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Dass wir Ärzte in Lambaréné jetzt zu dritt sind, erlaubt also, dass wissen-

schaftlich gearbeitet wird und Feststellungen gemacht werden, die von großer 

Bedeutung für die Behandlung der Kranken sind. 

 

Der Arzt, der im Urwald allein arbeitet, wird von dem täglichen Betriebe so in 

Anspruch genommen, dass ihm weder Zeit noch Energie bleiben, rätselhaften 

Fällen auf den Grund zu gehen. In jedem Tropenspital sollten also mindestens 

zwei Ärzte sein. 

 

Albert Schweitzer, 1926 
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1  Einleitung  
 

1.1  Malaria – Bedeutung 

 

Malaria ist nach wie vor die bedeutendste Tropenkrankheit und stellt zusammen 

mit AIDS und Tuberkulose eines der wichtigsten medizinischen Probleme in 

den Entwicklungsländern dar. Bei Malaria handelt es sich um eine durch 

Plasmodien verursachte Protozoeninfektion, die durch Stechmücken übertragen 

wird. Etwa 40 % der Weltbevölkerung (> 2,1 Milliarden Menschen), besonders 

in den ärmsten Ländern, sind dem Malariarisiko ausgesetzt [9] und die Inzidenz 

beträgt 300 bis 500 Millionen Neuerkrankungen jährlich [7]. Jedes Jahr ist 

Malaria die Todesursache von etwa 2 Million Menschen weltweit [67]. 

Hauptsächlich sind dabei Kinder unter fünf Jahren im subsaharischen Afrika 

betroffen, wo täglich etwa 3000 Kinder an den Folgen von Malaria sterben. 

Malaria ist dort für etwa 20 % der Todesfälle bei Kindern verantwortlich [7]. 

Außer den Kindern sind besonders schwangere Frauen und ihre Neugeborenen 

von der schweren klinischen Verlaufsform der Krankheit bedroht. Noch gibt es 

keine Impfung, die flächendeckend eingesetzt werden könnte, um diese 

Todesfälle zu verhindern.   

 

Auch ökonomisch hat Malaria besonders in den Ländern Afrikas einen 

negativen Einfluss und hindert das wirtschaftliche Wachstum: 10-12 Milliarden 

US Dollar werden durch die Krankheit jedes Jahr in Afrika am Bruttoinlands-

produkt verloren [7] und Malaria ist laut Wirtschaftwissenschaftlern verantwort-

lich für 1,3 % Verlust an Wachstum pro Jahr in einigen afrikanischen Ländern 

[2]. Die vielfältigen direkten und indirekten Kosten für die Wirtschaft beinhalten 

einen Verlust an humanen Ressourcen durch Tod und Arbeitszeitverlust, 

Ausfall von Produktivität und Einkommen, ebenso wie Auswirkung auf die 

Schulbildung durch vermehrte Absenzenzeiten und neurologischen Sequelae 

nach zerebraler Malaria [2]. 
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1.2  Historisches   

 

Der Name "Malaria" kommt vom lateinischen "mal aira" - schlechte Luft. In 

Italien wurde im 18. Jahrhundert die schlechte Luft in den Sümpfen um Rom in 

Verbindung mit fieberhaften Erkrankungen gebracht. Auch der französische 

Begriff "paludisme" leitet sich von "palus" ab, dem marschigen Land [265, 270]. 

Saisonale intermittierende Fieber sind schon seit 3000 Jahren bekannt [279], 

aber Hippokrates beschrieb im 5. Jahrhundert als erster das genaue klinische 

Bild der Malaria [265]. 1880 wurde von dem französischen Chirurgen Laveran in 

Algerien Parasiten in menschlichen Erythrozyten eines Patienten mit Malaria 

beschrieben und 1897 konnte der Schotte Ronald Ross in Indien zuerst 

Malariaparasiten in einer Stechmücke nachweisen. Malaria konnte nach dem 

19. Jahrhundert aus Europa, Nordamerika und Russland eradiziert werden, 

aber in den Tropen nahm die Krankheit besonders durch die Resistenzent- 

wicklung der Plasmodien gegenüber Antimalariamitteln seit den 60er Jahren 

wieder an Bedeutung zu [265, 270]. 

 

 

1.3  Mikrobiologie 

 

1.3.1  Spezies 

Die Plasmodien sind Protozoen, die zur Klasse der Sporozoen gehören. Es 

existieren vier humanpathogene Plasmodienarten, die unterschiedliche 

Verbreitung und klinische Manifestationen aufweisen: Plasmodium falciparum, 

Plasmodium vivax, Plasmodium ovale und Plasmodium malariae [132]. 

Plasmodium falciparum hat dabei die größte klinische Bedeutung - als Erreger 

der Malaria tropica verursacht P. falciparum beinahe alle Todesfälle und 

schweren Erkrankungen [270].  

 

1.3.2  Entwicklungszyklus von Plasmodium falciparum 

P. falciparum wird von weiblichen Stechmücken der Gattung Anopheles, die 

den Hauptwirt darstellen, auf den Menschen übertragen. Die Plasmodien 
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entwickeln sich über einen sexuellen Zyklus in der Anopheles und über einen 

asexuellen Zyklus im Menschen (Abb. 1.1). Die weibliche Anopheles benötigt 

die Blutmahlzeit für die Entwicklung ihrer Eier - ein Saugakt genügt für die 

Produktion von etwa 100 Eiern. Bei so einer Blutmahlzeit injiziert sie 

Sporozoiten aus ihrer Speicheldrüse ins Gewebe. Innerhalb von 45 Minuten 

gelangen diese dann über den Blutkreislauf zur Leber und invadieren dort 

Hepatozyten. Durch asexuelle Reproduktion entstehen aus jedem Sporozoiten 

innerhalb etwa einer Woche Leberschizonten - exoerythrozytäre Schizonten. 

Wenn diese rupturieren, werden aus jeder Zelle 10.000 bis 30.000 Merozoiten 

frei. Alle intrahepatischen Parasiten der P. falciparum entwickeln sich so weiter; 

es gibt keine in Ruhephase verbleibenden Hypnozoiten, die bei P. vivax und   

P. ovale zu Rückfällen führen. Die freigesetzten Merozoiten befallen bevorzugt 

junge Erythrozyten nach Binden über spezifische erythrozytenbindende 

Proteine und entwickeln sich in ihnen zu Trophozoiten - unter dem Mikroskop 

als klassische Ringformen erkennbar (siehe 1.4.3). 

