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Zusammenfassung 
Malaria ist eine durch einen einzelligen Parasiten der Gattung Plasmodium verur-

sachte Tropenkrankheit. Sein Auftreten ist vor allem in Afrika, Südostasien und Teilen 

Südamerikas zu beobachten. Die gefährlichste Form, die durch Plasmodium falcipa-

rum hervorgerufen wird, wird von weiblichen Anopheles-Mücken übertragen. Nach 

dem Stich wandern Sporozoiten in die Leber. In der Leber vermehren sie sich und 

infizieren anschließend Erythrozyten. Dort bewirken ihre Entwicklungszyklen Fieber-

schübe und hämolytische Symptome. 

Die hohe Pathogenität von P. falciparum resultiert aus der Fähigkeit infizierter Eryth-

rozyten, sich an Endothelzellen anzulagern und so der Milz zu entkommen. Diese Zy-

toadhäsion führt zu Kapillarverstopfungen, Durchblutungsstörungen, Entzündungen, 

Organversagen und kann in zerebraler Malaria münden. Sie wird durch Proteine der 

PfEMP1-Familie vermittelt, die von etwa 45–90 var-Genen kodiert werden. 

Die Untersuchung hatte zum Ziel, die Adhäsionseigenschaften der PfEMP1-Variante 

IT4-var46 bei der Interaktion mit CHO-Rezeptoren unter statischen und Flussbedin-

gungen zu analysieren. Statische Assays bieten die Möglichkeit einer detaillierten 

Analyse molekularer Bindungsereignisse, während Experimente unter Flussbedingun-

gen eine realistischere Darstellung der physiologischen Verhältnisse im Blutkreislauf 

ermöglichen. Dafür kamen transgene CHO-Zelllinien mit unterschiedlichen Rezepto-

ren und der P. falciparum-Transfektant IT4-var46 zum Einsatz. IT4-var46 weist in bei-

den Experimenten eine signifikante Bindung an den Rezeptor CD36 auf, sowohl in 

statischen Bindungs-Assays als auch unter Flussbedingungen. Unter Fluss ergab sich 

insbesondere ein rollendes Adhäsionsverhalten der infizierten Erythrozyten an CD36-

exprimierenden Zellen, was charakteristisch mit einer milden Verlaufsform der Malaria 

in Verbindung gebracht wird.  

Die beobachteten Unterschiede in Haftung und Bindungsstabilität bieten wichtige Hin-

weise für das Verständnis der Pathogenese von P. falciparum und bilden die Grund-

lage für die Entwicklung therapeutischer Strategien, die auf eine gezielte Hemmung 

der Zytoadhäsion abzielen. 
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1. Einleitung 
1.1 Malaria 
Malaria gehört zu den weltweit wichtigsten tropischen Infektionskrankheiten. Sie wird 

durch einzellige Parasiten der Gattung Plasmodium (P.) verursacht. Neben P. falcipa-

rum gibt es vier weitere humanpathogene Arten: P. vivax, das weltweit vorkommt und 

durch ruhende Hypnozoiten im Lebergewebe wiederkehrende Infektionen verursacht; 

P. malariae, das für meist milde, chronische Infektionen mit längerer Inkubationszeit 

hervorruft; P. ovale, das in zwei Unterarten existiert und ähnlich wie P. vivax Hypnozo-

iten bildet, jedoch in der Regel milder verläuft; sowie P. knowlesi, ein ursprünglich auf 

Makaken beschränkter Parasit, der vor allem in Südostasien zunehmend als Ursache 

schwerer Malaria beim Menschen auftritt. Die Übertragung erfolgt durch den Stich ei-

ner infizierten weiblichen Anopheles-Mücke, die Sporozoiten in den Blutkreislauf ein-

bringt [1] [2] [3] [4]. 

 

Der wichtigste Erreger ist P. falciparum, da er den Großteil der schweren Krankheits-

verläufe und malariabedingten Todesfälle verursacht. Im menschlichen Wirt hat der 

Parasit einen komplexen Lebenszyklus: Nachdem er die Leber befallen hat, infiziert 

er zunächst die Erythrozyten. Dies verursacht eine zyklische Hämolyse, die sich durch 

Fieber, Schüttelfrost und Anämie äußert. Charakteristisch für P. falciparum sind unter 

anderem das Anheften von infizierter Erythrozyten (iEs) an den Gefäßwänden und die 

Rosettenbildung, was Komplikationen wie die zerebrale Malaria begünstigt [2] [3]. 
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Abbildung 1 Weltweite Malaria- Inzidenz nach Ländern im Jahr 2021 
Die Karte illustriert die jährliche Anzahl neuer Malariafälle pro 1000 Personen in Risikogebieten. In der 
Subsahara-Afrika sind die Werte besonders hoch, während andere Regionen weniger betroffen sind. 
Die Grundlage bilden die Weltbankdaten, Stand 2024 [5]. 
 

Malaria kommt hauptsächlich in tropischen und subtropischen Gebieten vor, beson-

ders in Subsahara-Afrika, Südostasien und einigen Teilen Südamerikas (siehe Abbil-

dung 1). Etwa 94% der Malariafälle in der WHO-Afrikanischen Region sind in Ländern 

wie Nigeria, der Demokratischen Republik Kongo, Uganda und Mosambik kon-

zentriert, wobei Kinder unter fünf Jahren und Schwangere am meisten betroffen sind 

[6]. Die Auswirkungen von Klimaveränderungen, wie erhöhten Temperaturen und sich 

ändernden Niederschlagsmustern, sind für die Verbreitung der Anopheles-Mückenpo-

pulation von großer Bedeutung; diese Veränderungen können die Übertragungszeiten 

der Krankheit verlängern und somit die Malariasituation, besonders in Subsahara-Af-

rika, verschärfen [7] [8]. Sozioökonomische Faktoren wie Armut, niedriger Bildungs-

stand und eingeschränkter Zugang zu Gesundheitsdiensten tragen zusätzlich zur Er-

höhung der Krankheitslast bei und machen präventive Maßnahmen schwieriger [9] [8]. 
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Abbildung 2 Die jährliche Zahl der Todesfälle durch Malaria weltweit nach Regionen seit 2000. 
Über 90% der Malariatodesfälle entfallen auf Afrika, während die Zahlen in anderen Weltregionen deut-
lich geringer sind. Insgesamt sind die Todesfallzahlen rückläufig, abgesehen von einem leichten Anstieg 
während der COVID-19-Pandemie [10]. 
 

Im Jahr 2023 verzeichnete die Weltgesundheitsorganisation (WHO) etwa 263 Millio-

nen registrierte Neuerkrankungen, und rund 600.000 Menschen starben an den Fol-

gen der Krankheit (siehe Abbildung 2). Kinder unter fünf Jahren und Schwangere sind 

besonders betroffen; ihr Risiko für schwere Verläufe ist besonders hoch. Malaria stellt 

aufgrund ihrer hohen Morbidität und Mortalität eine erhebliche gesundheitlichen und 

sozioökonomischen Belastung für viele Entwicklungsländer dar.  

Um die Malaria zu bekämpfen, konzentrieren sich internationale Gesundheitsinitiati-

ven auf einen Ansatz, der aus einer Kombination aus medikamentöser Therapie, Vek-

torbekämpfung und Impfstoffentwicklung besteht. Auch wenn in den letzten Jahrzehn-

ten erhebliche Fortschritte erzielt wurden, ist Malaria immer noch ein Gesundheits-

problem mit komplexen Herausforderungen. Dazu zählen die unterschiedliche Immun-

antwort der Wirte, die parasitäre Diversität sowie Umweltfaktoren, die die Mückenpo-

pulation und Übertragungsdynamik beeinflussen. Aufgrund dieser Aspekte ist es un-

erlässlich, dass grundlegende Forschungen zur Pathogenese und zur Immunologie 

der Malaria sowie zu den molekularen Mechanismen Interaktion zwischen Parasiten 

und Wirt durchgeführt werden [11] [12]. 
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1.2 Lebenszyklus des P. falciparum  
 

 

Abbildung 3 Eine Darstellung des Lebenszyklus des P. falciparum 
Sporozoiten gelangen nach dem Stich einer infizierten Anopheles-Mücke in den menschlichen Körper; 
sie vermehren sich zuerst in der Leber und dann in den Erythrozyten. Einige Parasiten entwickeln sich 
zu Gametozyten; sie werden bei einem weiteren Mückenstich aufgenommen und starten im Mücken-
darm einen neuen Zyklus. Aud diese Weise wird der Entwicklungszyklus und die Infektionskette ge-
schlossen [13]. 
 

Der Lebenszyklus des Malaria tropica-Erregers P. falciparum ist komplex und beinhal-

tet mehrere Stadien, sowohl im menschlichen Wirt als auch im weiblichen Anopheles-

Mückenvektor (siehe Abbildung 3). 

Die Infektion startet, wenn eine infizierte Mücke durch ihren Stich infektiöse Sporozo-

iten in den menschlichen Blutkreislauf überträgt. Sie wandern zur Leber, dringen in 

Hepatozyten ein und entwickeln sich zu Leberstadien. In den Leberzellen durchlaufen 

sie eine exoerythrozytäre Entwicklungsphase, die etwa 6 bis 7 Tage dauert und bis zu 

30.000 Merozoiten pro infizierter Hepatozyte bildet [14] [15]. Nach Abschluss der 
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Leberphase werden die Merozoiten in den Blutkreislauf freigesetzt, was die erythro-

zytäre Phase einleitet, die für die klinischen Symptome der Malaria verantwortlich ist 

[11] [12]. 

In den Erythrozyten entwickeln sich die Parasiten durch mehrere Stadien: vom frühen 

Ringstadium (ca. 20-24 Stunden) über das Trophozoitenstadium bis hin zum Schizon-

tenstadium. Die gesamte erythrozytäre Phase erstreckt sich über etwa 48 Stunden. In 

diesem Zeitraum entwickeln sich etwa 16 bis 32 Merozoiten pro Schizont [16]. Die 

Erythrozytenlyse geschieht innerhalb einer Sekunde; dabei werden die Merozoiten 

freigesetzt, die innerhalb von ca. 10 Minuten neue Erythrozyten infizieren und so den 

parasitären Replikationszyklus fortsetzen [17]. 

Ein Teil der Parasiten entwickelt sich parallel zu den Gametozyten, den sexuellen Sta-

dien, die innerhalb von etwa 10 bis 14 Tagen im Körper der weiblichen Mücke reifen 

und somit zur Weitergabe des Parasiten führen [18]. 

Die pathogenen Mechanismen von P. falciparum sind eng mit seiner Fähigkeit verbun-

den, iEs durch die Expression variabler Oberflächenproteine, wie das P. falciparum 

erythrocyte membrane protein 1 (PfEMP1), an das Endothelgefäß zu binden. Durch 

diese Adhäsion wird die Eliminierung der iEs in der Milz verhindert. Die Zytoadhäsion 

durch PfEMP1 führt zur Blockade kleiner Blutgefäße (Sequestrierung), was klinische 

Komplikationen wie zerebrale Malaria zur Folge haben kann. Außerdem ist sie mit der 

endothelialen Dysfunktion und der Auslösung von Entzündungsreaktionen verbunden, 

die den Krankheitsverlauf verschlimmern. Außerdem erfolgt während der Entwicklung 

der Erythrozyten eine antigenetische Variation der PfEMP1-Proteine, was es dem Pa-

rasiten ermöglicht, der Immunerkennung zu entkommen [16]. 
 

1.2.1. Erythrozyteninvasion und Wirtszell-Anpassung  
Das Eindringen von Erythrozyten durch P. falciparum ist ein entscheidender Schritt im 

Lebenszyklus des Parasiten und bietet ihm wichtige Vorteile für sein Überleben. Ein 

wichtiger Aspekt ist die Fähigkeit, der Immunantwort des Wirtsorganismus zu entge-

hen. Da reife Erythrozyten keine Major Histocompatibility Complex (MHC)-Rezeptoren 

an ihrer Zelloberfläche exprimieren, können sie keine Antigenpräsentation durchfüh-

ren, wodurch der Parasit immunologisch weitgehend unerkannt bleibt [19]. Anders als 

im extrazellulären Raum ist der intrazelluläre Lebensraum für den Parasiten mit gro-

ßen metabolischen Einschränkungen verbunden. Das einzige Nährstoffangebot ist 

das enthaltene Hämoglobin, welches jedoch einen Mangel an der essenziellen 



Einleitung 

 15 

Aminosäure Isoleucin aufweist. Diese Einschränkung der Nährstoffverfügbarkeit hat 

unmittelbare Auswirkungen auf das Wachstum und die Vermehrung des Parasiten [20] 

[21]. Um diese Defizite auszugleichen, induziert P. falciparum während seines in-

traerythrozytären Entwicklungszyklus umfangreiche strukturelle und funktionelle Ver-

änderungen der Wirtszelle. Diese Anpassungen haben das Ziel, den Stoff- und Pro-

teintransport zwischen Parasit, Wirtszytoplasma und extrazellulärem Milieu zu opti-

mieren. 

 

Abbildung 4 Die Unterschiede zwischen einem gesunden und einem von P. falciparum iEs nach 
Befall eines P. falciparums 
Während der Infektion nimmt der Parasit strukturelle und funktionelle Veränderungen an der Wirtszelle 
vor; es entstehen charakteristische Strukturen wie MC, TVN, PV und knobs an der Zelloberfläche, die 
für die Pathogenese und Immunflucht des Parasiten von entscheidender Bedeutung sind [22]. 
 

Der Eintritt des Parasiten in den Erythrozyten beginnt mit der Freisetzung der Mero-

zoiten in den Blutstrom. Diese erkennen und binden geeignete Wirtszellen über spe-

zifische Merozoiten-Oberflächenproteine (MSP), wobei eine präzise Ausrichtung des 

apikalen Endes an der Zellmembran erfolgt. Diese Interaktion führt zur Ausbildung 

eines stabilen Kontakts, über den der aktive Eindringprozess eingeleitet wird (siehe 

Abbildung 4). Nach dem Eindringen des Parasiten entsteht eine parasitophore Va-

kuole (PV), die als schützende Kompartimentierung zwischen dem Parasiten und dem 

Zytosol des Erythrozyten fungiert. Innerhalb der parasitophoren Vakuolenmembran 

(PVM) etabliert P. falciparum ein spezialisiertes Netzwerk an Transportmechanismen, 

die eine ausreichende Zufuhr lebenswichtiger Nährstoffe gewährleisten. Zu den dabei 

relevanten Strukturen zählen neu gebildete Permeabilitätskanäle, die sogenannten 

New Permeability Pathways (NPPS), welche den Import von Kohlehydraten, 
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Aminosäuren, Vitaminen und Cholin ermöglichen [23]. Zudem sind NPPs an der Ent-

fernung von Stoffwechselendprodukten beteiligt, wodurch ein funktionelles Gleichge-

wicht im intrazellulären Milieu aufrechterhalten wird [24]. 

