phagozytose komplett abgebaut (elektrophoretischer Nachweis), trotzdem erfolgt keine

H&m-Freisetzung.

5.  Die Struktur des H&mozoins selbst sollte fir die Stabilitdt des Hamozoins gegen
seinen Abbau verantwortlich zu machen sein. Den Proteinen des Hdmozoins scheint keine
Bedeutung fir die Stabilitit des Ham-Kernes zuzukommen. Wie schon im
intralysosomalen Protein-Verdau gezeigt, sind Hdmozoin-Proteine auch im in vitro-Verdau
von Hamozoin in Gegenwart von Cathepsinen, Nukleasen und Carboxypeptidasen unter
lysosomalen Bedingungen gut abbaubar. Es gibt auch in vitro bei saurem pH keine
Freisetzung von Ham aus Hamozoin, wohl aber aus unter gleichen Bedingungen
inkubiertem H&moglobin. Hadmozoin, im Unterschied zu Hamoglobin disaggregiert nicht
unter lysosomalen Bedingungen, um Ham freizusetzen, welches das Lysosom verlassen
und an der endosomalen HO-1 katabolisiert werden konnte. Die Stabilitat des Hdmozoins
im Lysosom sollte allein den physikalischen Eigenschaften von aggregiertem H&m
zuzuschreiben sein, dessen Loslichkeitsprodukt keine Freisetzung von Ham bei leicht

saurem pH zulaRt.

Die Intaktheit samtlicher Ham-Abbauprozesse in Hamozoin-beladenen Monozyten
eroffnet die Moglichkeit des Einsatzes von Substanzen, die lysosomal zur Auflésung des

H&mozoins fuhren, was von therapeutischem Wert sein konnte.

4.2. Die Hemmung der Phagozytose durch intrazellulares Hamozoin (1)

Die Ablagerung von H&mozoin im Lysosom hat fir den Monozyten erhebliche
funktionelle Konsequenzen. Die initiale Phagozytose von Hdmozoin-haltigen Trophozoiten
oder von isolierten Hamozoin fihrte zur Beladung der Lysosomen mit Hamozoin,
infolgedessen die Zelle keinen neuen Phagozytose-Zyklus aufnehmen konnte. 24, 48 oder
72 Stunden nach initialer Phagozytose wurden den Monozyten erneut  Kontroll-
Erythrozyten zugesetzt und die Phagozytose durch Quantifizierung des intramonozytéren
H&m-Gehaltes bestimmt. Initial zugesetzte Kontroll-Erythrozyten waren nach 24 h

komplett abgebaut, und (Ober Fc-und CRI-Rezeptoren wurde die initiale



Phagozytosekapazitdt von 4 Erythrozyten per Monozyt in jedem weiteren
Phagozytosezyklus erreicht. Analog dazu sind Monozyten nach initialer Ring-Phagozytose
nach 24 h wieder vollstandig Phagozytose-bereit, und nehmen in jedem Zyklus etwa 4
Erythrozyten per Monozyt auf, die sie komplett abbauen. Die Beladung der Monozyten mit
H&mozoin im initialen Phagozytosezyklus fiihrt hingegen zum vollstandigen Verlust der
Phagozytosefahigkeit Gber den gesamten Untersuchungszeitraum von 72 h ohne Tendenz
zur Reversibilitat der Funktionseinschrénkung. Das heif3t nach einmaliger Phagozytose von
reifen Malaria-Parasiten ist der Monozyt oder Makrophage weder in der Lage, weitere
Malariaparasiten, noch Bakterien, Pilze oder andere Parasiten im Rahmen von
Sekundérinfektionen durch Phagozytose zu attackieren. Unsere These wurde aufgegriffen

und fand unter Kulturbedingungen Bestatigung (Fiori et al., 1993).

4.3. Die Hemmung des 'oxydativen burst' durch intrazelluldares Hdmozoin (1,2)

Die initiale 'burst'- Aktivitat des Monozyten ist Ausdruck der Sauerstoffradikal-Freisetzung
im Prozess der Phagozytose und kann als Luminol-abhéngigen Lumineszenz quantitativ
erfalBt werden. Die Phagozytose von Kontroll-Erythrozyten durch die Monozyten wurde
von einem 30-minutigen geringen, aber meRbaren Anstieg der Luminol-abh&ngigen
Lumineszenz begleitet, was auf eine geringfugige Sauerstoffradikal-Produktion hinwies.
Demgegenuber l6ste die Phagozytose von Hamozoin eine 6-fach hohere und
vergleichsweise langanhaltende (bis zu 2 Stunden) Radikalproduktion aus. Nach dieser
Zeit sinkt die Radikalproduktion auf basale Werte. Die massive initiale Radikalbelastung
des Monozyten wéhrend der Phagozytose von Hamozoin muf} als eine wichtige Ursache
der intrazelluldaren Modifikationen, die zum Funktionsausfall der H&mozoin-beladenen

Monozyten fiihren, angesehen werden.