 

             
   Abbildung 1.1 Entwicklungszyklus Plasmodium falciparum [161] 

 

Später exprimieren die Trophozoiten das P. falciparum erythrocyte membrane 

protein 1 (PfEMP1) an der Oberfläche der infizierten Erythrozyten in 

knopfartigen Ausstülpungen der Membran („knobs“), über welches diese ans 
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Endothel von postkapillären Venolen zytoadhärieren [139, 257]. Über diese 

Sequestration verschwinden sie allmählich aus der Zirkulation und entgehen 

der Elimination durch die Milz [67, 167, 278]. Die Trophozoiten konsumieren 

das Hämoglobin der roten Blutkörperchen und entwickeln sich dabei über 

Zellteilung zu Schizonten mit 6 bis 36 Merozoiten. Wenn die reifen Erythro-

zytenschizonten schließlich platzen, werden die Merozoiten freigesetzt und 

invadieren neue Erythrozyten. Dieses ist die asexuelle Phase im Menschen, die 

Schizogonie, die etwa 48 Stunden dauert. Einige der Trophozoiten entwickeln 

sich innerhalb von 7-10 Tagen zu männlichen oder weiblichen Gametozyten, 

die lange überleben und mobil sind. Diese können vom Anophelesweibchen bei 

einer Blutmahlzeit wieder aufgenommen werden - nun findet die sexuelle Phase 

statt, die Sporogonie, die 8-35 Tage dauern kann. Im Magen der Mücke werden 

die Gametozyten aktiviert: Die männlichen Gametozyten teilen sich in 8 

flagellierte Mikrogameten, die auf die Suche nach den weiblichen Makro-

gameten gehen. Über Fusion entsteht eine Zygote. Die sich vergrößernde 

Ookinete penetriert die Magenwand und formt außerhalb eine Oozyste, die sich 

durch asexuelle Teilung vergrößert. Nach Ruptur der Oozyste wandern die 

Sporozoiten zur Speicheldrüse der Mücke und können mit dem Speichel beim 

nächsten Stich wieder einen Menschen infizieren [132, 270]. Außer dieser 

horizontalen Übertragung über den Vektor Mücke von einem Menschen auf den 

anderen, ist auch eine direkte Übertragung der Plasmodien auf dem Blutweg 

möglich wie bei Transfusionen oder Transplantationen - oder die vertikale 

Übertragung von der Mutter auf den Fetus. 

 

1.3.3  Epidemiologie 

 

1.3.3.1  Geographische Verteilung 

Malaria kommt weltweit in den Tropen in einem breiten Gürtel um den Äquator 

vor (Abb. 1.2). Plasmodium falciparum lässt sich hauptsächlich im 

subsaharischen Afrika, aber auch in Südostasien, Papua-Neuguinea, kleinen 

Gebieten im Norden Südamerikas und Haiti finden. Die Verbreitung entspricht 

derer der Anopheles Moskitos, von denen knapp 400 verschiedene Arten 
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beschrieben wurden - etwa 80 davon können Malaria übertragen, 45 gelten als 

wichtige Vektoren der Plasmodien. Alle haben verschiedene Verhaltensweisen 

[270]. Anopheles kommen in der Nähe des Äquators nicht in über 2500 Meter 

Höhe vor und in anderen Gebieten nicht in über 1500 Meter [132]. Damit sind 

diese Höhenlagen malariafrei.  

 

 

 
 

Abbildung 1.2  Verbreitung von P. falciparum 2004 - geschätzte Inzidenz klinischer Episoden 
  pro Person und Jahr [8] 
 

In den meisten Gebieten ist Malaria am häufigsten in der Regenzeit, die den 

Moskitos mit reichlich Wasser zum Brüten die besten Bedingungen zum 

Überleben bietet [270]. Malaria ist für 10,7 % aller Todesfälle bei Kindern in 

Entwicklungsländern verantwortlich und steht damit an vierter Stelle der 

Todesursachen in dieser Gruppe [6]. P. falciparum hat in Afrika die wichtigste 

Bedeutung: 30 % aller ambulanten Klinikbesuche im subsaharischen Afrika 

haben Malaria zur Ursache, die Krankheit verursacht mindestens 25 % aller 

Hospitalisierungen [5].  
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1.3.3.2  Klinische Epidemiologie 

Es gibt verschiedene Grade der Endemie von Malaria: holoendemische, hyper- 

oder mesoendemische und hypoendemische Gebiete. Diese Gebiete werden 

über das prozentuale Vorkommen von Splenomegalie oder Parasitämien im 

Kindesalter eingeteilt [265]. Die klinische Epidemiologie und Krankheits-

ausprägung ist je nach Endemiegebiet sehr unterschiedlich. Im Folgenden soll 

nur auf Gebiete mit stabiler Malaria eingegangen werden, wobei hyper- bis 

holoendemische Gebiete gemeint sind: Die Durchseuchung mit Malaria ist in 

diesen Gebieten so groß, dass es geringere epidemiologische Schwankungen 

gibt. Die Anopheles brütet ganzjährig und ist gleichmäßig verbreitet, so dass die 

Zahl der Neuinfektionen fast konstant bleibt. In diesen Gebieten entwickeln 

Erwachsene einen hohen Grad an klinischer Immunität (Semi-Immunität) [132]. 

 

Kinder, die in Gebieten mit hoher Übertragung geboren werden und bei denen 

in bis zu 25 % im Nabelschnurblut P. falciparum Parasitämien nachgewiesen 

werden können [75, 249], scheinen für 3 bis 6 Monate immun zu sein [202]. 

Kongenitale Malaria entsteht durch infizierte Erythrozyten, die intrauterin die 

Plazentaschranke überschreiten [147], aber selten klinisch manifest werden 

[136]. Der genaue Mechanismus ist nicht bekannt. Die Parasiten werden meist 

schnell aus dem Blut entfernt - wahrscheinlich bedingt durch die Übertragung 

der maternalen Immunoglobuline und den hohen Anteil an Hämoglobin F in den 

infantilen Erythrozyten, die das Wachstum der Parasiten hemmen [184, 202, 

270]. Im ersten Lebensjahr kann man oft Parasiten im Blut nachweisen, die 

schwere Ausprägung der Infektion ist aber selten [270]. Nach der Zeit einer 

gewissen Immunität sind die Kinder dann anfälliger für diese [265, 266]. Die 

hauptsächliche klinische Auswirkung in den ersten drei Lebensjahren ist dabei 

eine schwergradige Anämie. Ab dem 5. Lebensjahr gibt es dann kaum noch 

klinisch manifeste Malaria und ihr Schweregrad wird geringer, auch wenn eine 

Durchseuchung mit Parasiten weiter besteht [157]. In Gebieten mit stabiler 

Malaria entwickeln Erwachsene nie den schweren klinischen Verlauf, die 

meisten Infektionen bei Erwachsenen verlaufen asymptomatisch oder sehr mild 

[270].  
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1.4  Malaria tropica 

 