Neben den NPPs beteiligt sich ein weiteres durch den Parasiten induziertes System, 

das tubovesikuläre Netzwerk (TVN), an der intrazellulären Nährstoffdistribution. Die-

ses Netzwerk aus röhrenförmigen und vesikulären Strukturen erweitert die Kapazität 

des Parasiten zur Aufnahme und zum Transport kleiner Moleküle innerhalb der Wirts-

zelle [25]. Darüber hinaus führt die parasitäre Umgestaltung des Wirts zu tiefgreifen-

den morphologischen Veränderungen der Erythrozytenmembran. Ein wichtiger Aspekt 

ist die Bildung der sogenannten Maurer’schen Spalten (Maurer’s clefts, MC), memb-

ranöser Kompartimente, die parasitenspezifische Proteine während des Exports an 

die Erythrozytenoberfläche ermöglichen [26] [27]. Diese strukturellen Anpassungen 

sind entscheidend, um die Wirt-Parasit-Interaktion zu stabilisieren und die langfristige 

Erhaltung der intrazellulären Nische von P. falciparum zu ermöglichen. 

 

1.2.2 Sequestrierung 
Ein entscheidender Mechanismus, der es P. falciparum ermöglicht, im menschlichen 

Körper zu überleben und gleichzeitig zur Schwere der Erkrankung beizutragen, ist die 

Sequestrierung. Dabei haften die iEs, insbesondere im Trophozoitenstadium, an den 

Gefäßwänden verschiedener Organe. Diese Adhäsion bewirkt eine Blockade des Blut-

flusses, die eine verminderte Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff und Nährstof-

fen sowie die Akkumulation von Abfallprodukten zur Folge hat [28]. Drei unterschiedli-

che Muster der Zellbindung lassen sich unterscheiden: die Anheftung an Endothelzel-

len, die Bildung von Rosetten aus mehreren Erythrozyten sowie die Verklumpung 

durch Thrombozyten [29]. 

Ein zentraler Grund für das Festhalten der iEs an Gefäßwänden ist deren veränderte 

Oberflächenstruktur, die sonst zur Filterung Zerstörung in der Milz führen würde. In 

der Milz werden die abnormalen Zellen durch körperliche Auswahl und das Immun-

system erkannt und von Makrophagen phagozytiert [30]. Besonders in der roten 

Pulpa, wo sich ein Netzwerk aus Fasern bildet, werden diese veränderten Zellen zu-

rückgehalten, während gesunde Zellen ungehindert passieren [31]. 

Die Schwere der Malaria richtet sich nach dem Ort der Sequestrierung. So führt die 

Anhaftung an den Protein-C-Rezeptor im Gehirngefäßendothel häufig zu zerebraler 

Malaria, einer lebensbedrohlichen Form der Krankheit [32] [33]. Ebenso kann die 
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Bindung der Parasiten an Chondroitinsulfat A in der Plazenta zu schwangerschaftsas-

soziierter Malaria führen, die erhebliche Risiken wie Totgeburten, Anämie der Mutter 

und geringes Geburtsgewicht des Kindes häufig auslöst [34] [35]. Diese hämodynami-

schen Blockaden und die resultierenden Gewebeschäden sind entscheidend für die 

Pathogenese der schweren Verlaufsformen der Malaria [36] [37]. 

 

1.2.3 knobs 

 

Abbildung 5 Vergleich der Morphologie und Oberflächenstruktur und iEs und Trophozoit-Sta-
dium-iEs. 
(A) Elektronenmikroskopische Aufnahmen verdeutlichen die strukturellen Unterschiede zwischen ge-
sunden und iEs. (B) Höhenprofilaufnahmen mit farblicher Codierung zeigen die Ausbildung charakte-
ristischer knobs auf der Oberfläche infizierter Zellen. (C) 3D-Darstellung der Zelloberfläche bestätigen 
diese Veränderungen. (D) Schematische Darstellung der Anordnung von PfEMP1 und assoziierten Pro-
teinen an den knobs, unterstützt durch ein spiralförmiges Gerüst aus strukturellen Proteinen wie 
KAHRP [38]. 
 

P. falciparum verändert aktiv die Membranstruktur seiner Wirtszellen, indem er eigene 

Proteine in die Erythrozytenmembran integriert (siehe Abbildung 6). Diese 

Umgestaltung führt zur Ausbildung kleiner Oberflächenstrukturen, sogenannter knobs. 

Dabei handelt es sich um knopfförmige Ausstülpungen auf iEs, die während des 

Trophozoitenstadiums entstehen – jener Entwicklungsphase, in der die Adhäsion an 

Endothelzellen besonders stark ausgeprägt ist [39]. 

Mehrere Studien zeigen, dass das Vorhandensein dieser knobs entscheidend für die 

Fähigkeit iEs ist, an Gefäßendothelzellen zu binden. Fehlen sie, kommt es zu einer 

deutlich geringeren Zytoadhäsion und damit meist zu milderen Erkrankungsverläufen 

[40] [41]. Somit tragen die knobs wesentlich zur Pathogenität der P. falciparum-Malaria 

bei. 



Einleitung 

 18 

Die knobs fungieren außerdem als Ankerpunkte für das Protein PfEMP1, das zu den 

wichtigsten Adhäsionsmolekülen zählt und die Bindung der iEs an Endothelzellen 

vermittelt [42] [43]. Zusammen mit PfEMP1 ist das knob-assoziierte histidinreiche 

Protein (KAHRP) Teil dieser Strukturen. (KAHRP) arbeitet mit 

Zytoskelettkomponenten wie Spektrin und Aktin zusammen, was eine Veränderung 

der mechanischen Stabilität der Zellmembran zur Folge hat [44] [45]. 

Durch diese strukturellen Anpassungen werden die knobs zu einem zentralen Element 

der Pathophysiologie schwerer Malariaformen. 

 

1.3  Genetik und Immunflucht von PfEMP1 
Die var-Genfamilie, die aus ungefähr 60 Genen pro Parasiten-Genom besteht, kodiert 

die PfEMP1-Proteine. Im Verlauf eines jeden Lebenszyklus wird nur eines der etwa 

60 var-Gene während des Ringstadiums des Parasitenzyklus exprimiert, während die 

anderen Gene stillgelegt werden – ein Phänomen, das als mutually exclusiv expres-

sion bezeichnet wird [46]. Daraus resultiert, dass nur ein einzelnes PfEMP1 auf der 

Oberfläche der iEs vorhanden ist, dass die Anheftung an das Endothel vermittelt und 

durch die antigenetische Variation vor Antikörpern des Wirts schützt, was zur Etablie-

rung einer chronischen Infektion führt [47]. Der Parasit entkommt dem Immunsystem, 

indem er durch Transkriptionswechsel innerhalb der var-Genfamilie ständig neue Se-

quenzen exprimiert [48]. Die ständige Veränderung der Sequenzen führte zu einem 

evolutionär bedingten Polymorphismus. Ungefährt 35 der 60 var-Gene liegen in den 

Subtelomerregionen der Chromosomen, während die anderen in Clustern angeordnet 

sind. Ein var-Gen hat eine Größe von etwa 6-13 kb und setzt sich aus zwei Exons 

zusammen. Das erste Exon kodiert für die hochvariable extrazelluläre Region von 

PfEMP1 sowie für die Transzellulardomäne, während das zweite Exon die konser-

vierte ATS-Domäne im zytoplasmatischen Bereich codiert [49]. Aufgrund der Sequen-

zähnlichkeit und der 5‘-Promotorregionen werden var-Gene in vier upstream se-

quence Gruppen (Ups; A, B, C und E) klassifiziert [50] [51]. Hinsichtlich der Positionie-

rung befinden sich die mit UpsA und UpsE assoziierten var-Gene in den Subtelomer-

regionen und werden in Richtung Telomer transkribiert. Im Gegensatz dazu liegen 

UpsC var-Gene in zentralen Chromosomenregionen, während UpsB var-Gene sowohl 

zentral als auch subtelomerisch lokalisiert sein können; beide Gruppen (UpsB und 

UpsC) werden vom Telomer weg transkribiert [52] [53]. 
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1.3.1 PfEMP1-Proteinvariante IT4var46 

 
Abbildung 6 Strukturaufbau von IT4var46 mit spezifischen DBL- und CIDR-Abschnitten 

Die modulare Domänenstruktur der PfEMP1-Variante IT4var46 ist abgebildet, einschließlich spezifi-

scher DBL- und CIDR-Abschnitte, die für die Bindung an verschiedene Wirtsrezeptoren verantwortlich 

sind [38]. 

 

Die IT4var46-Proteinvariante der PfEMP1-Familie ist ein wichtiger Akteur in der Pa-

thogenese der Malaria. Als hochvariabler, membranständiger Glykoproteinkom-

plexnist PfEMP1 der Hauptmediator für die Zytoadhäsion und wird auf der Oberfläche 

von iEs präsentiert. Die genetische Vielfalt der var-Gene, welche die Bildung von 

PfEMP1 steuert, erlaubt es dem Parasiten, zahlreiche Wirtsrezeptoren zu erkennen 

und durch antigenetische Variation der Immunerkennung zu entkommen [53] [52]. Der 

IT4-Isolat ist eine Variante innerhalb dieser polymorphen Familie, die durch be-

stimmte Sequenzen und Domänenkonfigurationen gekennzeichnet ist. Ein Beispiel 

dafür, wie die modulare Domänenstruktur aus Duffy binding-like- ( DBL-) und cysteine 

rich interdomain regions- (CIDR-) Modulen jede PfEMP1-Variante für spezifische Bin-

dungsinteraktionen mit Wirtsmolekülen verantwortlich ist, wird hier gezeigt. Die line-

are Anordnung der einzelnen Domänen von IT4var46 ist in Abbildung 6 dargestellt. 

Sie startet mit der N-terminalen Segmentdomäne (NTS) und umfasst mehrere DBL- 

und CIDR-Domänen. Die DBLa0.10-, CIDRa2.2-, DBLd1-, CIDRg4-, DBLe2-, DBLz3- 

und DBLe3-Domäne sind dabei typisch. Besonders erwähnenswert ist, dass die Do-

mänen DBLe2 und DBLe3 laut aktuellen Analysen stark mit der Bindung an Immun-

globulin M (IgM) assoziiert sind, was für die Immunflucht des Parasiten eine wichtige 

Rolle spielt. Insgesamt verdeutlicht die Abbildung prägnant die organisationsspezifi-

sche Reihenfolge und funktionelle Vielfalt der Domänen von IT4var46, wobei jede Do-

mäne unterschiedliche Bindungseigenschaften besitzt, die das Adhäsions- und Immu-

nevasionsvermögen von P. falciparum modulieren können [54] [38]. 
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1.4  Endothelrezeptoren 
In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Rezeptoren eingesetzt, um zu untersuchen, 

wie P. falciparum mit menschlichen Endothelzellen interagiert. Dabei kamen unter-

schiedliche folgende Rezeptoren zum Einsatz: CD36, ICAM-1, CD9, CD37, CD55, 

CD81, TNFR1, TNFR2, VCAM-1, MDR1 und EPCR. 

 

1.4.1 CD36 
Bei CD36 handelt es sich um ein transmembranöser Glycoprotein-Rezeptor mit 

mehreren Fettsäurebindungsstellen. Dieser wird als Klasse-B-Scavenger-Rezeptor 

eingestuft. CD36 besitzt zwei kurze cytoplasmatische Domänen und ein großes 

extrazelluläres Domänenmodul für Ligandenerkennung. Zudem spielt es eine 

bedeutende Rolle bei der Lipidaufnahme, Entzündungsreaktionen und vermittelt 

spezifisch die Bindung von Malaria-Parasiten an Endothelzellen [55]. 

 

1.4.2. ICAM-1 
Interzelluläres Adhäsionsmolekül 1 (ICAM-1) ist ein Mitglied der Immunglobulin-

Familie, das fünf Ig-ähnliche Domänen besitzt. Die extrazellulären Domänen 

vermitteln Zelladhäsion durch Bindung an Leukozytenintegrine. ICAM-1 ist ein 

Schlüsselmolekül für die Adhäsion von iEs im Kontext von Infektionen wie Malaria [56]. 

 

1.4.3. CD9 
CD9 gehört zur Tetraspanin-Familie, charakterisiert durch vier transmembranäre 

Helices und intrazelluläre sowie extrazelluläre Schleifen. Diese Struktur erleichtert die 

Bildung multipler Membrankomplexe, die an Zelladhäsion, Migration und 

Signaltransduktion beteiligt sind. CD9 reguliert die Endothelfunktion insbesondere im 

Bereich der Zellmigration und Angiogenese [57]. 

 

1.4.4. CD37 
Ein weiteres Tetraspanin, CD37, verfügt über eine vergleichbare Topologie wie CD9 

mit vier transmembranären Regionen und extrazellulären Schleifen. CD37 modifiziert 

die Immunzelladhäsion und -migration durch Beeinflussung von Integrinverteilungen 

und Zytoskelettdynamik [58]. 
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1.4.5. CD55 
CD55 ist ein Glykoprotein mit mehreren kurzen, extrazellulären Domänen, das die 

Zellen vor Komplementaktivierung schützt. Die GPI-Verankerung an der Membran 

erlaubt Flexibilität, was wichtig für seine regulatorische Rolle im Komplementsystem 

ist. Zusätzlich ist CD55 an der Parasiteninvasion beteiligt [59]. 

 

1.4.6. CD81 
CD81 ist ebenfalls ein Tetraspanin mit der typischen Topologie aus vier 

transmembranären Segmenten. Es moduliert Zelladhäsion und Migration, indem es 

mit anderen Membranproteinen interagiert und Signalwege steuert. Besonders 

relevant ist CD81 für die Kontrolle von Immunzellen und trophoblastischen 

Zellfunktionen [60]. 