Die Fahigkeit des Monozyten auf Stimulation mit einer erhéhten Sauerstoffradikal-
Produktion und -Freisetzung zu antworten, wurde durch Zusatz von diversen l6slichen
Agonisten Uberprift, die zur Monozytenaktivierung flihren. Ein gutes Mal3 fur die

Kapazitéat der Zelle zu 'bursten’, unabhangig von eventuellen Strukturveranderungen an der



Membran, ist der Phorbolester (PMA)-induzierte burst. Unter Umgehung der
Membranprozesse in der Signal-ubertragung wird mit Phorbolestern die Protein Kinase C
direkt aktiviert, was die maximale Aktivierung der NADPH-Oxydase und damit die
Superoxid-Radikal-Produktion zur Folge hat, die als Luminol-abhéngige Lumineszenz
quantifiziert wurde und um 1-2 GroélRenordnungen tber der des ‘initialen bursts' liegt . In
den ersten 10 min der Phagozytose war die 'burst’-Kapazitat gleich der von ruhenden
Monozyten und sank in allen phagozytierenden Monozyten, unabhdngig vom
phagozytierten Material, kontinuierlich von 30 min bis 4 h nach Phagozytose auf 50% des
Ausgangswertes. Wahrend die 'burst'-Kapazitat in Monozyten, die Kontroll-Erythrozyten
phagozytiert hatten, nach 4 h wieder anstieg, um nach 24 h ihren Ausgangswert von vor
der Phagozytose zu erreichen, fiel der PMA-induzierte 'burst' in Hamozoin-beladenen
Monozyten bis 12 h nach Phagozytose auf 25% ab und zeigte wahrend 48 h keine
Erholungstendenz. Der nahezu vollstandige Verlust der Induzierbarkeit des 'burstes' geht
einher mit der Unféhigkeit des H&mozoin-beladenen Monozyten, das extrazellulére
Wachstum von Mikroorganismen zu kontrollieren, wie Fiori et al. 1993 in vitro zeigen

konnten.

4.4. Die Hemmung der Interferon-induzierten Expression von MHC Klasse 11 (9)

Eine der immunologischen Funktionen der Monozyten/Makrophagen ergibt sich aus seiner
Fahigkeit, Antigene tber MHC Klasse I1-Molekiile auf der Zelloberflache zu prasentieren.
Wir Uberpriften in vitro den EinfluB von Hdmozoin auf die Expression von MHC Kilasse 11
auf der Zell-Oberflache des Monozyten nach geeigneter Stimulation. Der Monozyt
phagozytierte im experimentellen Ansatz H&mozoin, Kontrollmonozyten hingegen
Latexpartikel oder Erythrozyten. Nach 48-stlindiger Stimulation mit Interferon-gamma (y-
IFN) wurde die Expression der MHC Klasse 11-Molekiile auf der Zell-Oberflache mittels
Antikdrpern im DurchfluRzytometer quantifiziert. Wéhrend in Monozyten nach Latex-
oder Erythrozyten-Phagozytose die MHC Il-Expression nach Interferon erwartungsgeman
stark zugenommen hatte, blieb sie in Hdmozoin-beladenen Zellen nach y-IFN-Stimulation
basal niedrig. Aufgrund der konstanten Expression anderer Oberflachenmarker kdnnen wir

ausschlieBen, dalR ein Phagozytose-bedingter Oberflachenverlust die Ursache fur das



vollstandige Ausbleiben der Stimulierbarkeit der MHC Il-Expression nach Hamozoin-
Aufnahme in den Monozyten ist. Vielmehr konnten wir mittels quantitativer RT-PCR
nachweisen, dafl in H&mozoin-beladenen Zellen die Induktion von MHC Klasse II-
spezifischer mRNA durch y-IFN ausblieb. Die Expression der MHC ll-spezifischen
mRNA lag in y-IFN-stimulierten Kontroll-Monozyten wenigstens 3-fach hoher als in
stimulierten Hamozoin-beladenen Zellen. In bakteriellen oder parasitaren Erkrankungen
sollte die Stimulierbarkeit der Expression von MHC Il fir die korrekte und effiziente
Antigen-Préasentation und die addquate Ty-Zell-Proliferation von Bedeutung sein, um die
Erkrankung und Sekundarinfektionen erfolgreich zu kontrollieren.