1.4.1  Klinik 

Malaria kann viele verschiedene Krankheitserscheinungen und -ausprägungen 

verursachen. Diese sind abhängig von der Endemität der Region und der 

vorher bestehenden altersabhängigen Immunität des Patienten. Die 

Inkubationszeit beträgt 8-15 Tage. Danach sind die ersten Symptome meist 

unspezifisch und grippeähnlich: Kopfschmerzen, Myalgien, Abdominal-

schmerzen, Anorexia und Lethargie gehen oft dem Fieber schon einige Tage 

voraus. Die vollständig synchronisierte Infektion würde  beim gleichzeitigen 

Platzen der Schizonten alle zwei Tage einen Fieberschub auslösen, aber bei   

P. falciparum ist diese Periodizität meistens nicht erkennbar. Eine klassische 

Fieberattacke beginnt mit der „kalten Phase“ und Schüttelfrost beim 

Fieberanstieg bis zu über 39° C, der 10-30 Minuten dauern kann. Bei der 

maximalen Fieberausprägung fühlt sich der Patient warm an und beim Fieber-

abfall kommt es klassischerweise zum Schweißausbruch, der Patient schläft 

erschöpft. Meistens sind allerdings bei der Malaria tropica eher unregelmäßige 

oder gar kontinuierliche Fieberschübe zu beobachten [132, 270].  

 

Schließlich kommt es zu Gewichtsverlust, Hepatosplenomegalie und Anämie. 

Weitere Manifestationen sind gastrointestinale Störungen und respiratorische 

Symptome [270]. Verschiedene Ausprägungen der Bewusstseinsstörung bis hin 

zum Koma deuten auf zerebrale Malaria hin. WHO-Kriterien (2002) der 

schweren Malaria sind: schwere Anämie (Hämoglobin < 5 g/dl), zerebrale 

Malaria, akutes Nierenversagen, Lungenödem, Hypoglykämie, Schock, 

Spontanblutungen, wiederholte generalisierte Krämpfe, metabolische Azidose, 

makroskopische Hämoglobinurie (früher Schwarzwasserfieber genannt), 

Prostration oder Hyperparasitämie [270].   

  

1.4.2  Pathophysiologie von P. falciparum 

Die Pathophysiologie der Plasmodien ist noch nicht eindeutig geklärt. Alle 

klinischen Symptome werden dem erythrozytären Stadium der Parasiten 
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zugeordnet [281]. Die hauptsächlichen Mechanismen, die bei der Pathogenese 

eine Rolle spielen, scheinen das Rosetting und die Sequestration zu sein. 

Infizierte Erythrozyten verlieren ihre Verformbarkeit und werden rigide, was den 

Blutfluss beeinträchtigt. Zusätzlich scharen sie in einer Rosettenform nicht 

infizierte Erythrozyten um sich („Rosetting“). Die Bindung geschieht durch 

PfEMP1 an verschiedene Moleküle der Erythrozytenoberfläche. Die übrigen 

infizierten Erythrozyten sequestrieren - auch über PfEMP1 [270]. Dieses 

Membranprotein wird von der Familie der var Gene der Parasiten kodiert und 

an der Oberfläche der P. falciparum infizierten Erythrozyten exprimiert [226, 

235]. Es unterliegt in vitro einer Antigenvariation von 2 % je Generation [204]. 

Die Bindung finden über verschiedene Ligandenproteine auf den Zielzellen 

statt: Fast alle Parasiten binden an CD36 im Endothelium und auf Makrophagen 

und Monozyten. Über ICAM1 (inter-cellular adhesion molecule) binden die 

Erythrozyten im Gehirn und über Chondroitinsulfat A (CSA) in der Plazenta. Die 

mikrozirkulatorische Obstruktion in vielen Organen führt zu anaerober 

Glycolyse, Laktatazidose und zellulärer Dysfunktion [270]. Nur jeweils ein 

PfEMP1 zur Zeit wird an der Oberfläche der befallenen Erythrozyten exprimiert 

- für jeweils einen spezifischen Liganden auf den Zielzellen [76]. 

 

Die normozytäre Anämie ist multifaktoriell verursacht - hauptsächlich durch 

Hämolyse beim Freisetzen der Merozoiten bei der Schizogonie, aber auch 

durch vermehrten Abbau nicht infizierter Zellen, Hemmung der Erythropoese 

und möglicherweise immunologische Mechanismen [188, 270]. Die 

Pathophysiologie kann außerdem durch das Freisetzen von Zytokinen aus den 

betroffenen Zellen des Immunsystems erklärt werden. Neben einer Reihe pro- 

und anti-inflammatorischer Zytokine und deren Regulatoren scheint TNF-α eine 

Rolle bei der schweren Verlaufsform zu spielen, obwohl es widersprüchliche 

Studien zu seiner Wirkung gibt [270]. Zytokine lösen sicherlich Fieber aus, 

regen wohl die Stickoxid-Bildung (NO) an, promovieren Zytoadhärens durch 

Hochregulieren der Adhäsionsmoleküle und supprimieren wahrscheinlich die 

Erythropoese und Glukoneogenese [270].  
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1.4.3  Diagnostik 

Die Diagnose von Malaria wird vor allem in endemischen Gebieten immer noch 

mikroskopisch gestellt, obwohl es nun auch immundiagnostische Möglichkeiten 

gibt. Die klassischen Methoden sind entweder der normale Blutausstrich oder 

der Dicke Tropfen, die beide nach Giemsa gefärbt werden (Abb. 1.3).  
 

                      

                     
Abbildung 1.3 P. falciparum im Giemsapräparat - Ausstrich und Dicker Tropfen [1] 

 

Während beim Blutausstrich die Erythrozyten nebeneinander liegen und 

deshalb die Abgrenzung der verschiedenen Spezies einfacher ermöglicht, hat 

der Dicke Tropfen eine bessere Sensitivität auch bei geringer Parasitämie. 

Letzterer wird nämlich nicht fixiert und erlaubt eine einfachere Diagnostik, da 

mehrere Schichten lysierter Erythrozyten mit ihren Parasiten übereinander 
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liegen und weniger Sichtfelder evaluiert werden müssen. Von P. falciparum 

findet man im peripheren Blutaustrich hauptsächlich Ringformen, seltener 

Schizonten oder Gametozyten. Die Parasitämie wird dann in Parasiten pro 

Mikroliter Blut oder als Prozentsatz aller Erythrozyten angegeben [270]. Für 

eine negative Diagnose sollten drei sukzessive Präparate als negativ befunden 

werden. 

 

Zu den immundiagnostischen Möglichkeiten gehören die immunchromato- 

graphischen Antikörper-Nachweise der Antigene PfHRPII und PfLDH, die als 

Schnelltests auf Testkarten erhältlich sind und im Feld eingesetzt werden 

können. DNA-Nachweise über PCR werden vor allem für Forschungszwecke, 

nicht aber für klinische Diagnostik eingesetzt [270]. 