 

1.4.7. TNFR1 
Der Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1 (TNFR1) hat eine extrazelluläre 

Ligandbindedomäne mit cysteinhaltigen Wiederholungen sowie eine intrazelluläre 

Todesdomäne, die Apoptose und Entzündungssignale vermittelt. In Endothelzellen 

wird TNFR1 zur Steuerung von Entzündungs- und Überlebensprozessen verwendet 

[61]. 

 

1.4.8. TNFR2 
Das Hauptmerkmal das TNFR2 von TNFR1 unterscheidet, ist das Fehlen einer 

Todesdomäne. Es besteht aus mehreren cysteinhaltigen Domänen in der 

extrazellulären Region und fördert das Überleben und die Proliferation von Zellen über 

den NF-kB-Signalweg. TNFR2 spielt eine wichtige Rolle in der Gefäßneubildung und 

der Immunregulation [62]. 

 

1.4.9. VCAM-1 
VCAM-1 ist ein Adhäsionsmolekül, das aus sieben Ig-ähnlichen extrazellulären 

Domänen besteht. Es ermöglicht die Anheftung von Leukozyten an das Endothel 

durch die Bindung an Integrine und ist somit entscheidend für Entzündungsprozesse 

und pathogen-induzierter Zelladhäsion [63]. 



Einleitung 

 22 

1.4.10. MDR1 
MDR1 ist ein ATP-abhängiger Transporter mit 12 transmembranären Helices, der 

Xenobiotika und Arzneimittel aus Zellen transportiert. Seine Rolle in der Malaria-

Infektion ist zwar noch nicht vollständig verstanden, aber MDR1 hat Auswirkungen auf 

die Barrierefunktion und den Stofftransport in Endothelzellen [64]. 

 

1.4.11. EPCR 
Der Endothel-Prostazyklin-Rezeptor (EPCR) hat eine extrazelluläre Domäne, die vom 

CD1-Familienstrukturtyp ist, und bindet Protein C sowie verwandte Liganden. EPCR 

ist bekannt dafür, die Blutgerinnung zu regulieren und als Bindungsstelle für P. 

falciparum zu fungieren; es spielt somit eine Rolle in der Pathogenese schwerer 

Malariaformen [65]. 

 

1.5  Vergleich von Zellinteraktionen unter statischen und unter Flussbedingun-
gen 

Die Wirkung von hämodynamischen Bedingungen auf die Beziehung zwischen iEs 

und vaskulären Endothelzellen ist ein entscheidender Aspekt der Malariapathogenese 

und beeinflusst die Zytoadhäsionseffizienz. Aber viele in vitro Modelle nutzen statische 

Kulturbedingungen ohne Blutfluss. In solchen Situationen können iEs zwar an En-

dothelrezeptoren binden, jedoch ohne den Einfluss des durch den Blutstrom erzeug-

ten Scherstresses. Dies erleichtert die Adhäsion, spiegelt jedoch die physiologischen 

Bedingungen im menschlichen Kreislaufsystem nur unzureichend wider. Im Gegen-

satz dazu ermöglichen dynamische Flussbedingungen, wie sie in mikrofluidischen 

oder Flusskammer-Systemen vorkommen, eine realistischere Nachbildung der hämo-

dynamischen Kräfte und machen es möglich, die Zytoadhäsion unter physiologisch 

relevanten Scherkräften zu untersuchen [66]. 

Die dynamischen Wechselwirkungen werden durch mechanische Deformationen der 

Erythrozytenmembran und durch spezifische Bindungsdomänen, die unter Flussbe-

dingungen aktiviert oder verstärkt werden, moduliert. Mikrofluidische Systeme und 

Flow-Assays sind wertvolle Werkzeuge, um diese Prozesse genau zu analysieren und 

zu bestimmen, wie Flussgeschwindigkeit und Scherkräften die Adhäsionsstärke be-

einflussen. Die unterschiedlichen Ergebnisse zur Zytoadhäsion, die man durch stati-

sche und dynamische Modelle erhält, haben bedeutende Folgen für die Schaffung von 
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Therapieansätzen, weil sie die Bindungsmechanismen unter realistischen Bedingun-

gen und somit die Zielstrukturen für Interventionen besser darstellen [67] [68]. 

 

1.6  Zielsetzung, Hypothesen und wissenschaftliche Relevanz der Arbeit 
Die vorliegende Arbeit analysiert, wie die P. falciparum- PfEMP1-Variante IT4var46 mit 

unterschiedlichen CHO-Rezeptoren interagiert, sowohl unter statischer als auch unter 

rollender Bindung. 

Das Hauptaugenmerk liegt darauf, zu erforschen, ob und wie stark die PfEMP1-Vari-

ante IT4var46 an bestimmte CHO-Rezeptoren bindet. Danach erfolgt die Analyse der 

Bindung unter dynamischen Bedingungen, wobei vor allem die Wirkung der Scher-

kraft im Fokus steht: Ab welcher Kraft entsteht die Bindung, bei welcher Kraft löst sie 

sich wieder, und ob eine feste oder rollende Bindung zu beobachten ist. Falls eine 

rollende Bindung auftritt, kann zusätzlich die Bewegungsgeschwindigkeit bestimmt 

werden. 

Ziel dieser Untersuchung ist es, die molekularen Mechanismen besser zu verstehen, 

die zur Adhärenz iEs an das Gefäßendothel beitragen, sowie die entsprechende 

Transfektante zu charakterisieren. Dabei soll untersucht werden, an welche Rezepto-

ren IT4var46 sowohl unter statischen als auch unter rollenden Bedingungen bindet, 

welche Bindungstypen dabei nachgewiesen werden können und ob ein Zusammen-

hang zwischen der Bindungsinzidenz und dem Schweregrad der Malaria besteht. 
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2. Materialien 
2.1  Geräte 
Tabelle 1 Liste aller verwendeten Geräte 

Gerät Modell Hersteller 
Bioanalyzer Agilent 2100 Agilent Technologies 

Gefrierer (-80°C) FORMA 700 Series Thermo Scientific 

Ibidi Pump System System-10902 Ibidi 

Inkubator mit CO2 Function Line Heraeus Instruments 

Invertierendes Mikroskop Axiscope M1 Zeiss 

Mikroskop CX31 Olympus 

Mikroskop EVOS XL Thermo Scientific 

pH-Meter CG840 Sartorius AG 

Photometer NanaDrop 2000 Thermo Scientific 

Sterile Werkbank Class II BSC ESCO Labculture 

Thermomixer 5355R Eppendorf 

Vortex Mixer VF2 Janke & Kunkel 

Waage BP210S Sartorius 

Wasserbad SW20 Julabo 

Zentrifuge 5427 R Eppendorf 

Zentrifuge 5415 D Eppendorf 

Zählkammer  Marienfeld Superior 

 

2.2  Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 2 Liste aller verwendeten Verbrauchsmaterialien 

Artikel Hersteller 
24-Well-Zellkulturplatte Sarstedt 

1,5 ml/ 2 ml Safe-lock Reaktionsröhr-

chen 

Eppendorf 

Autoklavierbeutel Amcor 

Zellkulturflasche T25/T75 Thermo Scientific 

Deckgläschen 13 mm (Plastik) Sarstedt 
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Konische Zentrifugenröhrchen 15 ml/50 

ml 

Falcon 

Decosept Pur Dr. Schumacher 

Filterpipette 10/20/200/1000 µl Sarstedt 

Milipore Stericup Merck 

Mr. Frosty Gefrierbehälter Thermo Scientific 

Parafilm Bemis 

Petrischale Sarstedt 

Serologische Pipetten 5/10/25 ml Sarstedt 

Sterile FACS-Röhrchen 5 ml Falcon 

Sterile Vakuumfilter Merck 

Spritze 20 ml B. Braun 

Spritzenfilter 0,2 µm Sarstedt 

 

2.3  Chemische und biologische Reagenzien 
Tabelle 3 Liste aller verwendeten chemischen und biologischen Reagenzien 

Artikel Hersteller 
Aceton Roth 

Accutase Pan-Biotech 

Albumax Life Technologies 

Ampicillin Roth 

Biocoll Trennlösung Biochrom 

Bovine Adult Serum (BSA) Biomol 

Chloroform Roth 

Dako Floureszenz Mounting Medium Dako 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth 

D- Sorbitol Sigma 

Ethanol Merck 

Fetal Calf Serum (FCS) Sigma 

Neomycin (G418) Greiner Bio-One 

Percoll  GE Healthcare 

Gentamicin Ratiopharm 
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Giemsa Lösung Merck 

Glukose Roth 

Glutaraldehyde (25%) Merck 

Glycerol Merck 

Hams F12 PAN-Biotech 

Human Blood (0+) Universitätsklinikum Hamburg Eppen-

dorf 

Hypxanthine (9636-5G) Sigma 

Immersionsöl 518 N Zeiss 

Isopropanol PAN-Biotech 

Leica CV Mount Leicha Biosystems 

Methanol Sigma 

NaCl Roth 

NaHCO3  Sigma 

Na2HPO4  Sigma 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) 

Gibco, pH 7,4, ohne Mg2+ und Ca2+ 

ThermoFisher 

Penicillin-Streptomycin Life Technologies 

Percoll (17-0891-02) GE Healthcare 

RNase AWAY Spray Bottle Roth 

RPMI-1640 + L-Glutamin; +25 mM HE-

PES: -NaHCHO3 

AppliChem 

Trizol Reagenz Life Technologies 

 

2.4  Kulturmedien und Lösungen 
Tabelle 4 Liste aller verwendeten Kulturmedien und Lösungen und deren Zusammen-
setzung 

Bezeichnung Zusammensetzung 
1% Gelatine  für die knob Anreicherung 

175 Bloom Gelatinepulver                                             1 g 

lösen in P. falciparum Kulturmedium                       100 ml 

rühren bei 37°C 
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Sterilfiltration                                                         0,22 µm 

Lagerung bei 4°C 

5% D-Sorbitol-Lösung für 100 ml – zur Ringstadien-Synchronisation: 

D-Sorbitol                                                                    50 g 

lösen in dH!O                                                          100 ml 

Sterilfiltration                                                         0,22 µm 

Lagerung bei 4°C 

10% Giemsa für die Plasmodium-Blutausstrichfärbung: 

Giemsa                                                                      90 ml 

lösen in dH!O                                                          100 ml 

Lagerung bei RT für max. 2 Tage 

Bindungsmedium für 1l Lösung: 

RPMI 1640 Pulver                                                    16,4 g 

D-Glukose                                                                   20 g 

lösen in dH!O                                                                 1 l 

mit NaOH pH-Wert regulieren                                       7,2 

Sterilfiltration                                                         0,22 µm 

Lagerung bei 4°C für 2 Wochen 

CHO Kulturmedium 

(vollständig) 

Ham’s F12 mit L-Glutamin und 25 mM HEPES.     500 ml 

Fetal bovine serum  

(inaktiviert bei 56°C für 45 Min.)                                50 ml 

Penicillin/ Streptomycin Mix (100x) 

Lagerung bei 4°C für 3 Wochen 

CHO-PBS (10x) NaCl                                                               80 g, 1.37 M 

KCl                                                                    2g, 27 mM 

Na2HPO4 (wasserfrei)                              14,4 g , 101 mM 

KH2PO4                                                         2,4 g, 18 mM 

auffüllen mit dH!O                                                          1 l 

pH-Wert regulieren auf                                                  7,4 

autoklavieren 

Lagerung bei RT 

CHO-PBS (1x) für ein 1 l Lösung 

CHO-PBS (10x)                                                       100 ml 
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auffüllen mit dH!O                                                   900 ml 

autoklavieren 

Lagerung bei RT 

CHO Gefrierlösung CHO Kulturmedium (vollständig)                               45 ml 

DMSO (10% steril).                                                      5ml 

Vortexen 

Sterilfiltration 

Lagerung bei RT 

Lagerung bei 4°C 

Knob Lösung RPMI 1640                                                               16,4 g 

auffüllen mit dH!O                                                          1 l 

Kulturmedium HAMS F12                                                               500 ml 

FCS                                                                           50 ml 

Streptomycin                                                               5 ml 

Malaria Auftaulösung 

(MTS) 

NaCl                                                                            35 g 

lösen in dH!O                                                                 1 l 

Sterilfiltration                                                         0,22 µm 

Lagerung bei 4°C 

Malaria Gefrierlösung 

(MFS) 

D-Sorbitol                                                                      3 g 

NaCl                                                                         0,65 g 

Glycerol (autoklaviert)                                               72 ml 

lösen in dH!O                                                            28 ml 

Sterilfiltration                                                         0,22 µm 

Lagerung bei 4°C 

RPMI  für die knob Anreicherung 

RPMI 1640 Pulver                                                    16,4 g 

lösen in dH!O                                                                 1 l 

Sterilfiltration                                                         0,22 µm 

Lagerung bei 4°C 

RPMI mit Albumax (steril filtriert) 

RPMI 1640 Pulver                                                  16,4 g/l 

Hypoxanthin                                                           0,05 g/l 

NaHCO3	(7,5%)                                                       30 ml/l 
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Gentamicin (40 mg/ml).                                           250 µl 

pH-Wert                                                                         7,2 

Weiser Buffer Na!HPO$                                                                 2,09 g 

KH!PO$                                                                    0,49 g 

 

2.5  Verwendete Zelllinien 
Für die Arbeit wurden CHO-745-Zellen als Wirtsmodell für die Expression spezifischer 

Endothelrezeptoren verwendet. Diese Zelllinie zeichnet sich durch einen Defekt in der 

Biosynthese von Glykosaminoglykan-Seitenketten aus. Es hat zur Folge, dass der 

plazentare Adhäsionsrezeptor Chondroitin-4-Sulfat, an den P. falciparum-iEs 

typischerweise bindet, nicht auf der Zelloberfläche exprimiert wird [69]. 

Die CHO-745-Zellen wurden mittels stabiler Transfektion mit den Plasmidkonstrukten 

pAc-GFP1-N1_ERxy sowie pEGFP-N1_ERxy versehen, welche jeweils die Sequenz 

eines spezifischen Endothelrezeptors in Fusion mit dem grünen Fluoreszenzprotein 

(GFP) kodieren. Das resultierende Fusionsprotein besteht in seinem extrazellulären 

Teil vollständig aus der jeweiligen Rezeptordomäne, während das GFP ausschließlich 

intrazellulär lokalisiert ist und somit keine Beeinflussung der 

Rezeptorextrazellulärdomäne erfolgt [69]. 