Die gefundene deutliche Reduktion der Expressionsmoglichkeit von MHC Il durch
Interferon in Hamozoin-beladenen Monozyten sollte eine Erklarung liefern fiir den bei
Malaria beobachteten Defekt in der T-Zell-Aktivierung. Die eingeschrénkte Funktion der
Monozyten als Antigen-présentierende Zelle wéhrend der Malaria konnte Konsequenzen
fir die Kontrolle der Infektion haben, wie in weiterfihrenden Experimenten zu zeigen sein

wird.

4.5. Die Hemmung der Expression von ICAM-1 und CD11c (12)

Die Expression einer Reihe von Oberflachen-Antigenen des Monozyten, denen Aufgaben
in der Phagozytose zukommen, wie CD16 und CD32 (niedrig-affine Fc-Rezeptoren,
effektive Bindung von Immunkomplexen), CD64 (hochaffiner Rezeptor fur IgG), CD 11b
(Rezeptor fur Complement iC3b/CR3), CD35 (Rezeptor fur Complement C3b und C4b/
CR1) und CD36 (non-class-A scavenger Rezeptor) oder in der Monozyt-Lymphozyt -
Wechselwirkung beteiligt sind (MHC Klasse I, CD54 (ICAM-1) und CD11c (p150,95

integrin), wurde in Hdmozoin-beladenen Monozyten tberpruft.

H&mozoin-abhéngige Effekte wurden nur in der Expression von CD54 (ICAM-1) und
CD11c (p150,95 integrin) gefunden.

H&mozoin bewirkte in Monozyten die 'down-Regulation’ von CD11lc auf der
Zelloberflache. CD11c gehort zur den beta-Integrinen und wurde kirzlich als Ligand fur
ICAM-1 charakterisiert.



In Hdmozoin-beladenen Monozyten war die reifungsabhangige Zunahme der Expression
von ICAM-1, wie sie in Kontroll-Monozyten beobachtet wurde, vollstandig aufgehoben.
ICAM-1 tragt als Adhdsionsmolekil zur effizienten Interaktion zwischen der Antigen-
prasentierenden Zelle und dem Lymphozyten bei, und verstarkt das Signal des T-Zell-
Rezeptors, was eine starkere Proliferation der T-Zelle zur Folge hat. Die Hamozoin-
bedingte niedrige Expression von ICAM-1 im Monozyten kdnnte eine weitere Erklarung

fir die mangelhafte T-Zell-Proliferation bei der Malaria darstellen.

Unter dar Annahme einer &hnlich verminderten Expression von ICAM-1 im Endothel nach
H&mozoin-Endozytose, wirde dies zusatzlich einen wirksamen Hamozoin-bedingten
Schutzmechanismus fir den Wirt darstellen. Ockenhouse et al. verwiesen 1992 auf die
mdogliche Rolle von endothelialem ICAM-1 bei der Bindung parasitierter Erythrozyten
wéhrend der Pathogenese der Cerebralmalaria. Infolge der Stérung des Gleichgewichtes
zwischen Parasit und Wirt, beispielsweise durch berschieRende Zytokinproduktion, wird
ICAM-1 vermehrt im Endothel exprimiert und es kommt zum Verstopfen der Kapillaren

durch parasitierte Erythrozyten und zur schwer verlaufenden Cerebral-Malaria.

4.6. Vitalitat der Hdmozoin-beladenen Monozyten (1,8)

Ehe die Ursache flr die Hdimozoin-bedingte Funktionseinschrankungen behandelt werden,
bedarf es der Erklarung, dal3 die mit H&mozoin beladenen Zellen selbstverstandlich vital
sind, was aus dem Adhé&renz-Verhalten, den stabilen intrazelluldren Konzentrationen von
ATP und DNA und einer intensiven Protein-de novo-Synthese abgeleitet werden kann. Bis
zu 3 Tagen waren keine Anzeichen von Apoptose in H&mozoin-beladenen Monozyten

nachweisbar.