 

 

1.5  Malaria in der Schwangerschaft 

 

1.5.1  Epidemiologie 

Jährlich sind im subsaharischen Afrika ungefähr 25 Millionen Schwanger-

schaften dem Malariarisiko ausgesetzt [54]. Während der Schwangerschaft - 

bei der PAM (pregnancy-associated Malaria) - zeigt sich ein klares 

epidemiologisches Muster in hyper- und holoendemischen Gebieten. Die 

klinische Immunität [166, 217] einhergehend mit allmählicher Abnahme der 

Frequenz und Schwere der Infektionen, die während der ersten Lebensjahre 

entwickelt wurde, nimmt wieder ab [33] und das trifft besonders auf die erste 

Schwangerschaft zu [29, 155]. Dabei entwickeln die Schwangeren selten eine 

klinische Erkrankung [156, 162]; der Plasmodienbefall verursacht vor allem 

maternale Anämie [29] und niedriges Geburtsgewicht der Neugeborenen         

(< 2500 g) [158]. In nachfolgenden Schwangerschaften nimmt diese Anfälligkeit 

der Schwangeren wieder ab [60, 263]. Bei jeder vierten Frau kann zum 

Zeitpunkt der Geburt plazentare Malaria nachgewiesen werden [54]. 
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Niedriges Geburtsgewicht ist in Entwicklungsländern hauptsächlich durch 

intrauterine Wachstumsretardierung (IUGR) verursacht [262]. Malaria dürfte 

dabei eine ausschlaggebende Rolle spielen, denn in einem Bericht aller in den 

Jahren 1985-2000 publizierten Studien zu dem Thema - hauptsächlich aus dem 

subsaharischen Afrika - wurde Malaria assoziiert mit maternaler Anämie, 

niedrigem Geburtsgewicht, IUGR und Säuglingssterblichkeit [231]. Niedriges 

Geburtsgewicht ist der wichtigste Determinant für die Höhe der Säuglings-

sterblichkeit [154]. Geschätzte 100.000 Säuglingstodesfälle werden jedes Jahr 

im malariaendemischen Afrika nur durch niedriges Geburtsgewicht aufgrund 

von PAM verursacht [87]. Malaria erhöht in Gebieten mit hoher Transmission 

auch das Risiko für eine Frühgeburt [164], wobei eine Infektion während der 

Schwangerschaft mehr zu IUGR und eine Infektion bei Geburt mehr zu einer 

Frühgeburt prädisponieren zu scheint [238]. Alle Faktoren erhöhen im Endeffekt 

die Rate der Säuglingssterblichkeit - die perinatalen Mortalitätsraten sind in 

malariaendemischen Ländern signifikant erhöht [259]. Wenn eine Schwangere 

symptomatische Malaria entwickelt, handelt es sich häufiger als außerhalb der 

Schwangerschaft um schwere Malaria und fetale sowie mütterliche Mortalität 

sind häufig [270]. 

 

1.5.2  Pathogenese der Plazentaren Malaria 

In der Schwangerschaft ergibt sich durch das neue Organ der Plazenta für die 

Parasiten eine Möglichkeit den Immunzellen in der Zirkulation und der Passage 

durch die Milz zu entgehen. Die periphere Parasitämie ist gewöhnlich sehr viel 

geringer als die Parasitämie in der Plazenta [30, 264] und es wurden auch 

verschiedene Plasmodiengenotypen in Plazenta und Peripherie gefunden [213, 

214]. Bestimmte befallene Erythrozyten können nämlich an Chondroitinsulfat A 

des Synzytiotrophoblasten der Plazenta binden und dort sequestriert werden. 

Diese binden über die duffy binding-like (DBL-γ3) Domäne des PfEMP1 [36, 

198]. CSA-bindende Parasitenklone werden möglicherweise nur während der 

Schwangerschaft selektiert und verursachen dann plazentare Malaria. Sie 

binden keine der anderen Rezeptoren und sind bei nichtschwangeren Patienten 

nicht nachzuweisen [78].  
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Besonders Primigravidae sind von Malaria betroffen - sie entwickeln eine 

Parasitämie häufiger und ausgeprägter als Multigravidae [29] und sind auch von 

den Folgen wie Anämie [155] und Säuglingssterblichkeit in einem höheren Maß 

betroffen [231]. Dieser Unterschied in der Immunität zwischen Primi- und 

Multigravidae lässt sich zumindest teilweise erklären durch die Tatsache, dass 

bei Multigravidae Antikörper gegen CSA-bindende Parasiten gefunden wurden, 

die Primigravidae fehlen. Diese Antikörper scheinen erst in subsequenten 

Schwangerschaften die Bindung parasitierter Erythrozyten an das CSA und 

damit die Sequestration der Parasiten in der Plazenta zu verhindern [80].  

 

 

1.6  Immunologie von Plasmodium falciparum 

 

Die Immunität gegenüber Parasiten ist viel komplexer als die gegenüber Viren 

oder Bakterien, da sie viele verschiedene Antigene und eine komplexe 

genetische Struktur haben und sich optimal an den Wirt angepasst haben [132]. 

Die entstehende Immunität ist oft zeitlich begrenzt. Bei P. falciparum wird 

unterschieden zwischen klinischer Immunität, die trotz vorhandener Parasitämie 

vor den klinischen Symptomen von Malaria schützt, und antiparasitärer 

Immunität, die die Parasitämie verringert [19, 217]. Anscheinend entwickelt sich 

die klinische Immunität in drei Stadien: Zuerst gegenüber der lebens-

bedrohlichen Ausprägung von Malaria, dann gegenüber der symptomatischen 

Infektion und schließlich eine partielle Immunität gegenüber der Parasitämie an 

sich [104, 216, 217]. Einige Autoren unterscheiden im Hinblick auf diese 

Entwicklung nur die klinische Immunität und die antiparasitäre Immunität [200]. 

Selbst in holoendemischen Gebieten lebende Patienten entwickeln nie eine 

vollständige sterile antiparasitäre Immunität [217, 251]. Die immunologischen 

Vorgänge im Zusammenhang mit P. falciparum sind äußerst komplex und noch 

nicht vollständig bekannt. Es scheint sich um eine stadienspezifische und 

stammspezifische Immunität zu handeln [38, 151, 265]. In jeder Phase der 

Infektion - ob gegenüber Sporozoiten, dem Leberschizonten, den Merozoiten, 

dem intraerythrozytischen Stadium oder den Gametozyten - ist das 
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Immunsystem unterschiedlichen Antigenen ausgesetzt und reagiert 

möglicherweise mit verschiedenen Immunantworten. Durch die 

Polymorphismen und Antigenvariation der Plasmodien werden diese Antworten 

noch komplexer [49, 121]. Sowohl das angeborene als auch das erworbene 

Immunsystem spielen bei der Reaktion auf Malaria eine Rolle. Individuen 

müssen laufend Malaria exponiert sein, um Immunität aufrechtzuerhalten [217]. 