Eine CHO-GFP-Zelllinie, welche lediglich das intrazellulär exprimierte GFP enthält, 

diente als Negativkontrolle. Die Verwendung dieser Kontrolle ermöglichte den 

Ausschluss möglicher Einflüsse des GFP auf die Bindung der iEs und bestätigte, dass 

keine unspezifische Adhäsion der iEs an andere Zelloberflächenstrukturen der CHO-

Zellen stattfindet. Eine Zusammenstellung der verwendeten Zelllinien ist in Tabelle 5 

dargestellt. 

Abgesehen von der CHO-K1-EPCR-Zelllinie, die von Thomas Lavstsen (Universität 

Kopenhagen) bereitgestellt wurde, stammen alle weiteren Zelllinien von Jana Brehmer 

(BNITM, AG Bruchhaus). Als Parasitenstamm wurde das P. falciparum-Isolat IT4 

verwendet, einschließlich der daraus abgeleiteten var46-Transfektante. Der IT4-

Stamm wurde im August 1967 aus einem Patienten in Westafrika isoliert und 

anschließend kultiviert [70]. 
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Tabelle 5 Liste aller verwendeten CHO-Rezeptoren 

Name Rezeptor Vektor 
CHO-CD36 CD36 pAc-GFP1-N1 

CHO-GFP - pAc-GFP1-N1 

CHO-ICAM-1 ICAM-1 pAc-GFP1-N1 

CHO-VCAM-1 VCAM-1 pAc-GFP1-N1 

CHO-TNFR1 TNFR1 pAc-GFP1-N1 

CHO-TNFR2 TNFR2 pAc-GFP1-N1 

CHO-CD9 CD9 pEGFP-N1 

CHO-CD37 CD37 pAc-GFP1-N1 

CHO-CD55 CD55 pAc-GFP1-N1 

CHO-CD81 CD81 pAc-GFP1-N1 

CHO-MDR1 MDR1 pAc-GFP1-N1 

CHO-K1_EPCR EPCR pAc-GFP1-N1 

 

2.6  Software 
Tabelle 6 Liste aller verwendeten Softwares 

Name Hersteller 
Aligent 2100, Expert Software Agilent Technologies 

Prism 10  GraphPad Software 

Ibidi Pump Kontrolle Ibidi 

 

  



Methoden 

 31 

3. Methoden 
3.1 In-vitro-Kultivierung von P. falciparum 
Die Kultivierung von P. falciparum wurde nach dem etablierten Verfahren von Trager 

und Jensen (1976) unter Verwendung des IT4-Isolats durchgeführt. Die Parasiten 

wuchsen in Kulturen mit 5 ml oder 10 ml des Nährmediums RPMI 1640. Der Hämato-

kritgehalt wurde auf 5% eingestellt, um optimale Wachstumsbedingungen zu schaffen. 

Die Inkubation erfolgte bei 37°C in einer Gasatmosphäre aus 5% CO2, 1% O2 und 

94% N2. 

Das Kulturmedium wurde täglich erneuert, um eine kontinuierliche Versorgung mit 

Nährstoffen sicherzustellen. Parallel dazu wurden Hämatokrit und Parasitämie regel-

mäßig überprüft und bei Bedarf angepasst, um stabile Wachstumsverhältnisse zu ge-

währleisten. Bei der Kultivierung von SLI-Transfektanten wurde zusätzlich ein Selek-

tionsdruck durch die Zugabe von G418 ausgeübt. Hierzu wurden jeweils 40 µl einer 

G418-Lösung auf 5 ml Medium gegeben. Die verwendete Stammlösung bestand aus 

50 mg/ml G418, gelöst in steril filtriertem RPMI-Medium. Durch dieses Vorgehen 

konnte eine reproduzierbare und kontrollierte in-vitro-Kultur von P. falciparum sicher-

gestellt werden. 

 

3.2  Auftauprozess von P. falciparum 
Der Auftauprozess von kryokonservierten Plasmodium-Parasiten begann mit dem 

schnellen Auftauen des Kryoröhrchens in einem bei 37°C temperierten Wasserbad. 

Sobald die Kryokultur vollständig aufgetaut war, wurde deren Inhalt in ein 15 ml-Fal-

conröhrchen transferiert. Unter kontinuierlichem Tropfen wurde eine gleiche Menge 

vorgewärmter Malaria Thawing Solution (MTS) zugegeben, um einen schonenden 

Übergang und Zellschutz zu gewährleisten. 

Die entstandene Mischung wurde für 5 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert, der Über-

stand wurde entfernt und das Zellpellet mit 2-3 ml MTS resuspendiert. Anschließend 

erfolgte eine zweite Zentrifugation bei 1200 rpm für 2 Minuten. Dieser Waschschritt 

wurde wiederholt, bis der Überstand klar erschien. Danach wurde der Überstand er-

neut entfernt, und das Pellet wurde langsam sowie tropfenweise mit 5 ml vorgewärm-

tem Kulturmedium versetzt. 

Abschließend erfolgt die Überführung der aufbereiteten Kultur in eine kleine Pet-

rischale, der zusätzlich 250 µl Blut zugesetzt wurden, um optimale Bedingungen für 
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die Kultivierung zu schaffen. Das Kulturmedium wurde am folgenden Tag gewechselt, 

um ideale Wachstumsbedingungen für die reaktivierten Parasiten sicherzustellen. 

 

3.3  Gefrierprozess von P. falciparum 
Während des Gefrierprozesses von Plasmodium-Parasiten überleben ausschließlich 

Parasiten im Ringstadium, da andere Entwicklungsformen empfindlicher auf die Be-

lastungen der Kryokonservierung reagieren. Eine höhere Parasitämie, also ein größe-

rer Anteil iEs vor dem Einfrieren, führt dazu, dass sich die Kulturen nach dem Auftauen 

schneller von den schädigenden Effekten des Gefriervorgangs erholen können. 

Für den Gefriervorgang wurde die suspendierte Plasmodium-Kultur zunächst in ein 

15-ml-Falconröhrchen überführt und bei 2000 rpm für 5 Minuten zentrifugiert, um die 

Zellen zu sedimentieren. Nach vorsichtigem Entfernen des Überstandes wurde dem 

verbleibenden Zellpellet tropfenweise 1 ml Malaria Freezing Solution (MFS) zugesetzt, 

wodurch eine schützende Umgebung für Erythrozyten und Parasiten geschaffen 

wurde. Anschließend wurde das präparierte Röhrchen umgehend bei -80°C gelagert, 

um die Zellen möglichst schonend zu konservieren und für eine spätere Verwendung 

bereitzuhalten. 

 

3.4  CHO-Zellen Kultivierung 
Die Kultivierung der CHO-Zellen erfolgte in Zellkulturflaschen, die speziell für adhä-

rente Zelllinien geeignet waren. Hierbei wurden Flaschen der Größen T25 mit einem 

Mediumvolumen von 5 ml sowie T75 mit 15 ml verwendet. Der Konfluenzgrad der 

Zellen wurde täglich mithilfe eines inversen Mikroskops überprüft. Die Inkubation fand 

bei 37°C und einer CO2-Konzentration von 5% statt. Um ein Überwachsen der Zell-

kulturen zu vermeiden und ihre Vitalität zu erhalten, wurden regelmäßig Passagierun-

gen durchgeführt und das Kulturmedium in definierten Intervallen ausgetauscht. 

Für das Passagieren der adhärenten Zellen wurde zunächst das verbrauchte Medium 

entfernt und die Zellschicht mit 5 ml vorgewärmtem 1x CHO-PBS gewaschen. An-

schließend wurden den T25-Flaschen 500 µl und den T75-Flaschen 1,5 ml Accutase 

zugesetzt, um die Zellen enzymatisch von der Oberflächenmatrix zu lösen. Nach einer 

Inkubationsdauer von etwa 3-5 Minuten bei 37°C konnten die Zellen durch leichtes 

Klopfen von der Flaschenwand abgelöst werden. Anschließend wurden sie in 5 ml 

(T25) bzw. 15 ml (T75) frischem Medium resuspendiert, wodurch die Accutase 
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inaktiviert wurde. Entsprechend der erreichten Zelldichte erfolgte im Anschluss die 

Überführung der Zellen in neue Kulturgefäße zur weiteren Kultivierung. 

Zur Selektion transgener CHO-Zelllinien kamen selektive Antibiotika zum Einsatz. Für 

neomycinresistente Zelllinien wurden dem Kulturmedium 100 µl Neomycin (G418; 50 

mg/ml) pro 5 ml Medium zugesetzt, was einer Endkonzentration von 0,98 mg/ml ent-

sprach. Bei CHO-K1-EPCR-Zellen wurde die Selektion hingegen durch Zugabe von 

25 µl Zeocin (100 mg/ml) pro 5 ml Medium durchgeführt, was einer Endkonzentration 

von 0,5 mg/ml entsprach. Durch dieses Verfahren konnte eine stabile Kultivierung so-

wie eine gezielte Auswahl der gewünschten transgenen Zelllinien erreicht werden. 

 

3.5  Gefrierprozess von CHO-Zellen 
Zur Gefrierung der CHO-Zellen mussten diese zunächst, wie im Abschnitt 3.4 be-

schrieben, von der Oberfläche der Kulturflaschen gelöst werden. Nach dem Ablösen 

wurden die Zellen in 5 ml frischem Medium aufgenommen und in ein 15-ml-Falcon-

Röhrchen überführt. Anschließend wurde Zelllösung bei 1200 rpm für 2 Minuten zent-

rifugiert, um die Zellen zu sedimentieren. Der Überstand wurde vorsichtig entfernt, und 

das verbleibende Zellpellet wurde in 3 ml CHO-Freezing-Lösung resuspendiert. 

Die entstandene Zellaufschlämmung wurde daraufhin in ein Gefriergefäß (Mr. Frosty) 

überführt und bei -80°C eingefroren. Durch die kontrollierte Abkühlung in diesem Sys-

tem konnte eine gleichmäßige Gefrierrate erzielt werden, wodurch die Vitalität und 

strukturelle Integrität der Zellen während des Einfrierprozesses weitgehend erhalten 

blieb. 

 

3.6  Auftauprozess von CHO-Zellen 
Zum Auftauen der CHO-Zellen wurde das Kryoröhrchen zunächst in ein Wasserbad 

bei 37°C eingestellt, bis die Zellsuspension vollständig aufgetaut war, was etwa 2 Mi-

nuten in Anspruch nahm. Anschließend wurden die Zellen in ein 15-ml-Falcon-Röhr-

chen überführt und mit 10 ml CHO-Kulturmedium resuspendiert, um Rückstände des 

Gefriermediums zu verdünnen. Die resultierende Suspension wurde im Anschluss bei 

1200 rpm für 2 Minuten zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Überstandes wurde 

das Zellpellet gemäß dem etablierten Standardverfahren in frischem Medium resus-

pendiert und zur weiteren Kultivierung überführt. Durch dieses Vorgehen konnte eine 

schonende Regeneration der aufgetauten Zellen gewährleistet und eine rasche Wie-

deraufnahme des Zellwachstums in Kultur ermöglicht werden. 
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3.7  Sorbitol-Ring-Synchronisation 
Die Behandlung einer P. falciparum -Kultur mit D-Sorbitol-Lösung diente der Synchro-

nisation, indem reifere Parasitenformen wie Trophozoiten und Schizonten entfernt und 

dadurch die Ringstadien (junge Trophozoiten) selektiv angereichert wurden. 

Die Sorbitol-basierte Ringsynchronisation erfolgte in mehreren aufeinanderfolgenden 

Arbeitsschritten, um eine homogene Population synchronisierter Parasitenstadien zu 

erhalten. Zunächst wurde die Kultur in ein 15-ml-Falcon-Röhrchen überführt und für 5 

Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Nach dem Abgießen des Überstandes wurde das 

verbleibende Erythozytenpellet mit der fünffachen Menge vorgewärmter 5%-D-Sor-

bitol-Lösung resuspendiert, was typischerweise einem Verhältnis von 2,5 ml Sorbitol 

zu 0,5 ml Pellet entsprach. Anschließend wurde die Suspension für 10 bis 20 Minuten 

bei 37°C inkubiert und währenddessen regelmäßig invertiert, um eine gleichmäßige 

Durchmischung zu gewährleisten. 

Nach der Inkubationsphase wurde erneut für 5 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert, und 

der Überstand wurde verworfen. Zur Kontrolle des Behandlungserfolges wurde aus 1-

3 µl des Pellets ein Blutausstrich angefertigt. Danach wurde das Pellet mit 5 ml fri-

schem, vorgewärmten Kulturmedium gewaschen und nach einem weiteren Zentrifu-

gationsschritt (5 Minuten, 2000 rpm) erneut resuspendiert. 

Abschließend wurde das Pellet in 10 ml vorgewärmtem Kulturmedium (bei Kultivierung 

in kleineren Petrischalen entsprechend in 5 ml) aufgenommen und in die vorbereitete 

Kulturschale überführt. Durch die Zugabe frischen Blutes wurden optimale Bedingun-

gen für das weitere Wachstum der synchronisierten Parasiten geschaffen. 

 

3.8  Percoll Schizont Synchronisation 
Die Percoll-Schizont-Synchronisation dient der Anreicherung und Synchronisierung 

von späten Trophozoiten, Schizonten und freien Parasiten innerhalb der Kultur. Zur 

Durchführung wurde zunächst eine 60%ige, gekühlte Percoll-Lösung hergestellt und 

4 ml davon in ein 15 ml-Falconröhrchen überführt. Anschließend wurde die suspen-

dierte Parasitenkultur vorsichtig auf die Percoll-Schicht aufgeschichtet, üblicherweise 

im Verhältnis von 10 ml oder 5 ml Kultur zu der Percoll-Lösung. Die Probe wurde da-

nach bei 2000 rpm für 8 Minuten zentrifugiert. 

Nach der Zentrifugation wurde der Überstand bis etwa 1 cm über der Percoll-Medium-

Schicht entfernt. Die verbleibende Lösung – ohne das Erythrozytenpellet am Boden – 

wurde in ein neuen 15 ml-Falconröhrchen überführt und für weitere 5 Minuten bei 4000 
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rpm zentrifugiert. Dabei bildete sich am Boden das Schizontpellet, das sichtbar war. 