5. Molekulare Targets fir Hamozoin

Einmal in das Phagolysosom des Monozyten in seiner nativen, nicht aufgereinigten Form
aufgenommen, kann Hamozoin fur den Monozyten gefahrlich werden, es besitzt alle
Bestandteile eines potenten Radikalproduzenten: aggregiertes H&min, ungesattigte
Fettsauren und in Spuren freigesetztes Eisen. Da eine generalisierte, unspezifisch-toxische
Wirkung des Hdmozoins auf die Zelle wegen der nachgewiesenen Vitalitat auszuschliel3en
war, suchte ich nach einer Schédigung oxydationsempfindlicher Enzyme, die eine
Schlisselposition in den gehemmten Stoffwechselwegen Phagozytose, 'burst’ und MHC II-

Expression einnehmen.

5.1. Die NADPH-Oxydase (6)

Der 'oxydative burst' ist abhdngig von der Synthese von Superoxid-Radikalen durch die
NADPH-Oxydase (NOX). Das Enzym besteht aus den 3 membranstdndigen
Untereinheiten des Cytochrom b558, welches das aktive Zentrum der NOX enthélt. Die
NOX wird aktiviert, indem ihre cytosolischen Untereinheiten p47°", p67°" und p21™ als
Aktivierungskomplex zur Membran transloziert werden und an Cytochrom b558 binden.
Die Phosphorylierung der p47°" durch die Protein Kinase C (PKC) ist in intakten Zellen
flr den regelrechten Zusammenbau und die Aktivierung der NOX essentiell, kann aber in
vitro im Zell-Lysat durch SDS-Aktivierung umgangen werden. Die SDS-stimulierbare
NOX-Aktivitat wird als maximale NOX-Aktivitat definiert und photometrisch gemessen.

H&mozoin bewirkt parallel zum Abfall des PMA-induzierbaren 'burst' die Reduktion der
maximalen NOX-Aktivitdt um 50% in den ersten 2 h nach Phagozytose. Die NOX-
Aktivitat sank nicht weiter, wéhrend der 'oxydative burst' auf 25% der Kontrollaktivitat bis
12 h nach Phagozytose abfiel. In Rekonstitutionsexperimenten mit Zellkompartimenten
konnte ich die Ursache flr den Aktivitatsverlust der NOX einer cytosolischen Untereinheit

zuordnen.

Phosphorylierungsexperimente in intakten Monozyten mit (*?P)-Orthophosphat oder in



Zellkompartimenten mit (gamma->2P)-ATP ergaben, daB die p47°"°*-Untereinheit bis 12 h
regular PKC-abhangig phosphoryliert wurde. Zu einem spéteren Zeitpunkt lieR sich keine
Phosphorylierung mehr nachweisen. Exogene PKC ist jedoch in der Lage, die p47°"*

Phosphorylierung vollstandig zu rekonstituieren.
Meine Befunde zeigen:

1.  Eine schnelle Modifikation an einer cytosolischen Untereinheit durch Hamozoin
fihrt zum fehlerhaften Zusammenbau an der Membran und Aktivitatsverlust der NOX.

2. Diese Schadigung betrifft nicht die Phosphorylierungsstelle der p47°",

3. Es gibt einen Langzeitdefekt der p47°"*-Phosphorylierung in der Zelle, der PKC-

bedingt sein sollte.

4, Die zusétzliche Inhibition der PKC durch Hamozoin erklart die differenten Kinetiken
der 'burst’- und NOX-Hemmung.

5.2. Die Protein Kinase C (3,7)

Die Protein Kinase C (PKC) kontrolliert im Monozyten mafgeblich die Aktivitat des
‘oxydativen burst' und der Phagozytose und spielt bei der Regulation der Expression des
MHC Kilasse II- Komplexes eine Rolle. Wegen ihrer zentralen Stellung in der Regulation
und ihrer Empfindlichkeit gegen Oxydation zogen wir sie als Target fur die Hdmozoin-
Wirkung in Betracht. Die Aktivierung der PKC erfolgt durch intrazellulére Translokation
vom Zytosol zur Membran, ihre Inaktivierung durch proteolytische Spaltung an der

Membran.

Ich konnte zeigen, daR die Membran-assoziierte PKC nach nur 30-minltigem Anstieg
nach H&mozoin-Phagozytose im Monozyten schnell und irreversibel inaktiviert wurde.
Nach einstlindiger Hdmozoin-Présenz war nur noch 40% der initial membranstandigen
PKC nachweisbar und ab 5 h nur noch 20%. Auf diesem Niveau verblieb die
membranstandige PKC uber 24 h ohne Tendenz zum Wiederanstieg. Aus der Phagozytose
von Kontroll-Erythrozyten resultierte hingegen eine bedeutend langere initiale

Ativierungsphase der PKC mit einem sich anschlielenden Aktivitatsabfall (ber 5 h. Nach



12 h werden die Ausgangswerte der PKC wieder erreicht.