Auch Mechanismen der Toleranz gegenüber Toxinen spielen wahrscheinlich 

eine Rolle bei der Reaktion des menschlichen Organismus auf Plasmodien 

[217].   

  

1.6.1  Natürliche Resistenz  

Einige genetische Faktoren schützen vor einer Erkrankung mit P. falciparum, 

wenn es sich dabei auch nicht um Bestandteile des Immunsystems im 

eigentlichen Sinn handelt. Schon 1949 stellte Haldane die Malaria Hypothese 

auf, die besagte, dass die geographische Verteilung der Thalassämien mit der 

der Malaria übereinstimmt, weil heterozygote Merkmalsträger wohlmöglich 

durch einen Überlebensvorteil gegenüber Malaria selektiert würden [88]. Dieser 

müsste den Nachteil für die Homozygoten ausgleichen, so dass das Merkmal in 

der Bevölkerung erhalten bleibe. Inzwischen gibt es Bestätigungen in Form von 

Populationsstudien für eine solche Annahme, die auch auf andere 

Hämoglobinopathien ausgeweitet werden kann, auch wenn die Mechanismen 

im Einzelnen oft nicht bekannt sind [16, 265]. Unter den Hämoglobinopathien 

stellen vor allem die Sichelzellenanämie und die Ovalozytose [270], sowie 

möglicherweise die Thalassämien einen Schutz vor Malaria dar [265]. Die 

Plasmodien scheinen die betroffenen Erythrozyten unter niedrigerer 

Sauerstoffspannung schlechter invadieren zu können und sich in diesen 

schlechter zu vermehren [81, 183].  

 

Es gibt Hinweise, dass auch der Glukose-6-Phosphatdehydrogenasemangel 

durch Malaria selektioniert sein könnte. Das Gen für G6PD liegt auf dem         

X-Chromosom und das fehlende Enzym ist entscheidend in der Produktion von 

NADPH. Für diesen Enzymmangel heterozygote Frauen und hemizygote 
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Männer sind beide von schwerer Malaria seltener betroffen [208]. Auch bei den 

HLA-Genen, die Oberflächenmoleküle als Bestandteil des Immunsystems 

codieren, wird vermutet, dass sie durch Infektionserreger einer natürlichen 

Selektion unterlagen. HLA-Klasse-I-Antigen HLA-Bw53 und ein HLA-Klasse-II-

Haplotyp (DRB*1302-DQB1*0501), die vorwiegend in Westafrika vorkommen, 

schützen vor schwerer Malaria [96]. HLA-B53-positive zytotoxische T-Zellen 

erkennen LSA-1 (liver-stage-specific antigen-1) der exoerythrozytären 

Parasitenstadien und scheinen die Grundlage dieser Resistenz zu bilden [97].  

 

Auch Polymorphismen von bestimmten Genen, die mit dem Immunsystem 

assoziiert sind, scheinen einen Einfluss auf die klinische Ausprägung von 

Malaria zu haben - im Fall von einigen Polymorphismen des Gens für das 

Zytokin TNF-α ist der Träger für zerebrale Malaria anfälliger. Viele andere 

solcher Polymorphismen werden auf ihren Einfluss auf Malaria hin untersucht 

[131, 159, 203, 233]. 

 

1.6.2  Erworbene (spezifische) Immunität 

Bei der erworbenen Immunantwort handelt es sich um Mechanismen, die gegen 

bestimmte Antigene der eindringenden Erreger gerichtet sind und damit 

spezifisch sind. Sowohl B-Zellen - als Lymphozyten, die im Knochenmark 

differenzieren - als auch T-Zellen, bei denen es sich um differenzierte 

Lymphozyten aus dem Thymus handelt, sind Teil der spezifischen 

Immunantwort. Nach der unspezifischen Phagozytose oder Pinozytose von 

Antigenen der Parasiten hauptsächlich durch dendritische Zellen präsentieren 

diese antigenpräsentierenden Zellen (APC) den T-Zellen in den Lymphknoten 

die Antigene an ihrer Oberfläche [119]. Sie werden über MHC-Klasse II 

Moleküle (Haupthistokompatibilitätskomplex) des HLA-Systems präsentiert, die 

auf allen APC vertreten sind. Nur APC wie dendritische Zellen, Makrophagen 

oder B-Zellen können bei der Präsentation der Antigene auch co-stimulierende 

Signale senden. Dadurch werden naive B- und T-Zellen, die den Rezeptor für 

das jeweilige Antigen tragen, aktiviert [117]. 
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1.6.2.1  Zelluläre Immunität vermittelt durch T-Lymphozyten 

Naive T-Zellen, die zwischen Blutkreislauf und Lymphorganen pendeln, mustern 

die Oberfläche der APC nach einem von MHC präsentiertem Antigen, für das 

ihr jeweiliger T-Zellrezeptor spezifisch ist. Die T-Zellrezeptoren einer T-Zelle 

können durch klonale Selektion jeweils nur ein Antigen erkennen. Nach der 

Aktivierung naiver T-Zellen durch Erkennung des Antigen und Co-stimulation 

proliferieren diese und differenzieren zu T-Effektorzellen oder T-Gedächtnis-

zellen. Gedächtniszellen führen bei einer erneuten Infektion zu einer 

schnelleren spezifischen Immunantwort. Effektorzellen aktivieren B-Zellen und 

Makrophagen und weisen veränderte Zelladhäsionsmoleküle auf. Sie 

exprimieren zum Beispiel die CD45RO-Isoform, was auf ihre Aktivierung 

hinweist [113]. Aktivierte Makrophagen bauen die schon phagozytierten Erreger 

mit ihren Phagosomen effizienter ab [117]. 