Der Überstand wurde anschließend verworfen, und das Pellet wurde mit 10 ml fri-

schem Kulturmedium gewaschen. 

Daraufhin erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 4000 rpm. Nach dem Entfernen des 

Überstands wurde aus 1 µl des Pellets ein Blutausstrich angefertigt. Das restliche Pel-

let wurde in 10 ml vorgewärmtem Kulturmedium (bzw. in 5 ml bei Verwendung kleiner 

Petrischalen) resuspendiert und in die vorbereitete Kulturschale überführt. Zum Ab-

schluss wurde frisches Blut hinzugegeben, um optimale Wachstumsbedingungen für 

die weitere Kultivierung der Parasiten zu gewährleisten. 

3.9  Gelatine-knob-Anreicherung 
Die Gelatine-knob-Anreicherung dient der Isolation von knob-positiven (K+) Plasmo-

dium-Parasiten in den Trophozoiten- und Schizontenstadien, da diese im Gegensatz 

zu knob-negativen (K-) Parasiten und nicht infizierten Erythrozyten in einer 1% Gela-

tinelösung flottieren. Zunächst wurde die suspendierte Parasitenkultur in ein 15 ml-

Falconröhrchen überführt und für 5 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Nach dem Ent-

fernen des Überstandes wurde dem Pellet eine dem Volumen entsprechende Menge 

Kulturmedium sowie die vierfache Menge einer vorgewärmten 1% Gelatinelösung hin-

zugegeben (bspw. 0,5 ml Pellet, 0,5 ml Medium und 2 ml Gelatine). 

Die Mischung wurde vorsichtig und ohne Schaumbildung homogenisiert und anschlie-

ßend für 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Während dieses Schrittes sammeln sich die 

knob-positiven iEs in der schwebenden Fraktion, während K- Erythrozyten, Ringsta-

dien und nicht infizierte Zellen absinken. Anschließend wurde der Überstand, welcher 

die angereicherten K+ Erythrozyten enthielt, vorsichtig abgenommen und in ein fri-

sches Falconröhrchen überführt, ohne das Pellet zu beeinträchtigen. 

Die geerntete Überstandsfraktion wurde erneut für 5 Minuten bei 2000 rpm zentrifu-

giert. Danach wurde der Überstand verworfen und aus dem Pellet ein Blutausstrich 

angefertigt. Das verbleibende Pellet wurde in frischem Kulturmedium resuspendiert 

und die Suspension in eine neue Petrischale überführt. Zur Sicherstellung optimaler 

Wachstumsbedingungen wurde frisches Blut hinzugegeben, um die weitere Kultivie-

rung der isolierten K+ Parasiten zu ermöglichen. 
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3.10 Giemsa Färbung 
Zur Bestimmung des Entwicklungsstadiums und der Parasitämie in der Kultur wurde 

ein Blutausstrich angefertigt. Dafür wurden 1 µl der Kultur auf einen Objektträger auf-

getragen und mit einer sauberen Kante zu einem gleichmäßigen Monolayer verstri-

chen. Der Ausstrich wurde anschließend an der Luft getrocknet und danach für 30 

Sekunden mit Methanol fixiert, um die Zellen zu stabilisieren und die Zellmorphologie 

zu erhalten. 

Im folgenden Schritt wurde das Präparat mit einer 10%igen Giemsa-Lösung für 10 

Minuten gefärbt. Nach dem Färben wurde die überschüssige Lösung mit Wasser ab-

gespült, und der Objektträger trocknete erneut an der Luft. Danach erfolgte die Unter-

suchung des Präparats unter einem Lichtmikroskop, um die verschiedenen Entwick-

lungsstadien der Parasiten zu erkennen und die Parasitämie der Kultur zu bestimmen. 

Dank dieses Verfahrens war es möglich, die Erythrozyten und die darin befindlichen 

Plasmodium-Stadien mikroskopisch genau zu untersuchen. 

 

3.11 RNA-Isolierung zur Transkriptionsanalyse 
Um RNA zur Transkriptionsanalyse zu isolieren, ist es wichtig, dass die Plasmodium-

Kultur eine Parasitämie von 5-10% hat und sich die Parasiten im Ringstadium befin-

den. Um eine effiziente Zelllyse zu gewährleisten, wurde das TRIzolTM-Reagenz in 

einem Wasserbad auf 37°C vorgewärmt, bevor das Protokoll begann. 

Zunächst wurde die Ringsynchronisation wie in 3.7 beschrieben durchgeführt. An-

schließend wurde die suspendierte Plasmodium-Kultur in ein 15 ml-Falconröhrchen 

überführt und für 5 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig 

entfernt und das Pellet in 5 ml frischem Kulturmedium resuspendiert. Danach erfolgt 

eine erneute Zentrifugation unter denselben Bedingungen, wobei der Überstand wie-

derum verworfen wurde. 

Dem resultierenden Zellpellet wurde anschließend die fünffache Pelletmenge an vor-

gewärmten (37°C) TRIzolTM hinzugegeben. Die Probe wurde für 10 Sekunden kräftig 

geschüttelt, um die Zelllyse zu erleichtern. Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten 

bei 37°C wurde die Probe sofort bei -80°C eingefroren, um die RNA vor Degradation 

zu schützen. 
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3.12 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) handelt es sich um ein Verfahren, um ge-

ringe Mengen DNA schnell und hochsensitiv nachzuweisen. Mit diesem Verfahren 

lässt sich das zu untersuchende var-Gen belegen. Die Verfahren wurde netterweise 

durch die BNITM Arbeitsgruppe Bachmann durchgeführt. 

3.13 Panning-Verfahren 
Das Panning-Verfahren dient der gezielten Anreicherung von P. falciparum-infizierten 

Erythrozyten, die spezifische bindungsassoziierte Gene exprimieren und eine selek-

tive Adhäsion an CHO-Zellen zeigen. Zu Beginn wurde die Plasmodium-Kultur mikro-

skopisch überprüft, um sicherzustellen, dass die Parasitämie im Bereich von 1-5% lag 

und sich die Mehrheit der Parasiten im Trophozoitenstadium befand. Ebenso wurde 

der Zustand der CHO-Zellen kontrolliert, wobei eine Flächenbesiedlung von mindes-

tens 70% erforderlich ist. 

Anschließend wurde die Plasmodium-Kultur in ein 15 ml-Falconröhrchen überführt 

und für 5 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Nach Entfernung des Überstandes wurde 

das Zellpellet mit 500 µl RPMI Medium und 2 ml einer 1% Gelatinelösung versetzt. 

Die Mischung wurde vorsichtig homogenisiert, wobei auf ein Vermeiden von Schaum-

bildung geachtet wurde. Danach wurde die Suspension für 30 Minuten bei 37°C inku-

biert, um eine Anreicherung der K+ Erythrozyten zu erreichen. 

Im Anschluss wurden 1 ml der Überstandfraktion in ein neues Falconröhrchen über-

führt, ohne das Pellet zu stören, und für 5 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Aus dem 

resultierenden Pellet wurde ein Blutausstrich angefertigt, um die Parasitenstadien und 

Parasitämie der angereicherten Fraktion zu überprüfen. Nach der knob-Anreicherung 

sollte die Parasitämie mindestens 50% betragen und überwiegend Trophozoiten ent-

halten. 

Das Pellet wurde daraufhin in 5 ml Bindungsmedium resuspendiert und erneut zentri-

fugiert. Parallel wurden die CHO-Zellen für den Bindungsschritt vorbereitet, indem ihr 

Medium ausgetauscht und die Zellen für 5 Minuten mit Bindungsmedium inkubiert 

wurden. Nach Entfernung des Mediums wurde das Parasitenpellet in 3 ml Bindungs-

medium aufgenommen und vorsichtig auf die CHO-Zellen gegeben. 

Die Inkubation erfolgte über einen Zeitraum von einer Stunde, wobei das Kulturgefäß 

alle 15 Minuten in sechs verschiedene Richtungen sanft bewegt wurde, um eine 

gleichmäßige Verteilung der Zellen sicherzustellen. Nach Abschluss der Inkubation 
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wurde das Überstandsmedium entfernt, und die CHO-Zellen wurden drei- bis fünfmal 

mit Bindungsmedium gewaschen. Anschließend erfolgte eine mikroskopische Kon-

trolle und Dokumentation der gebundenen iEs. Zum Schluss wurden 3 ml frisches 

Kulturmedium und 100 µl Blut hinzugefügt. Die Kultivierungsflasche wurde anschlie-

ßend in die Plasmodium-Kulturbox eingesetzt, mit Gas versorgt und bis zum nächsten 

Tag inkubiert. 

3.14 Ernte von Ringformen 
Während der Isolierung von Ringformen, also frühen Entwicklungsstadien von P. fal-

ciparum in iEs, wurde die Kultursuspension zunächst in ein 15-ml-Falcon-Röhrchen 

überführt und für 5 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Über-

standes wurde das Zellpellet vorsichtig in 7 ml frischem Medium resuspendiert. Paral-

lel dazu wurde ein neues Falcon-Röhrchen mit 7 ml Biocoll-Lösung vorbereitet, auf 

welche die Suspensionslösung der iEs langsam und vorsichtig aufgetragen wurde, 

sodass sich zwei klar getrennte Phasen bildeten. 

Anschließend wurde das Röhrchen ohne Bremsen für 20 Minuten bei 2300 rpm zent-

rifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Überstand entfernt und das verbleibende 

Pellet erneut mit 7 ml Medium gewaschen, indem es weitere 5 Minuten bei 2000 rpm 

zentrifugiert wurde. Nach dem erneuten Entfernen des Überstandes wurden 400 µl 

Blut sowie 10 ml Medium hinzugegeben. Die so aufbereiteten Zellen wurden danach 

in eine Petrischale überführt und unter den üblichen Kulturbedingungen weiterkulti-

viert. Auf diese Weise wurde eine angereicherte Ringstadien-Kultur gewonnen, die 

sich für nachfolgende Analysen oder weiterführende Experimente eignete. 

 

3.15 Bindungs-Assay 
Die Vorbereitung für den zwei Tage später geplanten Binding-Assay begann mit einer 

sorgfältigen Kontrolle der P. falciparum-Kultur. Hierbei wurde die Parasitämie mithilfe 

eines Schmiertests bestimmt, wobei sichergestellt wurde, dass am Versuchstag aus-

schließlich Trophozoiten vorlagen. Parallel dazu erfolgte eine Überprüfung der CHO-

Zellen, die mindestens eine Konfluenz von 90% aufweisen sollten. 

Sobald beide Voraussetzungen erfüllt waren, begann die eigentliche Versuchsvorbe-

reitung. Jedem Rezeptor wurde auf einer 24-well-Platte drei Wells zugeordnet. An-

schließend wurden sterile Deckgläser mithilfe einer sterilen Pinzette in die Wells ein-

gelegt. Die CHO-Zellen wurden aus dem Inkubator entnommen, das verbrauchte Me-

dium aus den T25- bzw. T75-Flaschen abgesaugt und die Flaschen mit PBS gespült 
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(T25: 3 ml, T75: 5 ml). Nach dem Entfernen des PBS wurde Accutase hinzugegeben 

(T25: 500 µl, T75: 1500 µl) und die Zellen fünf Minuten bei 37°C inkubiert. 

Nach Abschluss der Inkubation wurden die Flaschen vorsichtig auf den Labortisch ge-

klopft, um die Zelllösung zu lösen, und diese mikroskopisch überprüft. Danach wurden 

5 ml Ham’s F12-Medium zugegeben, die Zellen mehrfach resuspendiert und in ein 15-

ml-Falcon-Röhrchen überführt. Die Suspension wurde bei 1200 rpm für vier Minuten 

zentrifugiert, der Überstand entfernt und das resultierende Zellpellet in 3 ml Ham’s 

F12-Medium erneut aufgenommen und homogen verteilt. 

Zur Bestimmung der Zellkonzentration wurde ein Zellzählgerät mit passender Zähl-

kammer (NanoEntek) verwendet, nach gründlichem resuspendieren wurden 10 µl der 

Suspension in die Zählkammer pipettiert, die anschließend in das Gerät eingesetzt 

wurde, um die Zellkonzentration zu ermitteln. Die Zellsuspension wurde auf die Ziel-

konzentration von Zellen/ml mit Ham’s F12-Medium verdünnt und erneut homogeni-

siert. Daraufhin wurden 500 µl der Suspension pro Well pipettiert, wobei das Deckglas 

mithilfe der Pipettenspitze leicht nach unten gedrückt wurde, um Luftblasen zu ver-

meiden. Die vorbereitete Well-Platte wurden vorsichtig in mehrere Richtungen bewegt, 

um eine gleichmäßige Verteilung sicherzustellen, und anschließend bei 37°C im Inku-

bator gelagert, damit die Zellen bis zum Binding-Assay optimal anwachsen konnten. 

Am Versuchstag wurden zunächst die CHO-Zellen mikroskopisch überprüft, wobei 

mindestens 80% Konfluenz erreicht sein mussten. Danach wurde sichergestellt, dass 

alle für den Versuch benötigten Lösungen – einschließlich Bindungsmedium, 1% 

Glutaraldehyd-Lösung im Weiser-Puffer und Färbelösung – vorbereitet waren. Es 

folgte die Knob-Anreicherung der iEs. Aus 1µl Pellet wurde ein Blutausstrich angefer-

tigt und die Parasitämie bestimmt. Betrug diese bspw. 65%, wurde das Pellet in 2 ml 

Bindungsmedium resuspendiert. 

Zur Zellzählung wurde eine Verdünnung im Verhältnis 1:100 hergestellt, und 10 µl der 

Suspension wurden auf eine Neubauer-Zählkammer gegeben. Nach der Auswertung 

von mindestens drei Quadranten wurde die Zellkonzentration berechnet, um daraus 

die gewünschte Arbeitskonzentration (z.B. iEs/ml) abzuleiten. Diese wurde durch ge-

eignete Verdünnung mit Bindungsmedium eingestellt. 

Die CHO-Zellen in den Wells wurden anschließend für 30 Minuten bei 37°C und 5% 

CO2 akklimatisiert, indem 500 µl Bindungsmedium pro Well zugegeben wurden. Nach 

dem Entfernen des Mediums wurden jeweils 500 µl der berechneten iE-Suspension 

in die Wells pipettiert. Um eine gleichmäßige Bindung zu fördern, wurde die 24-well-
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Platte alle 15 Minuten leicht geschwenkt; die Inkubation erfolgte insgesamt über 60 

Minuten bei 37°C. 