Der Gehalt und die Translozierbarkeit der zytosolische PKC, die als Reservoir fur die
Aktivierung der PKC in der Zelle aufzufassen ist, blieb (ber 12 h nach Hamozoin-
Phagozytose unveréndert und war nach 24 h drastisch reduziert. Der Einsatz von
Radikalfangern und Antioxydantien l&Rt als Ursache fur die Verminderung aktiver,
membranstandiger PKC einen erhéhten Abbau der kontinuierlich translozierten PKC an
der Membran vermuten, was durch Radikal-bedingte Modifikationen in den Cystein-
reichen Regulationsdoméanen der PKC erklarbar ist. Eine artifizielle Modifikation der PKC,
wie sie bei Zellaufschluf? in Gegenwart von Hadmozoin wahrscheinlich ware, ist durch die

Messung der PKC mittels (*H)-Phorbolester in intakten Monozyten ausgeschlossen.

Die Verringerung des aktiven PKC-pools gibt eine gute Erklarung fir die
Funktionsausfélle in 'burst’, Phagozytose und MHC II- Expression des Monozyten nach

H&mozoin-Phagozytose.

6. Molekulare Mechanismen der Inhibition durch Hadmozoin

H&mozoin mit seinem eisenreichen, kompakten Porphyrinkern, umgeben von angelagerten
Lipiden, bietet beste strukturelle VVoraussetzungen fir die Bildung von Sauerstoffradikalen,
zumal im Lysosom Spuren von Eisenionen freigesetzt werden, wie ich im in vitro-Modell-
Versuch belegen konnte (weniger als 1% des Gesamteisens im Hamozoin werden initial
pro Stunde freigesetzt). Hinzu kommt die vergleichsweise hohe Produktion von
Superoxidradikalen wéahrend des initial die Hdmozoin-Phagozytose begleitenden 'burst'.
Via Haber-Weiss-Reaktion konnen so Hydroxyl-Radikale und Singulett-Sauerstoff

entstehen, die zur Lipid-Peroxydation fiihren.



6.1. Die Lipidperoxydation (1,7,8)

Die antioxydativen Mechanismen des Monozyten sind Uberlastet und es erfolgt eine
uberschiellende Lipid-Peroxydation, nachdem Hamozoin in den Monozyten aufgenommen
wurde. Tatsachlich stieg im Monozyten der Lipoperoxidgehalt auf das 6-fache wéhrend der
ersten 12 h nach Hamozoin-Phagozytose und blieb tber 2 Tage unveréndert hoch.
Monozyten, die unter gleichen Bedingungen Kontroll-Erythrozyten in vergleichbaren
Mengen beziglich des Hdm-Gehaltes phagozytiert hatten, zeigten einen moderaten (2-
fachen), transienten Anstieg, der nur bis 12 h nach Phagozytose nachweisbar war. 24 h

nach Phagozytose wurde der basale Wert von ruhenden Monozyten wieder erreicht.

Auch in vitro war die Hamozoin in Gegenwart von Wasserstoffperoxid ein potenter
Induktor der Lipid-Peroxydation in Erythrozyten-'ghosts’ oder Liposomen. Die Lipid-
Peroxydation konnte erfolgreich durch Eisenkomplexierung mit Desferrioxamin verhindert

werden.

Die Rolle von freiem Eisen bei den Funktionseinschrankungen wird unterstrichen durch
die Experimente mit Hamozoinkristallen, von deren Oberflache Eisen partiell abgereichert
wurde. Dieses so behandelte H&mozoin war ein schwécherer Inhibitor des 'oxydativen
burst' als natives Hamozoin. Die Entfernung von labil gebundenem Eisen konnte die
Hemmung des ‘burst' jedoch nicht komplett aufheben. Freies Eisen spielt im
Peroxydationsprozess mithin eine potenzierende Rolle, wohingegen das in der
Porphyrinstruktur des Hamozoins gebundene Fe®** den groBeren Anteil an den
Peroxydations-bedingten Hemm-Effekten hat. Es wird also nicht ausreichend sein, Eisen-
Komplexbildner fir die Aufhebung der Funktionseinschrankung einzusetzen, sondern das

Ziel muf3 die Depolymerisation des Hamozoins sein.