 

Unter den T-Effektorzellen gibt es CD8-T-Zellen, die zytotoxisch sind, und    

CD4-T-Zellen, die als Helferzellen entweder zu TH1-Zellen oder TH2-Zellen 

differenzieren und andere Zellen aktivieren. CD8-positive T-Zellen erkennen 

Antigene, die über MHC-Klasse I Moleküle präsentiert werden. MHC-Klasse I 

Moleküle finden sich auf allen kernhaltigen Zellen und präsentieren haupt-

sächlich Antigene aus dem Zytosol. Zytotoxische Zellen können lytische 

Granula an einer so gebundenen Zelle freisetzen, die diese zerstören: Perforin 

polymerisiert zu Poren in der Membran der Zielzelle und Granzyme sind 

Serinproteasen, die in der Zielzelle eine Enzymkaskade anstoßen. Phagozyten 

in der Umgebung erkennen, dass sich die Zellmembran verändert hat und 

phagozytieren die angegriffenen Zellen. CD4-positive T-Zellen dagegen 

erkennen Antigene, die über MHC-Klasse II Moleküle präsentiert werden, die es 

nur auf APC gibt. Daher handelt es sich um phagozytierte Antigene. TH1-Zellen 

aktivieren als Reaktion auf intrazelluläre Erreger hauptsächlich Makrophagen 

und das zelluläre Immunsystem, während TH2-Zellen nach Erkennung 

extrazellulärer Antigene B-Zellen aktivieren und damit die humorale 

Immunantwort stärken [117]. 
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Eine zellvermittelte Immunität gegenüber P. falciparum, die CD4- und CD8-T-

Zellen und Zytokinproduktion involviert, kann durch niedrig dosierte Infektion mit 

infizierten Erythrozyten hervorgerufen werden [190]. Dass bestimmte HLA-

Klasse-I-Antigene einen Schutz vor Malaria gewährleisten, deutet schon darauf 

hin, dass CD8-T-Zellen eine Rolle bei der Immunität gegenüber P. falciparum 

spielen [215]. Da  Erythrozyten keine MHC-Moleküle zum Präsentieren der 

Parasitenantigene besitzen, lösen die intraerythrozytären Plasmodienstadien 

kaum eine zytotoxische T-Zellreaktion aus. Die Hepatozyten, die von den 

Sporozoiten zuerst invadiert werden, sind davon allerdings betroffen [270].  

  

Die erythrozytären Stadien werden von CD4-T-Zellen bekämpft [83]. Diese 

Lymphozyten können Plasmodien in vitro töten [70] und die parasitenspezi-

fische lymphoproliferative Antwort von Einwohnern endemischer Gebiete in vitro 

korreliert mit klinischer Immunität [172]. Bei immunsupprimierten Mäusen 

können transferierte antigenspezifische CD4-T-Zellen Plasmodien reduzieren 

aber nicht eliminieren [98, 246]. Im Mausmodell zeigt sich in den ersten 14 

Tagen der erythrozytären Infektion eine T-Zellantwort vom TH1-Typ und dann 

nach drei Wochen mehr eine TH2-Antwort. Es scheint also, dass die initiale 

Antwort antikörperunabhängig ist, für die vollständige Beseitigung der Infektion 

aber eine humorale Immunantwort benötigt wird [134, 243, 245]. Auch im 

Menschen gibt es Hinweise, dass sowohl TH1-Zellen als auch TH2-Zellen 

während einer Plasmodieninfektion aktiviert sind [243]. 

 

Dass allerdings eine Co-Infektion mit HIV den Verlauf von Malaria in den 

initialen Studien kaum beeinflusste, sprach zunächst eher gegen einen 

wichtigen Anteil der T-Helferzellen an der Elimination von Plasmodien [85, 199]. 

Neuere Studien haben einen Zusammenhang zwischen der HIV-Infektion und 

höheren Parasitämien bzw. mehr klinischer Malaria beschrieben [77, 86, 271]. 

Geringere CD4-T-Zellmengen durch eine HIV-Infektion gehen zudem mit 

geringerer Zytokinproduktion einher und mit Zerstörung von T-Gedächtniszellen 

[175].  
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Bei akuter Malaria mit hohen Parasitämien im Menschen ist jedoch die para-

sitenspezifische zelluläre Immunantwort beeinträchtigt - durch Leukopenie und 

funktionelle Beeinträchtigung [32, 100]. Die anscheinende Leukopenie könnte 

damit erklärt werden, dass die antigenspezifischen und aktivierten T-Zellen 

sequestriert sind und deshalb bei Blutabnahmen aus dem peripheren Blut nicht 

gemessen werden [253]. 

 

Eine überschießende Immunreaktion scheint zur Pathogenese der schweren 

Krankheitsausprägung beizutragen [203]. Zu den regulatorischen T-Zellen, die 

diese überschießende Reaktion verhindern sollen, gehören endogene 

CD4+CD25+ T-Zellen und TH3-, TR1- und CD8-Treg Zellen. Ihre Wirkung wird 

über verschiedene Zytokine vermittelt, unter anderem über IL-10 [35].  

 

1.6.2.2  Humorale Immunität vermittelt durch B-Lymphozyten 

B-Zellen erkennen hauptsächlich extrazelluläre Antigene mit ihren Antigen-

rezeptoren, bei denen es sich um Antikörper (Immunglobuline) handelt. Nach 

ihrer Aktivierung produzieren und sezernieren sie diese Antikörper ins Blut. 

Durch die Immunglobuline können Antigene wie Toxine neutralisiert, 

Krankheitserreger opsonisiert oder das Komplementsystem aktiviert werden, 

um die Erreger letztendlich meist über Phagozytose zu entfernen [35]. Bei 

Immunglobulinen handelt es sich um Glykoproteine. Die verschiedenen Formen 

der Immunglobuline haben unterschiedliche Funktionen, im Serum kommen vor 

allem IgG, aber auch IgM und IgA vor. Von IgG gibt es vier Subklassen (IgG1 

bis IgG4), die sich anhand ihres Aufbaus unterscheiden [116]. 

 

Im Fall von akuter Malaria ist eine polyklonale B-Zellaktivierung und 

Hypergammaglobulinämie bekannt, möglicherweise zu verstehen als eine 

Manipulation des Immunsystems durch den Parasiten [57]. Während einer 

akuten Plasmodieninfektion produzieren Menschen aber auch spezifische 

Antikörper gegen Antigene dieser Parasiten [37, 151]. Durch Gabe von 

Immunglobulin (IgG) immuner Individuen an nichtimmune Infizierte können 

Parasitämien verringert werden und es ist eine klinische Besserung zu 
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beobachten [27, 45]. Im Modell zeigt sich allerdings, dass B-Zell-Depletion bei 

Mäusen nur eine Veränderung in der chronischen Phase der Infektion bewirkt, 

was darauf schließen lässt, das auch andere Mechanismen daran beteiligt sind, 

eine Plasmodieninfektion zu eliminieren [233]. Es wurden Antikörper gegen 

verschiedene Plasmodienantigene nachgewiesen. Unter anderem gehören 

dazu PfEMP1 [37], MSP-1 [351, 363, 393], MSP-2 [281], MSP-3 [178], GPI 

[174, 187, 203] und CSP (circumsporozoite antigen) [103]. 

 

1.6.3  Angeborene (unspezifische) Immunität  

Die angeborene Immunität umfasst Mechanismen, die gegen jedes Antigen in 

gleicher Weise eingesetzt werden. Sie sind immer bereit, Krankheitserreger 

unspezifisch abzuwehren und umfassen Zellen wie die antigenpräsentierenden 

Zellen (APC) Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen. Dazu kommen 

außerdem neutrophile Granulozyten, natürliche Killerzellen, NK-T-Zellen und 

γδ-T-Zellen. Makrophagen und neutrophile Granulozyten können mit ihren 

Oberflächenrezeptoren allgemeine Merkmale von Infekterregern erkennen und 

sie phagozytieren [185, 258]. Komplementär führt das Komplementsystem 

durch eine Proteinkaskade auf der Oberfläche von Bakterien zur Proteolyse. 