Für die Waschroutine wurden zwei Becher mit Bindungsmedium bereitgestellt. Die 

Deckgläser wurden mithilfe einer Pinzette aus den Wells entnommen und jeweils drei-

mal in jedem Becher gespült. Überschüssiges Medium wurde vorsichtig auf Papier-

tuch abgetupft. Anschließend wurden die Gläser mit der Zellseite nach unten in eine 

schräg fixierte 24-Well-Platte eingelegt, um während einer 30-minütigen Inkubation 

bei etwa 45° lose gebundene iEs abzulösen. 

Zur Fixierung wurden die Deckgläser in eine neue Platte überführt, die jeweils 500 µl 

einer 1% Glutaraldehyd-Lösung enthielt. Die Fixierung erfolgte für 30 Minuten bei 

Raumtemperatur. Für die anschließende Färbung wurden die Gläser in eine weitere 

Platte mit 300 µl 10% Giemsa-Lösung gelegt, erneut bei Raumtemperatur inkubiert 

und anschließend mehrfach in destilliertem Wasser gewaschen und sorgfältig getrock-

net. 

Zum Abschluss wurden pro Objektträger drei Deckgläser mit jeweils einem Tropfen 

CV-Mount (Leica) aufgebracht und die Deckgläser mit der Zellseite nach unten fixiert. 

Die fertigen Präparate wurden über Nacht vollständig getrocknet und waren anschlie-

ßend bereit für die mikroskopische Auswertung. 

 

3.16 Bindungs-Assay unter Flussbedingungen 
Für den Bindungs-Assay unter Flussbedingungen wurden zunächst zwei Tage vor 

dem geplanten Versuch CHO-Zellen in 200 µl Ham’s F12-Wachstumsmedium suspen-

diert. Anschließend wurden 200 µl dieser Zellsuspension in die Flusskammer (ibi Treat 

µ-Slide I 0.8 Luer) pipettiert und die Zellen bei 37°C im Inkubator kultiviert.  

Einen Tag vor dem Bindungs-Assay unter Flussbedingungen wurde das vorhandene 

Medium in der Flusskammer durch frisches Ham’s F12-Wachstumsmedium ersetzt. 

Dazu wurden die CHO-Zellen vorsichtig aus dem Inkubator entnommen, das ver-

brauchte Medium vollständig entfernt und jeweils 200 µl vorgewärmtes frisches Me-

dium zugegeben. Anschließend wurde die Flusskammer erneut im Inkubator bei 37°C 

gelagert, bis der Assay durchgeführt wurde. 

Am Tag des Assays erfolgten Vorbereitung und Durchführung nach einem standardi-

sierten Ablauf. Zur Kalibrierung wurden 12 ml Bindungsmedium in beide Behälter der 

Fluidikeinheit injiziert. Es sollte beachtet werden, dass der Flüssigkeitsstand auf bei-

den Seiten gleich hoch war. Um Luftblasen in den Schläuchen zu entfernen, die das 
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Experiment beeinträchtigen könnten, wurde das Programm „remove air bubbles“ für 5 

Minuten ausgeführt. Dabei wurde alle Luftblasen entfernt und die CHO-Zellen erneut 

gewaschen. Die Parasiten mussten eine Parasitämie von mindestens 5% aufweisen 

und sich im Trophozoitenstadium befinden. Die Parasiten wurden durch die Gelatine-

knob-Anreicherung angereichert, um sicherzustellen, dass das Experiment aus-

schließlich mit Trophozoiten durchgeführt wurde. Anschließend wurden die Parasiten 

1:100 verdünnt und mittels der Neubauer-Zählkammer gezählt. 

Zusätzliche wurde nach der knob-Anreicherung eine Giemsa-Färbung durchgeführt. 

Schließlich wurde die Lösung so vorbereitet, dass eine Konzentration von 1x107 

iEs/ml erreicht wurde. Im nächsten Schritt wurde das System mit der Flusskammer 

und dem Mikroskop aufgebaut, welches zum Filmen des Experimentes genutzt wurde. 

Die Haube, unter der das Experiment stattfand, wurde auf 37°C gestellt. Der Objekt-

träger mit den CHO-Zellen wurde so platziert, dass unter dem Mikroskop (EVOS FL 

Auto) eine zusammenhängende Fläche sichtbar war. Nachdem alles eingerichtet 

wurde, wurden die Parasiten in den Behälter der Fluidikeinheit überführt. Das Mikro-

skop machte alle 3 Sekunden ein Bild, und das Programm der Pumpsteuerungssoft-

ware wurde gleichzeitig gestartet. Der allgemeine Versuchsaufbau des Bindungs-As-

says unter Flussbedingungen ist in der folgenden Abbildung 7 dargestellt.  
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Abbildung 7 Allgemeiner Versuchsaufbau des Bindungs-Assays unter Flussbedingungen 
Das Mikroskop wurde in einer Haube platziert, die die Temperatur gemäß den experimentellen Anfor-
derungen verändern konnte. Die Fluidikeinheit befand sich in der Haube, um eine konstante Temperatur 
von 37°C zu gewährleisten. Die Pumpe war oben rechts und der Laptop mit der Pumpsteuerrungssoft-
ware oben links positioniert [71]. 
 

In diesem Aufbau wirkt der durch den Fluss erzeugte Scherkraft auf die Zellen im 

Flusssystem. Die Flussrate ist direkt proportional zum Scherkraft, gemessen in 

dyn/cm2 (1 dyn/cm2 ≙ 0,1 Pa). Die unterschiedlichen Scherkraftraten wurden mit der 

Pumpsteuerungssoftware von Ibidi prgrammiert und sind in der Tabelle 7 zu sehen. 
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Tabelle 7 Parameter für den Bindungs-Assay unter Flussbedingungen 

Scherkraft (dyn/cm2) Zeit (min) 

5 10 

4 10 

3 10 

1,5 10 

0,9 10 

1,5 10 

3,0 10 

4,0 10 

5,0 10 

6,0 10 

7,0 10 

8,0 10 

8,5 10 

 

Das Experiment wurde für das var46-Gen dreimal durchgeführt, um möglichst präzise 

Ergebnisse zu erzielen. Die Bewegung und Adhäsion der iEs an die von den CHO-

Zellen exprimierten interessierenden Rezeptoren wurde mit der R-Software „track-

dem“ verfolgt. 

 

3.17 Trypsin-Assay 
Der Trypsinassay zur Analyse proteolytischer Aktivitäten an SLI-Transfektanten wurde 

gemäß folgendem standardisiertem Protokoll durchgeführt: Zunächst wurden 10 ml 

Kulturflüssigkeit mit 20- bis 30 Stunden alten Trophozoiten in 15 ml Falcon-Röhrchen 

überführt und bei RT für 5 Minuten mit 2000 U/min zentrifugiert. Das Überstandme-

dium wurde auf 500 µl reduziert, das Zellpellet jeweils zweimal mit 10 ml PBS (pH 7,4, 

ohne Mg2+ und Ca2+) gewaschen und in maximal 500 µl PBS resuspendiert. 

Zur Anreicherung der Trophozoiten wurde ein Percoll-Gradient mit den Konzentratio-

nen 80%, 60% und 40% sorgfältig in einem 2-ml-Eppendorf-Röhrchen geschichtet. 

Das Zellpellet wurde behutsam auf den Gradienten aufgetragen und das Ganze für 5 

Minuten bei höchster Zentrifugalkraft und RT zentrifugiert. Anschließend wurde die 

Trophozoiten-Fraktion in kreisförmiger Bewegung mit einer 1000-µl-Pipette 
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aufgenommen und in ein neues Röhrchen transferiert, wobei darauf Acht gegeben 

wurde, dass keine nicht-iEs oder Ringformen mitgenommen wurden. 

Das Pellet wurde danach zweimal mit 500 µl PBS gewaschen und jeweils 5 Minuten 

bei max. Geschwindigkeit zentrifugiert. Zur Trypsin-Verdauung wurde das Pellet in 

zwei Fraktionen aufgeteilt: Eine Kontrollprobe mit nur PBS und eine Probe, der Trypsin 

in einer Konzentration von 125 µg/ml (entsprechend der Pelletgröße 50-100µl) zuge-

geben wurde. Beide Proben wurden bei 37°C für 30-45 Minuten inkubiert. 

Die Verdauung wurde durch Zugabe des Soybean Trypsin Inhibitors (STI, 1 mg/ml; 

1:50 verdünnt) gestoppt, gefolgt von einer 10-minütigen Inkubation auf Eis. Nach einer 

weiteren Waschung mit PBS folgte die Zugabe eines Proteaseinhibitor-Cocktails (ein-

schließlich STI, PMSF 100 mM, und einem protease inhibitor cocktail (PIC) in Abhän-

gigkeit vom Volumen des Lysispuffers. Nach kurzzeitiger Inkubation auf Eis wurden 

die Proben mit Lysepuffer versetzt, gemischt und entweder direkt weiterverarbeitet 

oder bei -20°C gelagert. 

Dieses Vorgehen gewährleistet eine selektive Isolation der Trophozoiten, eine kontrol-

lierte proteolytische Behandlung mit Trypsin sowie das zuverlässige Stoppen der Pro-

teolyse durch spezifische Inhibitoren, wodurch die Reproduzierbarkeit und Validität der 

Ergebnisse sichergestellt wurden. Alle Schritte wurden unter Berücksichtigung der 

Zellintegrität und optimalen physiologischen Bedingungen durchgeführt. 

Aus zeitlichen Gründen wurde das Trypsin-Assay freundlicherweise von S. Ofori (BTA) 

aus dem BNITM durchgeführt. 
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4. Ergebnisse 
4.1 PCR-Verfahren 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein molekularbiologisches Verfahren, mit 

dem bestimmte DNA-Abschnitte gezielt und effizient vervielfältigt werden können. Das 

Verfahren beruht darauf, dass spezifische Primer an die Zielsequenz binden und 

dadurch eine massenhafte Kopie dieses Abschnitts ermöglicht wird. Der Ablauf glie-

dert sich grob in drei Schritte: Zunächst wird die Doppelstrang-DNA durch Erhitzen 

getrennt (Denaturierung). Anschließend lagern sich die Primer während der soge-

nannten Annealing-Phase an die Einzelstränge an. Schließlich verlängert die DNA-

Polymerase die neuen Stränge (Extension). Dieser Dreischritt wiederholt sich in meh-

reren Zyklen, wodurch die Zahl der Zielsequenz exponentiell zunimmt. Die PCR wurde 

netterweise von der Arbeitsgruppe Bachmann im BNITM durchgeführt. Das resultie-

rende Ergebnis lässt sich aus der Abbildung 8 entnehmen [72] [73]. 

 

Abbildung 8 Ergebnis der PCR zum Transfektant var46 P4 

Wie in der Abbildung 8 wird an dem Kreisdiagramm ersichtlich, dass die Variante var46 

fast ausschließlich in der untersuchten Probe vorhanden ist und daher nachgewiesen 

wurde. Der hohe Anteil von var46 belegt die erfolgreiche Amplifikation und hohe Spe-

zifität der verwendeten PCR-Methode für diesen Genabschnitt, während andere Vari-

anten nur in sehr geringem Umfang oder gar nicht vertreten sind. Damit belegt das 

Ergebnis das Vorliegen von var46. 
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4.2  Panning-Verfahren 

 

Abbildung 9 Morphologie von IT4 var46-transfizierten Zellen nach bis zu viermaliger Passage 
über den CD36-CHO-Rezeptor 
Gezeigt sind repräsentative Bilder der Zellkultur nach jeweils einer (P1), zwei (P2), drei (P3) und vier 
(P4) Selektionsrunden. Die charakteristische Anreicherung und Modifizierung der Zellmorphologie ist 
nach mehrfacher Bindung an CD36 deutlich erkennbar. 
 
Im Rahmen des durchgeführten Panning-Verfahrens wurde das Ziel verfolgt, P. falci-

parum-iEs, die das Oberflächenprotein var46 exprimieren, gezielt auf CHO-Zellen, die 

den Endothelrezeptor CD36 exprimieren. Die Methode bestand darin, die Parasiten-

subpopulation mit hoher Bindungsaffinität Schritt für Schritt anzureichern. Zu Beginn 

wurde die Qualität der Plasmodium-Kultur kontrolliert, um sicherzustellen, dass sich 

die Parasiten im Trophozoitenstadium befand und die Parasitämie bei mind. 5% lag. 

Parallel wurde auch die CHO-Zellschicht überprüft, wobei eine Flächenbesiedlung von 

mindesten 80% erforderlich war.  

In den einzelnen Schritten wurden die iEs isoliert, in geeignetem Medium resuspen-

diert, inkubiert und anschließend auf die vorbereiteten CHO-Zellen übertragen. Wäh-

rend der Inkubationsphasen wurde auf eine gleichmäßige Verteilung der Zellen 



Ergebnisse 

 47 

geachtet. Nach jeder Panning-Runde wurden ungebundene Zellen entfernt und die 

Bindungseffizienz durch mikroskopische Untersuchung bewertet. 

Die resultierenden Bilder (siehe Abbildung 9) liefern einen Überblick über die Entwick-

lung des Bindungsverhaltens: Im ersten Panel (P1) sind kaum gebundene iEs auf der 

CHO-Zellkultur zu sehen. Dies stellt die Ausgangssituation ohne erfolgte Selektion 

dar. Im zweiten Panel (P2) sind zwar schon einige adhärente Zellen zu sehen, aber 

die Zellschicht bleibt noch konfluent und die Bindung noch gering. Im dritten Panel 

(P3) ist die Anzahl der gebundenen iEs deutlich höher, was auf eine erfolgreiche und 

spezifische Anreicherung hinweist. Im vierten Panel (P4) ist die CHO-Zellschicht von 

zahlreichen iEs bedeckt, was eine hohe Bindungskapazität beweist. 

 

4.3  Bindungs-Assay 
Das var46 P4-PfEMP1-Protein wurde mithilfe von Bindungs-Assays daraufhin unter-

sucht, an welche CHO-Zellrezeptoren es spezifisch bindet. Dafür kamen transgene 

CHO-745-Zellen zum Einsatz, die den jeweiligen CHO-Zellrezeptor auf ihrer Oberflä-

che exprimieren und anschließend auf Deckgläsern in 24-well-Platten ausgesät wur-

den. Nach einer zweitägigen Kulturzeit waren die Zellen konfluent. Anschließend wur-

den angereicherte iEs zu den Zellen gegeben und gemeinsam inkubiert. 