6.2. Die Bildung von 4-Hydroxynonenal und Hydroxynonenal-Addukten (7)

Zwangslaufiges Folgeprodukt der Lipid-Peroxydation von omega-vielfachungesattigten
Fettsduren wie Linol-, Arachidon- oder gamma-Linolensdure in Zellen ist das



4-Hydroxynonenal (4-HNE), welches hochreaktiv an Thiol- oder Aminogruppen bindet
und dadurch biochemische Effekte auf enzymatischer, subzellulérer und zelluldrer Ebene

verursacht.

H&mozoin-Beladung von Monozyten fiihrt folgerichtig nach einem raschen Anstieg in der
Konzentration der Lipoperoxide zu einer drastischen Erhéhung des gebildeten 4-HNE.
Quantifiziert wurde 4-HNE nach Zellextraktion, Reextraktion nach TLC-Separation und
HPLC-Auftrennung. Bei vereinfachter Annahme einer Gleichverteilung des 4-HNE im
Monozyten, wirden Konzentrationen von 8 uM, 46 pM und 16 pM nach 2, 5 und 12
Stunden der Hamozoin-Prasenz im Monozyten erreicht. Der Referenzwert im ruhenden
Monozyten lag bei 1uM und ist reprasentativ fir das Gleichgewicht von Synthese und
Abbau des 4-HNE in dieser Zelle. Die hohen Werte im Hamozoin-beladenen Monozyten
sind erstaunlich, da der stoffwechselmafig gut an oxydative Belastungen angepalite
Monozyt im allgemeinen in der Lage ist, die mit jeder Phagozytose einhergehende
Sauerstoffradikalproduktion und die daraus resultierende Lipid-Peroxydation und 4-HNE-
Synthese gut zu kontrollieren. Die Phagozytose von Kontroll-Erythrozyten hebt den HNE-
Spiegel in der Zelle tatsé&chlich nur auf maximal 4 uM an. Es mul3 an dieser Stelle
eingefiigt werden, dal? die lokalen HNE-Konzentrationen natirlich erheblich héher sein
kdnnten, da HNE aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften in der Membran akkumulieren

sollte (experimentell nicht belegt).

Eine hohe initiale katabolische Aktivitat fir HNE von 24 nmol/min/1 Mio Zellen
(gemessen als Abnahme des exogen den Monozyten zugesetzten HNE) macht ein
alleiniges Uberschreiten der Abbaukapazitdt durch vermehrte 4-HNE-Synthese im
H&mozoin-beladenen Monozyten unwahrscheinlich. Vielmehr spricht die Abbaukinetik im
H&mozoin-beladenen Monozyten fir die zusétzliche Hemmung des HNE-Katabolismus
durch Hdmozoin, was den 50-fachen Anstieg des HNE-Spiegels in diesen Zellen erkléart.
Der schnelle Anstieg des HNE-Spiegels nach Hdmozoinphagozytose lauft zeitlich parallel
mit der Hemmung des PMA-induzierten 'oxidativen burst' und der Hemmung der PKC im
Monozyten.

Ich konnte zeigen, daR HNE konzentrationsabhdngig die PKC-Aktivitat hemmt, gemessen
als Histon-Phosphorylierung im in vitro-assay. Die PKC wurde bei Zusatz von nur 10 nM
4-HNE um 30 % gehemmt, eine Konzentration, die in ruhenden Zellen lokal durchaus zu
erwarten ist, was deshalb in der PKC-Regulation unter physiologischen Bedingungen eine

Rolle spielen durfte. HNE in Konzentrationen von tiber 10 uM hemmen die PKC-Aktivitét



zu Uber 95 %. Diese Konzentrationen sind in der oxydativ gestreBten Zelle durchaus
plausibel. 4-HNE hat je nach Zelltyp und Konzentration die verschiedensten
Auswirkungen auf das Wachstum und die Proliferation von Zellen und auf die Gen-

Expression.

Ich konnte erstmals das vermehrte Auftreten von intrazelluldren Addukten zwischen PKC
und HNE in Hdmozoin-beladenen Zellen nachweisen (Immunprazipitation der PKC und

Immunoblot mit monoklonalen Antikdrpern gegen 4-HNE-Histidin/Lysin-Addukte).