Zytokine tragen zum Entstehen einer Entzündung bei und Chemokine locken 

weitere Zellen zum Entzündungsherd. Diese Reaktionen bekämpfen die 

Krankheitserreger so lange, bis die erworbene Immunantwort bereit ist, die 

Erreger spezifisch anzugreifen [114]. Bei Malaria limitieren angeborene 

Immunmechanismen die maximale Parasitendensität nach einer Hypothese, für 

die es einige Bestätigungen in epidemiologischen Studien gibt. Sie werden 

danach bei Überschreiten einer bestimmten Parasitendichte immer wieder 

getriggert und können so die Parasitämie kontrollieren, bis die spezifische 

Immunität die Parasiten ganz eliminieren kann [233].  

 

1.6.3.1  NK-Zellen 

Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) sind CD3-negative Lymphozyten und 

könnten als Teil des angeborenen Immunsystems die Initiatoren einer Kaskade 

von angeborenen Immunmechanismen gegen Malaria sein [233]. Sie sind bei 
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der Reaktion auf prä-erythrozytäre Stadien der Plasmodien bei Mäusen 

impliziert worden [58]. Gegenüber P. falciparum infizierten Erythrozyten wurde 

eine lytische Aktivität menschlicher NK-Zellen in vitro festgestellt [180], die unter 

anderem durch Granzym B vermittelt wird [153]. Zytotoxische Aktivität wurde 

gemessen, wenn die Parasiten zuerst in die Zirkulation entlassen werden [94]. 

Zumindest in Mäusen scheint dieser zytotoxische Effekt der NK-Zellen 

gegenüber den infizierten Erythrozyten allerdings nicht zur Eindämmung einer 

Infektion mit P. chabaudi beizutragen, hier ist der hauptsächliche Effekt über 

IFN-γ vermittelt [169]. In Abwesenheit von NK-Zellen erreichen die 

Parasitämien in Mäusen aber höhere Maximalwerte, sie tragen also zur 

Immunabwehr bei [233]. NK-Zellen scheinen zwischen dem angeborenen und 

dem erworbenen Immunsystem zu stehen. Sie werden nur in Gegenwart von 

Monozyten oder dendritischen Zellen durch Plasmodien aktiviert, um IFN-γ zu 

produzieren. NK-Zellen sind teilweise für die Produktion der ersten frühen Welle 

von IFN-γ als Reaktion auf Plasmodien verantwortlich [18, 51]. IFN-γ vermittelt 

unter anderem die Differenzierung von T-Zellen zu TH1-Zellen und beeinflusst 

so die spezifische Immunantwort [25, 218].  

 

1.6.3.2  γδ-T-Zellen 

Unter den CD3-positiven T-Zellen gibt es neben CD8-positiven zytotoxischen  

T-Zellen und den CD4-positiven T-Helferzellen unter anderem auch noch    

CD4- und CD8-negative T-Zellen. Sie besitzen einen T-Zellrezeptor der keine  

α- und β-Kette sondern eine γ- und δ-Kette besitzt und machen weniger als 5 % 

der im Blut zirkulierenden T-Zellen aus. Im Gewebe sind diese γδ-T-Zellen 

besonders in Schleimhäuten von Gastrointestinal- und Fortpflanzungstrakt 

konzentriert. Ihre Funktion ist nicht endgültig geklärt [113, 114], sie scheinen 

aber eine Brücke zwischen angeborener und erworbener Immunität zu bilden 

[233]. Es gibt Vermutungen, dass sie eine Art Wächterfunktion an den mukösen 

Oberflächen haben [209] und sie scheinen vor allem eine Rolle bei 

intrazellulären Pathogenen zu spielen [258]. Im Fall von P. falciparum können 

γδ-T-Zellen eine Parasitämie zwar nicht allein bekämpfen [135], könnten aber 

möglicherweise eine immunregulatorische Rolle einnehmen [209]. γδ-T-Zellen 
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sind bei Erwachsenen mit keiner vorherigen Exposition zu Malaria während 

einer ersten akuten Infektion mit P. falciparum und bis zu vier Monate danach 

erhöht [101, 110, 207]. Diese Zellen werden vor allem durch Parasiten im 

Schizontenstadium stimuliert [84], allerdings besser durch lebende Schizonten 

als durch Lysat, mit welchem sich vor allem αβ-T-Zellen stimulieren lassen 

[268]. γδ-T-Zellen sind die hauptsächlichen Produzenten von IFN-γ in PBMC-

Kulturen, die mit Schizontenlysat stimuliert wurden [51, 84]. Außerdem 

produzieren sie als Reaktion auf Stimulation vor allem TNF-α, sowie TGF-β und 

GM-CSF und geringe Mengen von IL-2, sowie IL-4, IL-5 und IL-10 [84, 133, 

135]. In vitro können γδ-T-Zellen das Wachstum der Parasiten inhibieren, 

anscheinend sind sie vor allem für die Merozoiten durch direkten Kontakt 

zytotoxisch [63, 254]. Diese Zytotoxizität wird über die Exozytose Granulysin 

enthaltender Vesikel und Perforin vermittelt [56, 69].  

 

1.6.4  Zytokine   

Zytokine spielen sowohl im angeborenen als auch im erworbenen Immun-

system eine Rolle. Die TH1- und die TH2-Zellen werden anhand ihrer Zytokine 

unterschieden, pro-inflammatorische TH1-Zellen produzieren vor allem IFN-γ, 

TNF-α und IL-2, während anti-inflammatorische TH2-Zellen unter anderem IL-4, 

IL-5, IL-10 und TGF-β produzieren [117, 134].  