Vor jedem Assay erfolgte eine Anreicherung der Parasitenpopulation durch ein knob-

enrichment, um gezielt Parasiten auszuwählen, die charakteristische knobs auf ihrer 

Oberfläche tragen und somit auch das relevante PfEMP1-Protein präsentieren. In der 

Regel lag die Parasitämie nach dem knob-Enrichment zwischen 40 und 60%. Im An-

schluss an die Inkubation wurden nichtgebundene Erythrozyten gründlich abgewa-

schen, wodurch nur die fest gebundenen iEs auf den CHO-Zellen verblieben. Es er-

folgte darauf eine Fixierung und Färbung der Zellen zur mikroskopischen Auswertung. 

Für jeden untersuchten Rezeptor wurden in jedem einzelnen Experiment drei techni-

sche Replikate angefertigt. Von jedem dieser Replikate wurden zehn Bilder gemacht, 

sodass pro Rezeptor und Experiment insgesamt 30 Bildfelder analysiert wurden. Um 

drei biologische Replikate zu erhalten, wurde das gesamte Experiment für jeden Re-

zeptor unabhängig dreimal durchgeführt. Die Beispielbilder der jeweiligen Bindungs-

Assays mit den unterschiedlichen Rezeptoren sind in Abbildung 10 und Abbildung 11 

zu sehen. Mit dieser Methode wird sichergestellt, dass die erhobenen Daten eine hohe 

Zuverlässigkeit und Aussagekraft besitzen. 
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Abbildung 10 Repräsentative Mikroskopieaufnahmen von Bindungs-Assays mit var46 an CHO-
Zellen, welche unterschiedliche Oberflächenrezeptoren exprimieren. 
Deutlich erkennbar ist die starke Bindung von iEs (rote Punkte) an CD36 im Vergleich zu den anderen 
getesteten Rezeptoren CD9, CD37, ICAM-1, VCAM-1 und der negativen Kontrolle GFP. Die Anzahl 
gebundener Parasiten ist jeweils in der linken oberen Bildecke angegeben. 
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Abbildung 11 Repräsentative Mikroskopieaufnahmen von Bindungs-Assays mit var46 an CHO-
Zellen, die verschiedene Oberflächenrezeptoren exprimieren. 
In dieser Abbildung sind die Interaktionen mit TNFR1, TNFR2, CD55, CD81, MDR1 und EPCR darge-
stellt. Die Bindung von iEs (rote Punkte) bleibt im Vergleich zu anderen Rezeptoren gering; die Anzahl 
gebundener Zellen ist jeweils oben links im Bild angegeben. 
 

In Abbildung 12 sind alle Ergebnisse des gesamten Bindungs-Assays zusammenge-

fasst. 



Ergebnisse 

 50 

 
Abbildung 12 Vergleich der Bindung von var46-iEs an verschiedene CHO-Zellrezeptoren. 
Die Grafik zeigt die Anzahl der gebundenen iEs pro Quadratmillimeter (iEs/mm2) für die Rezeptoren 
CD81, CD9, EPCR, CD37, ICAM-1, VCAM-1, CD36, CD55, TNFR2, MDR1, TNFR1 sowie die Negativ-
kontrolle GFP. Die Vielzahl an Einzelwerten je Gruppe ermöglicht die Darstellung der Verteilung. Be-
sonders auffällig ist die drastisch erhöhte Bindung an CD36, während ICAM-1, VCAM-1, CD55 und 
TNFR2 ebenfalls einen signifikanten, auch wenn niedrigen, Anstieg im Vergleich zur Kontrolle zeigen. 
Alle anderen getesteten Rezeptoren sowie GFP-Kontrolle weisen hingegen keine relevante Bindung 
auf. Die statistische Auswertung erfolgte durch eine one-way ANOVA im Vergleich zur Negativkontrolle. 
(**** = p < 0,0001) werden im oberen Bereich der Grafik markiert und unterstreichen die spezifische 
Rezeptorpräferenz von var46-iEs für CD36 sowie weitere Adhäsionsmoleküle. 
 
Die Versuche zeigen, dass das var46 P4-Protein eine deutlich höhere Bindungsaffini-

tät für einzelne Rezeptoren besitzt. CD36 hebt sich mit 1211 (+/-511) iEs/mm2 im di-

rekten Vergleich durch eine stark erhöhte Zahl gebundener iEs pro Quadratmillimeter 

(iEs/mm2) hervor. Zusätzlich zu CD36 wurden auch die signifikanten Bindungspartner 

ICAM-1 (200(+/-127) iEs/mm2), VCAM-1 (151(+/-100) iEs/mm2), CD55 (203(+/-129) 

iEs/mm2) und TNFR2 (116(+/-131) iEs/mm2) identifiziert. Die Messdaten lagen deut-

lich über dem Kontrollwert GFP (31 (+/-21) iEs/mm2), was durch die statistische Ana-

lyse mit one-way ANOVA belegt wurde. 
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Die Bindung für CD36 ist mit einer mittleren Differenz von 1180 gebundenen iEs/mm2 

und einem P-Wert von <0,0001 hochsignifikant. Auch die Werte von ICAM-1, V-CAM-

1, CD55 und TNFR2 sind mit P-Werten unter 0,0001 zu beachten, was ihre biologische 

Relevanz beweist. Die restlichen Rezeptoren, darunter CD81 (25 (+/-24) iEs/mm2), 

CD9 (19 (+/-17) iEs/mm2), EPCR (17(+/-14) iEs/mm2), CD37 (27 (+/-22) iEs/mm2), 

MDR1 (86 (+/-66) iEs/mm2)  und TNFR1 (29 (+/-28) iEs/mm2), zeigten keine signifikant 

erhöhten Bindungswerte im Vergleich zur negativen Kontrolle. 

 

4.4  Bindungs-Assay unter Flussbedingungen 
Bei der Zytoadhäsion lagern sich Erythrozyten, die von P. falciparum infiziert sind, an 

die Endothelzellen von Blutgefäßen in unterschiedlichen Organen wie dem Gehirn, 

der Plazenta oder der Lunge an [74]. Dieser Vorgang ist eine wesentliche Ursache für 

die Entwicklung schwerer Malariaformen. In dieser Arbeit kann dieser Prozess mithilfe 

von CHO-Zellen untersucht werden, die spezifische humane Adhäsionsrezeptoren ex-

primieren [75]. 

In den vorherigen Versuchen wurde das Bindungsverhältnis unter statischen Bedin-

gungen untersucht, welches jedoch nicht die realen Blutflussverhältnisse im Körper 

abbildet, da hierbei die Blutzirkulation fehlt. In der vorliegenden Untersuchung wurden 

daher die Bindungseigenschaften der iEs an dem CHO-Rezeptor CD36 unter simu-

lierten Flussbedingungen geprüft, um die Situation im lebenden Organismus besser 

darzustellen. 

Die Parasiten wurden unter definierten Scherkräften über genetisch modifizierte CHO-

Zellen geführt. Ziel der Assays war es zu prüfen, ob der Transfektant ein vergleichba-

res Bindungsverhalten an die CHO-Rezeptoren zeigt, wie in den statischen Bindungs-

assays oder ob sich unter Flussbedingungen Unterschiede im Adhäsionsverhalten er-

geben. 

Vor den Experimenten wurden die Parasiten so aufgereinigt, dass nur jene mit den 

charakteristischen knobs getestet wurden. Bei den Versuchen kamen jeweils 10 Milli-

onen Parasiten zum Einsatz. Die angewandten Scherkräfte, die von 0,9 bis 8,5 

dyn/cm2 variierten, wurden entsprechend den physiologischen Verhältnissen im 

menschlichen Blutstrom gewählt. 
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Das Mikroskop richtete sich auf Zellbereiche mit hoher Dichte, und mithilfe von spezi-

eller Software wurde jede einzelne Zelle in kurzen Intervallen verfolgt, um Bewegungs-

muster zu analysieren. 

Zur Negativkontrolle wurden CHO-Zellen ohne Rezeptorexpression (CHO-GFP) ein-

gesetzt. Es wurde festgestellt, dass die iEs keine nennenswerte Bindung an die Kon-

trollzentren aufwiesen, selbst wenn die Scherkräfte variierten. 

Die Ergebnisse verbessern das Verständnis darüber, wie P. falciparum iEs unter na-

hezu realistischen Bedingungen mit menschlichen Endothelzellen interagieren könn-

ten, was entscheidende Einblicke in den Malariakrankheitsmechanismus ermöglicht. 
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Abbildung 13 Bindungs-Assay unter Flussbedingungen mit dem var46 P4 über den CHO-Zellen-
Rezeptor CD36 
Die iEs wurden mit unterschiedlichen Schubspannungswerten (0,9, 1,5, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 und 
8,5 dyn/cm2) für je 10 Minuten über CHO-CD36-Zellen lang gepumpt. Durch diesen Vorgang sollte 
untersucht werden, ob eine Bindung nachweisbar ist. Die Bewegungsbahnen wurden mit der R-Soft-
ware trackdem verfolgt. Die Schwellenwertsetzung erfolgt bei 0,1 und der Pixelbereich bei 30-500, um 
iEs nachzuweisen. Mit dem EVOS FL Auto-Mikroskop wurde alle 3 Sekunden ein Bild aufgenommen. 
 
In Abbildung 13 ist zu erkennen, dass der CHO-Rezeptor CD36 im durchgeführten 

Assay eine rollende Bindung aufweist. Die stärkste Bindung wurde bei 0,9 dyn/cm2 mit 

310 iEs/mm2 beobachtet. Bei 1,5 dyn/cm2 banden 234 und 286 iEs/mm2, bei 3 dyn/cm2 

banden 136 und 290 iEs/mm2, bei 4 dyn/cm2 banden 60 und 266 iEs/mm2, bei 5 

dyn/cm2 banden 21 und 189 iEs/mm2, bei 6 dyn/cm2 banden 124 iEs/mm2, bei 7 

dyn/cm2 banden 72 iEs/mm2, bei 8 dyn/cm2 banden 71 iEs/mm2 und bei 8,5 dyn/cm2 

39 iEs/mm2. Es zeigt sich, dass die Anzahl gebundender iEs/mm2 mit zunehmender 

Scherkraft abnimmt. 
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Abbildung 14 Nachverfolgung von an CHO-CD36-Zellen gebundenen iEs. 
Alle 10 Minuten wurden die gebundenen iEs/mm2 an CHO-CD36 bei unterschiedlichen Scherkräften 
(0,9, 1,5, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 8,5 dyn/cm2) ausgezählt. Die Abbildung stellt den Mittelwert aller 
Daten dar. 
 

Die Eigenschaften der rollenden Bindung werden in Abbildung 15 und 16 genauer 

analysiert. In der Abbildung 15 wird die mittlere Kontaktdistanz (µm) der iEs bei ver-

schiedenen Scherkräften (0,9, 1,5, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 und 8,5 dyn/cm2) darge-

stellt. Es ist zu erkennen, dass bei 0,9 dyn/cm2 die iEs mit 28 (+/- 16) µm die kürzeste 

Kontaktdistanz zu den CHO-Rezeptoren aufgewiesen wurde. Bei einer Scherkraft von 

1,5 dyn/cm2 erhöhte sich die Kontaktdistanz auf 34 (+/- 21) µm und 38 (+/- 25) µm. 

Bei 3 dyn/cm2 bewegte sich die iEs weiter auf 39 (+/- 26) µm und 44 (+/- 28) µm, bei 

4 dyn/cm2 betrug die Kontaktdistanz 41 (+/- 28) µm und 52 (+/- 33) µm, bei 5 dyn/cm2 

50 (+/- 33) µm, bei 6 dyn/cm2 54 (+/- 39) µm, bei 7 dyn/cm2 45 (+/- 30) µm, bei 8 

dyn/cm2 48 (+/- 32) µm und bei 8,5 dyn/cm2 44 (+/- 32) µm. Es lässt sich feststellen, 

dass mit zunehmender Scherkraft auch die Kontaktdistanz der iEs bis 6 dyn/cm2 zu-

nimmt. Ab 6 dyn/cm2 nimmt mit zunehmender Scherkraft die Kontaktdistanz ab, wobei 

das Programm zunehmend Schwierigkeiten hat, die iEs ab 5 dyn/cm2 zu verfolgen. 



Ergebnisse 

 55 

 
Abbildung 15 Durchschnittliche Kontaktdistanz (µm) von IT4 var46 P4 über CD36 bei unter-
schiedlichen Scherkräften 
Es wird die durchschnittliche Kontaktdistanz (µm) der iEs bei unterschiedlichen Scherkräften (0,9, 1,5, 
3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 und 8,5 dyn/cm2) dargestellt. Die Kontaktdistanz ist die mittlere Strecke, die 
iEs an den Rezeptoren der CHO-Zellen gebunden und dort entlang gewandert sind, während die von 
der Software trackdem verfolgt wurden. Die Linie weist den Durchschnitt der Kontaktdistanz der iEs 
auf. 
 
Die Abbildung 16 zeigt die mittlere Geschwindigkeit (µm/min) der über CHO-CD36 

rollenden iEs bei unterschiedlichen Scherkräften (0,9, 1,5, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 

und 8,5 dyn/cm2). Bei 0,9 dyn/cm2 lag die Geschwindigkeit der iEs bei 33 (+/-18) 

µm/min; bei 1,5 dyn/cm2 erhöhte sie sich auf 39 (+/-24) µm/min und 41 (+/-25) µm/min, 

bei 3,0 dyn/cm2 auf 51 (+/-29) µm/min und 53 (+/-31) µm/min, bei 4,0 dyn/cm2 auf 60 

(+/-34) µm/min, bei 5,0 dyn/cm2 auf 56 (+/-32) µm/min, bei 6,0 dyn/cm2 auf 59 (+/-34) 

µm/min, bei 7,0 dyn/cm2 auf 52 (+/-34) µm/min, bei 8,0 dyn/cm2 auf 52 (+/-29) µm/min 

und 8,5 dyn/cm2 auf 60 (+/-40) µm/min. Die maximal erreiche Geschwindigkeit von 60 

µm/min wurde bei Scherkräften von etwa 4,0, 6,0 und 8,5 dyn/cm2 beobachtet. 
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Abbildung 16 Durchschnittliche Geschwindigkeit der iEs (µm/min) von IT4 var46 P4 über CHO-
CD36 bei unterschiedlichen Scherkräften 
Es wird die mittlere Geschwindigkeit (µm/min) der iEs über CD36-CHO-Rezeptor bei unterschiedlichen 
Scherkräften (0,9, 1,5, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 und 8,5 dyn/cm2) dargestellt.  
 