Die vergleichsweise hoheren Affinitat des 4-HNE zur Thiol-Gruppe des Cysteins im
Vergleich zu Lysin oder Histidin erlaubt den Schlul, daR in Hamozoin-beladenen Zellen
auch die Thiol-Gruppe der PKC mit 4-HNE reagiert. Die PKC besitzt einige fur ihre
Funktion essentielle Thiolgruppen, die im reduzierten Zustand vorliegen missen, um die
enzymatische Aktivitat aufrechtzuhalten. Die von uns in vitro beobachtete Hemmung der
PKC durch 4-HNE sollte deshalb durch die Bindung des 4-HNE an diese SH-Gruppen

entstehen.

Die von mir beobachtete Addukt-Bildung sollte mithin der Schlissel zum molekularen

Verstandnis der PKC-Hemmung im Hamozoin-beladenen Monozyten sein.

6.3. 15-Hydroxyeicosatetraensaure [15-HETE] (11)

Der PMA-induzierte ‘oxydative burst' ist 20 min nach Phagozytose von nativem Hdmozoin
zu 50-60 % gehemmt bezogen auf den Ausgangswert. Die schnelle Hemmung sollte durch
einen Bestandteil der Lipidfraktion des Hamozoins ausgeldst werden, da die Phagozytose
von delipidierten Hdmozoin zu einem langsameren und weniger ausgepragten Abfall des
‘burst’ fihrt .

Die Lipidfraktion des isolierten  Hamozoins enthélt Derivate der Linolen- und
Arachidonséure, deren Verteilungsmuster typisch fur die Ham-katalysiert Oxydation der
erythrozytaren Membranfettsduren ist. Die Trennung des 15-HETE-peaks aus der SP-
HPLC ergab in der Chiral-Phasen-HPLC eine Gleichverteilung der R- und S-Enantiomere,
was die Lipoxygenase-unabhangige Ham-Katalyse unterstreicht. Bei einem Gehalt von

0.24 mmol bioaktiven 15S-HETE per mol Ham im Hamozoin wirde eine Hamozoin-



Phagozytose in der GréRenordnung von 10 Erythrozyten-Aquivalenten per Monozyt eine
intrazellulare Konzentration von 10 uM ergeben. Ich konnte zeigen, dal eine HETE-
Konzentration von 0.8 uM ausreicht, den PMA-induzierten 'burst’ in Monozyten zu 40-
50% zu hemmen. Mithin sollte das Molekil stromab der PKC in die Signaltransduktion
eingreifen. Bei Hamozoin-Phagozytose in die monozytdre Plasmamembran
diffundierendes 15-HETE sollte Ausfalle des oxydativen 'burst’ verursachen, wie wir sie

beschrieben haben.

7. Einordnung der Ergebnisse in die gegenwartige Malariaforschung

Der Autor beschreibt Hdmozoin erstmals als aktiv in die Regulation der Immunabwehr des
Wirtes eingreifende Substanz, was den Blickwinkel auf die Rolle von H&mozoin wéhrend
der Pathogenese der Malaria doch erheblich verdndert. Bisher war man der Ansicht, daR es
sich bei dem Malariapigment H&mozoin um die inerte, ausschlieRlich der Ablagerung
dienende 'entgiftete’ Hamstruktur handelt (Slater, 1992). Hingegen wird der Monozyt
durch die erstmalige Phagozytose von Hamozoin (ein Prozess, der wahrend der
Malariainfektion stdndig ablauft) in vielen seiner immunologischen Funktionen stark
eingeschrankt, was zum Verlust der F&higkeit zur Phagozytose, 'oxydativem burst' und
Antigen-Prasentation flhrt. Mithin hat der Malariaparasit eine weitere erfolgreiche
Strategie entwickelt, den Angriffen des Immunsystems des Wirtes zu entkommen.

Das Ph&nomen der Semiimmunitdt im endemischen Gebiet, d.h. die Unfahigkeit des
Immunsystems bei wiederholten Malariainfektionen eine vollstandige Immunitét gegen die
Malaria aufzubauen, hingegen niedrige periphere Parasitdmien bei geringer oder nicht
vorhandener Krankheitssymptomatik zuzulassen, wird bisher nicht gut verstanden. Es ist
bekannt, dal sich der Parasit im Trophozoiten-Stadium durch Zytoadhdrenz am
mikrovaskuldren Endothel dem Zugriff der zelluldren Abwehr entzieht, indem er die
Zytokinausschuttung des Wirtes kontrolliert, die zur Induktion der Endothelzell-
Rezeptoren fihren (Hommel, 1997). Desweiteren wird im Prozess des 'rosetting ' die

antigene Oberflache eines parasitierten Erythrozyten durch die dichte Anlagerung von



nicht-parasitierten Erythrozyten abgeschirmt. Und schlieBlich sollten repetitive Sequenzen
in P. falciparum Oberflachen-Antigenen sowie Sequenzvielfalt in nicht-repetitiven
Regionen und Antigen-Varianz von Oberflachenmolekiilen dazu beitragen, dal der Parasit

dem Inmmunangriff erfolgreich entgeht (Ramasamy, 1998).