4.5  Western-Blot nach Trypsin Assay 

 
Abbildung 17 Western Blot zur Analyse von var46- (A) und var46 P4- (B)PfEMP1 auf der Zell-
oberfläche nach Trypsin-Behandlung im Vergleich zur Kontrollprobe 

Das Western-Blot-Ergebnis für var46 (A) und var46 P4 (B) nach Trypsinbehandlung 

wurde aufgrund von mangelnder Zeit freundlicherweise von S.Ofori (BTA) des BNITM 
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bereitgestellt. In der Abbildung 17 werden in den Panel A und B Proben nach einer 

PBS-Behandlung als Kontrolle sowie nach einer Trypsinbehandlung dargestellt. Im 

Panel A ließ sich an der Erythrozytenoberfläche kein var46-Protein nachweisen. Im 

Gegensatz dazu zeigt var46 P4 im Panel B eine Bande bei etwa 100 kDa, die auf die 

Präsenz des Transfektanten und damit auf die Expression des var46-Proteins hin-

weist. 
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5. Diskussion 
5.1  Panning-Verfahren 
Wie die Ergebnisse des durchgeführten Panning-Verfahrens belegen, wurde durch die 

selektive Anreicherung von P. falciparum-iEs, die das var46-Oberflächenprotein expri-

mieren, eine kontinuierlich steigende Bindung an CD36-positive CHO-Zellen erzielt. 

Die Analyse unter dem Mikroskop zeigt einen eindeutigen Verlauf: In den frühen Pan-

ning-Schritten (P1 und 2) waren nur wenige Adhäsionen zu verzeichnen, doch die An-

zahl der gebundenen iEs verringerte sich mit jeder weiteren Selektion deutlich (P3 und 

4). In der letzten Panning-Runde sind die iEs deutlich an den CHO-Zellen gebunden, 

was den Erfolg des Panning-Verfahrens belegt. 

Das Ergebnis beweist, dass das angewandte selektive Verfahren in der Lage ist, spe-

zifisch bindende Parasitenpopulationen aus einer heterogenen Gesamtfraktion her-

auszufiltern und zu konzentrieren. Die hohe Adhäsion an CD36 hebt die funktionelle 

Rolle des var46-Gens bei der Zellbindung hervor und lässt vermuten, dass der Selek-

tionsprozess zu einer populationsspezifischen Expression von bindungsassoziierten 

Genen führt. Die Grundlage wird gelegt, um die angereicherte Fraktion weiter funktio-

nell und molekular zu charakterisieren und ihre Rolle im Pathomechanismus der Ma-

laria tropica zu untersuchen. 

Selektive Anreicherungsmethoden sind entscheidend, um spezifische Parasitenvari-

anten zu untersuchen. Eine Einschränkung besteht jedoch darin, dass die Ausbeute 

und Spezifität des Panning stark von den Oberflächenstrukturen und Bindungsbedin-

gungen abhängt, die man verwendet. Dennoch wurde im Laufe dieser Abschlussarbeit 

erfolgreich bewiesen, dass das systematische Panning über CD36 eine hilfreiche Me-

thode ist, um spezifisch adhärente P. falciparum-Populationen zu isolieren, deren de-

taillierte Analyse wertvolle Hinweise auf die Adhäsionsmechanismen des Parasiten 

geben kann. 

5.2  Bindungs-Assay 
Die Ergebnisse der Bindungs-Assays mit dem von var46 P4 exprimierten PfEMP1 

bieten wichtige neue Einsichten in die Parasiten-Wirt-Interaktion, insbesondere was 

die Rezeptorbindung auf CHO-Zellen betrifft. Besonders hervorzuheben ist die stark 

ausgeprägte und signifikante Bindung von var46 an den Rezeptor CD36. Diese Er-

kenntnis ist im Einklang mit der bekannten biologischen Rolle von CD36 als 
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Scavenger-Rezeptor, der stark vertreten ist und eine Schlüsselrolle in der Zelladhä-

sion, Lipidaufnahme und Immunregulation spielt [76]. 

Die CD36 hat eine besondere Bedeutung in pathologischen Prozessen, besonders im 

Zusammenhang mit Malaria, weil die Bindung von parasitären Erythrozyten an CD36 

zur Gefäßverstopfung und zu milden Komplikationen führen kann. Die starke Bindung 

von var46 P4 an CD36 hebt dessen mögliche Rolle als Hauptrezeptor für die Zytoad-

häsion von P. falciparum -iEs hervor. Die Daten belegen, dass die Bindung von var46 

P4 an CD36 sowohl quantitativ als auch statistisch signifikant ist, da die Anzahl der 

gebundenen Zellen den Kontrollwert (GFP) um ein Vielfaches übertrifft [67] [77]. 

Außerdem wurde durch die Versuche nachgewiesen, dass die Rezeptoren ICAM-1, 

VCAM-1, CD55 und TNFR2 eine Bindung zu var46 P4 aufweisen. Die bekannten Ad-

häsionsmoleküle ICAM-1 und VCAM-1 sind wichtig für das Immunzell-Recruitment 

und die Entzündungsreaktion. Die Bindung von var46 P4 an diese Moleküle könnte 

einen Betrag zur Gefäßverstopfung und zum immunologischen Ausweichverhalten 

des Parasiten leisten [78] [74]. CD55, ein wichtiger Regulator des Komplementsys-

tems, wird ebenfalls in die Pathogenese von Malaria einbezogen und könnte durch 

die Bindung von var46 den Immunschutz beeinflussen [79]. TNFR2, als Rezeptor für 

Tumornekrosefaktor, ist ebenfalls an Immunprozessen beteiligt und dessen Bindung 

durch var46 könnte die lokale Immunantwort modulieren [80]. 

 

Jedoch sollten die signifikanten Bindungen von var46 P4 auf ICAM-1, VCAM-1, CD55- 

und TNFR2 durch zusätzliche Experimente weiter bestätigt werden. Aufgrund einer 

teilweise ungleichmäßigen Aussaat der CHO-Zellen in der 24-well-Platte mussten auf 

den Replikaten in begrenzten Bereichen die zehn Bilder je Replikat angefertigt wer-

den. In diesen Bereichen zeigte sich eine auffällig hohe Bindungsdichte, die jedoch 

nicht als repräsentativ für das Gesamtergebnis gewertet werden kann, sondern viel-

mehr eine mögliche Ausnahme darstellt. Zudem weisen die Werte eine zu hohe Streu-

ung auf. Es ist also erforderlich, die beobachtete Signifikanz in weiteren unabhängigen 

Versuchen zu bestätigen. 

 

Die übrigen untersuchten Rezeptoren, darunter CD81, CD9, EPCR, CD37, MDR1 und 

TNFR1, zeigten keine signifikant erhöhte Bindung und sind demnach weniger relevant 

für die Interaktion mit var46 unter den getesteten Bedingungen. Diese Ergebnisse 
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verdeutlichen, dass die Zytoadhäsion und die damit verbundenen pathophysiologi-

schen Effekte sehr gezielt und rezeptorspezifisch stattfinden. 

 

5.3 Bindungs-Assay unter Flussbedingungen 
Unter Flussbedingungen konnte für var46 P4 eine rollende Bindung über CD36 nach-

gewiesen werden. Die Bindung der iEs unter verschiedenen Scherkräften zeigte, dass 

das Maximum der gebundenen iEs/mm2 bei 0,9 dyn/cm2 lag und mit zunehmender 

Scherkraft abnahm. Die Bindung war bei 0,9 dyn/cm2 am stärksten und nahm mit stei-

gender Scherkraft kontinuierlich ab. Ein deutlicher Rückgang der gebundenen 

iEs/mm2 wurde bereits bei 1,5 dyn/cm2 beobachtet, was mit früheren Studien überein-

stimmt, die eine Scherstress-abhängige Reduktion der CD36-Bindung beschreiben 

[81]. 

Auch die Kontaktdistanz der iEs wurde gemessen und zeigte, dass die von den iEs 

zurückgelegte Strecke bei 0,9 dyn/cm2 am geringsten war. Bei höheren Scherkräften, 

wie 4 dyn/cm2, legten die iEs größere Strecken zurück, was darauf hindeutet, dass sie 

bei diesen Bedingungen länger an CD36 gebunden bleiben konnten. Die Geschwin-

digkeit nahm dabei stetig zu. Sie war bei 0,9 dyn/cm2 am niedrigsten und bei 4 dyn/cm2 

am höchsten, was auch bei den Scherkräften 6 und 8,5 dyn/cm2 erneut gemessen 

werden konnte. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass einige iEs in der Lage 

sind, auch bei höheren Scherkräften zu binden und sich über größere Distanzen zu 

bewegen, was mit der Hypothese übereinstimmt, dass die Bindungsdynamik von 

CD36 unter physiologischen Bedingungen stark von der Scherkraft abhängt [81]. 

In den Abbildungen 15 und 16 sind die Werte der Doppelbestimmungen der Scher-

kräfte 1,5, 3,0 und 4,0 durch unterschiedliche Kontaktdistanzen und Geschwindigkei-

ten gekennzeichnet. Die Unterschiede erklären sich also dadurch, dass die Bewegung 

der Parasiten aufgrund des Mikroskops nicht zuverlässig erfasst werden konnte; es 

wurde nur alle drei Sekunden ein Bild aufgenommen und sie bewegten sich in dieser 

Zeit zu schnell für eine mikroskopische Nachverfolgung. 

Typischerweise wird eine Scherkraft unter 1 dyn/cm2 in Venen beobachtet, während 

höhere Werte in Arteriolen vorkommen.  Die rollende Bindung an CD36 unter Fluss-

bedingungen ähnelt somit eher den Strömungsverhältnissen in Arteriolen, während 

eine stabile statische Bindung eher in arteriellen Gefäßen vorkommt [82] [83]. 
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Weil die iEs auf CD36 weiterrollen konnten und keine statische Bindung eingingen, 

um die Milzpassage zu vermeiden, werden sie vermutlich in der Milz eliminiert und 

verursachen daher keine schwere Malaria. Diese Beobachtung wird durch Studien 

gestützt, die zeigen, dass eine statische Bindung an Rezeptoren wie ICAM-1 eher mit 

schwerer Malaria assoziiert ist, während die rollende Bindung an CD36 mit einer mil-

deren Verlaufsform korreliert [84] [38] [85]. 

Die Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung der Scherkräfte für die Bindungsdyna-

mik und den Verlauf der Malaria und zeigen, dass die spezifische Interaktion zwischen 

PfEMP1 und CD36 unter physiologischen Bedingungen entscheidend für die Patho-

genese ist [83]. 

5.4  Nachweismethoden mittels PCR und Trypsin-Assay 
Das Vorliegen des var46-Gens wurde zunächst mittels PCR bestätigt, womit die aktive 

Expression dieses spezifischen var-Gens im untersuchten Parasitenstamm nachge-

wiesen wurde. Anschließend wurden durch wiederholtes Panning auf CD36-exprimie-

renden CHO-Zellen gezielt Parasiten angereichert, die das entsprechende var46-ko-

dierte PfEMP1 an der Oberfläche präsentieren und damit eine CD36-abhängige Ad-

häsion aufweisen, wie sie für viele PfEMP1-Varianten beschrieben ist. Durch diese 

selektive Anreicherung wird eine Population erhalten, in der die var46-Expression und 

das dazugehörige Bindungsprofil gegenüber CD36 dominieren [86] [87]. 

Im anschließenden Trypsin-Assay wurden die iEs mit Trypsin behandelt, um oberflä-

chenständige Proteine proteolytisch zu spalten und so zu prüfen, ob das vom var46-

Gen kodierte PfEMP1 weiterhin auf der Zelloberfläche nachweisbar ist und in welchem 

Maß es trypsinempfindlich ist. Trypsin wird in ähnlichen Studien eingesetzt, um die 

Zugänglichkeit und Membranverankerung von PfEMP1-Domänen sowie deren Inter-

aktion mit Rezeptoren wie CD36 zu charakterisieren. Die Ergebnisse des Assays zeig-

ten, dass das var46-kodierte Protein trotz Trypsinbehandlung noch detektiert werden 

konnte, was auf eine Trypsinresistenz der vom Antikörper erkannten Domäne hin-

weist. Dies führt dazu, dass die Anwesenheit von var46-PfEMP1 auf der Oberfläche 

von Erythrozyten nach der Selektion über CD36-CHO-Zellen sowohl genetisch als 

auch funktionell belegt wird. [86] [88] [87]. 
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5.5  Schlussbemerkung und Ausblick 
In dieser Arbeit wurde eine umfassende Charakterisierung der Bindungsfähigkeit von 

IT4-SLI var46 gegenüber verschiedenen CHO-Rezeptoren durchgeführt, wobei je-

weils nur eine PfEMP1-Variante in der gesamten Parasitenpopulation exprimiert 

wurde. Um die Bindungseigenschaften zu untersuchen, wurde zunächst var46 vier 

Mal (var46 P4) ein Panning durchgeführt, da es nicht angereicherte Bindungsverhält-

nisse aufgewiesen hatte. Ab dem vierten Panning, welches über CD36 angereichert 

wurde, wurde eine hohe Bindungsaffinität zu CD36 aufgezeigt. Mithilfe des statischen 

Bindungs-Assay, wurde gezeigt, dass var46 P4 zu CD36 eine signifikante Bindung 

hat. Weitere Rezeptoren, die eine Bindung mit var46 hatten, waren ICAM-1, VCAM-1, 

CD55 und TNFR2. Diese weiteren signifikanten Bindungen sollten durch Versuche 

wiederholt werden, um diese erneut zu bestätigen. Sollten weitere Versuche die Sig-

nifikanz belegen, wäre der nächste Schritt diese unter Flussbedingungen durchzufüh-

ren und deren Bindungsfähigkeit unter Flussbedingungen zu charakterisieren. Des 

Weiteren wäre es auch von Vorteil die Bindungsfähigkeit zukünftig auf Endothelzellen 

durchzuführen. 
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