Die von mir beschriebenen Funktionseinschrankungen des H&mozoin-beladenen
Monozyten/ Makrophagen erkldren gut das Versagen des Immunsystems, die Parasiten
vollstandig zu eliminieren, da erstens die monozytdre Abtotung der Blutstadien
eingeschrankt ist, zweitens aber auch die Interaktion zwischen Lymphozyten und Antigen-
prasentierenden Zellen uneffektiv erfolgt.

In der jungeren Vergangenheit sind Arbeiten erschienen, die Hdmozoin als Induktor der
Zytokinsynthese des Monozyten verstehen. Besonderes Interesse gilt dabei der erhohten
TNF-alpha-Produktion (Pichyangkul et al.,1994; Mordmdiller et al., 1998) und der MIP-1-
Synthese (Sherry et al.,1995). Zieht man die Daten zu Zytokin-Spiegeln im Serum von
Patienten hinzu, gewinnt man den Eindruck, dal die Monozyten aktivierenden Zytokine
und infolgedessen y-IFN entscheidend zur Pathogenese der Malaria beitragen.
Beispielsweise fiihrt eine Uberschielende y-IFN- Produktion zur vermehrten Expression
von ICAM-1 im Cerebral-Endothel, was zur Anheftung und Aggregation von
zirkulierenden infizierten und nicht infizierten Erythrozyten fuhrt und im kausalen

Zusammenhang mit der oft letal verlaufenden Cerebral-Malaria steht (Rudin et al., 1997).

Neben der pathogenetischen Rolle des Hd&mozoins sollten wir seine Wirt-protektive Seite
nicht aulRer acht lassen. Wir verstehen die Einschrdnkung der Reaktionsbereitschaft des
Monozyten durch Hdmozoin als 'intelligenten’ Schutz des Wirtes durch den Parasiten vor
Uberreaktivitat, die zum Untergang des Wirtes filhren wiirde und evolutiondr zur
Vernichtung des Parasiten gefuhrt hatte. Mittels Hamozoin kann das Gleichgewicht
zwischen Wirt und Parasit hergestellt werden, das zwar die Klarung der Parasitdmie durch

den Wirt verhindert aber bis auf Ausnahmen im Stérungsfall beide Seiten Uberleben lafit.

In der Literatur werden eine Reihe von Mechanismen beschrieben, wie Mikroorganismen
wie Leishmania, Mykobakterium oder Listeria auf molekularer Ebene mit Immunzellen
interagieren, um ihre Immunfunktionen zu unterbinden. Wegen ihrer zentralen Stellung bei
immunologischen Prozessen ist die PKC haufiger Angriffspunkt der Hemmung (Reiner,

1994). Wir fiigen hier einen neuen Mechanismus der Hemmung hinzu, der von



Plasmodium falciparum genutzt wird: die oxydativ durch H&amozoin ausgeldste
Modifikation der PKC durch 4-HNE im Monoyzten.

Die Beschreibung der Funktionseinschrankung des Monozyten und der wahrscheinlichen
molekularen Mechanismen ergeben zwei therapeutische Ansatzpunkte, die beide die
Reduktion des intramonozytaren Hdm-Gehaltes zum Ziel haben, um die Parasiten durch
die Immunabwehr erfolgreicher zu bek&mpfen. Erstens bietet sich der Einsatz von
Substanzen an, die selektiv in parasitierten Erythrozyten (aufgrund der veranderten
Membranpermeabilitdt) oxydativ wirksam werden. Diese Behandlung wirde die
Phagozytose zugunsten der Hamozoin-freien Ringformen verschieben und damit zum
Erhalt der normalen phagozytdren Aktivitat fuhren. Die zweite Strategie baut auf die
intralysosomale Auflésung von Hamozoin, was vermutlich zur Regeneration des

Monozyten und zur erneuten Funktionsaufnahme fiihren wirde.
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