 

Ein wichtiges Ergebnis der frühen Interaktion des angeborenen Immunsystems 

mit Plasmodien scheint die Produktion immunregulatorischer Zytokine wie IL-12 

und IFN-γ zu sein, die andere Zellen des angeborenen Immunsystems sowie  

T- und B-Zellen aktivieren [258]. IFN-γ ist in Mausmodellen für Malaria kurz vor 

der höchsten Parasitämie erhöht, bleibt dann aber auch während Rekrudes-

zensen auf einem niedrigen Niveau [243]. Das Zytokin scheint also in der 

Kontrolle der höchsten Parasitämie eine Rolle zu spielen. IFN-γ wird im 

Rahmen von Malaria im Menschen zuerst von NK-Zellen gebildet [18], dann 

von γδ-T-Zellen und schließlich auch von αβ-T-Zellen [19]. IFN-γ steuert die 

Differenzierung von T-Zellen hin zu hauptsächlich TH1-Zellen und verursacht 

den IgG Klassen-Switch. Außerdem induziert es die Bildung von Stickoxid, 
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reguliert die Expression von MHC-Klasse-II-Molekülen und sorgt für die 

Aktivierung von Makrophagen [25]. IFN-γ führt auch zur IL-12 Produktion, die 

wiederum über eine positive Feedback-Schleife NK-Zellen zur IFN-γ-Bildung 

anregt [281]. Daneben reguliert IFN-γ das Wachstum von TH2-Zellen herunter 

[25]. Das richtige Zytokingleichgewicht scheint über Pathologie oder Schutz vor 

Malaria zu entscheiden, wobei die pro-inflammatorischen Zytokine wie IFN-γ 

früh in der Infektion schützen, beim Überwiegen zu einem späteren Zeitpunkt 

jedoch die Pathologie verstärkt wird [281]. Damit es nicht zu einer über-

schießenden Makrophagenaktivierung kommt, wird die inflammatorische 

Reaktion von TH2-Zytokinen wie IL-4, IL-10 oder TGF-β blockiert und die 

Antikörperproduktion angeregt [19].  

 

IL-10 wird außer von TH2-Zellen auch von Monozyten und B-Zellen produziert 

und inhibiert bei der P. falciparum Malaria die proinflammatorische Zytokin-

produktion [281], anscheinend durch negatives Feedback [99]. Unter anderem 

geschieht dies durch Inhibition der Aktivierung von NK-Zellen [176]. Höhere    

IL-10 Konzentration wurde bei Kindern mit schwerer Malaria, schlechterer 

Parasitenclearance und Hyperparasitämie gefunden [107, 145, 186].  

 

1.6.5  Modell für Immunantwort bei P. falciparum Malaria 

Als eine Möglichkeit, wie die verschiedenen Arme des Immunsystems als 

Antwort auf P. falciparum zusammenarbeiten, haben Urban et al. folgendes 

Modell beschrieben [258]: Dendritische Zellen werden durch infizierte 

Erythrozyten aktiviert, reifen und sezernieren die Zytokine IFN-α, IL-12, TNF-α. 

Dadurch werden NK-Zellen aktiviert, die IFN-γ produzieren, welches wiederum 

das Monozyten-Makrophagen-System zur Phagozytose und NO-Bildung 

aktiviert.  Die APC präsentieren die Parasitenantigene den T-Zellen, die sich 

unter dem pro-inflammatorischen Zytokineinfluss zu TH1-Zellen wandeln. 

Allmählich werden sie allerdings durch das akkumulierende Hämozoin 

paralysiert (siehe 2.5.1.3). In der Milz adhärieren sie gleichzeitig über CD36 und 

produzieren IL-10, welches die Zytokinbalance zu einer anti-inflammatorischen 

Antwort verschiebt. IL-10 stimuliert aber auch B-Zellen, so dass diese das 
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zytophile IgG1 und IgG3 herstellen. Durch die humorale Komponente kann die 

Parasitämie endgültig kontrolliert werden. Da durch die Antigenvariation immer 

einige Parasiten der Immunantwort entkommen, beginnt der ganze Prozess 

dann von vorne mit den neuen Antigenen. Bei Mäusen wurde bereits gezeigt, 

dass TH1-Zellen die akute Parasitämie bekämpfen können, aber B-Zellen 

benötigt werden, um die Parasiten vollständig zu eradizieren [244]. 

 

1.6.6  Immunologie der Malaria in der Schwangerschaft 

 

1.6.6.1  Allgemeine Immunologie in der Schwangerschaft 

Da die Schwangere durch den Fetus mit einem Allograft mit fremden Antigenen 

konfrontiert ist, müssen antigen-spezifische Immunantworten während der 

Schwangerschaft supprimiert werden, um den feto-plazentaren Allograft zu 

ermöglichen. Dies zeigt sich unter anderem in einer transienten Suppression 

der zellulären Immunität [179]. Auch die erhöhte Hormonproduktion von 

Östrogen und Cortisol in der Schwangerschaft scheint das Immunsystem durch 

Suppression der zellulären Immunität zu beeinflussen [163, 179, 191].  

 

Allgemein scheinen aber in der Schwangerschaft die Mechanismen der 

angeborenen Immunität gegenüber der erworbenen Immunität zu überwiegen 

[160]. In der Plazenta sind grundsätzlich keine NK-Zellen zu finden [181, 241]. 

Es lässt sich aber eine Zunahme zirkulierender regulatorischer CD25+CD4+     

T-Zellen in der Schwangerschaft nachweisen, die die Aktivierung von 

dendritischen Zellen, CD4-T-Zellen, CD8-T-Zellen und B-Zellen in vitro 

inhibieren können [17, 227, 252]. Zu weiteren Mechanismen, die den fetalen 

Allograft ermöglichen, gehören die fehlende Expression von klassischen MHC-

Klasse I Molekülen und von MHC-Klasse II Molekülen auf plazentaren 

Trophoblastzellen. Stattdessen wird hauptsächlich HLA-G exprimiert, welches 

die Aktivierung von NK-Zellen inhibiert [17, 108, 252].  

 

Viele Hinweise aus dem Mausmodell und Untersuchungen am Menschen 

deuten darauf hin, dass Schwangerschaft ein TH2-Phänomen ist: Es scheint, 
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dass in der Schwangerschaft die zelluläre Immunantwort unterdrückt wird und 

die humorale Immunität überwiegt. TH1-Zytokine wie IL-2, IFN-γ und TNF und 

auch dadurch aktivierte NK-Zellen sind schädlich für den Fetus. TH2-Zytokine 

wie IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 unterstützen dagegen die B-Zellentwicklung und 

IL-10 kann auch direkt TH1-Zytokinsynthese inhibieren [240, 269]. Die 

Entscheidung für den TH2-Weg wird also durch IL-10 und auch durch TGF-β 

und Progesteron beeinflusst [30]. Möglicherweise wird die normale Entbindung 

unterstützt durch eine schnelle Umkehr der TH2-Zytokinbasis hin zu zellulären 

Mechanismen, die bei der Ablösung der Plazenta eine Rolle spielen könnten 

[269].  

 

1.6.6.2  Immunologie der PAM 

Vor allem Primigravidae sind unter den Schwangeren in holoendemischen 

Gebieten anfällig für eine Infektion mit P. falciparum. Obwohl die lympho-

proliferative Antwort auf Antigene in der Schwangerschaft allgemein geringer 

ausfällt [71, 201], zeigen Multigravidae bei Stimulation eine stärkere 

Lymphozytenproliferation und zytotoxische Aktivität von NK-Zellen als 

Primigravidae [28, 74, 196]. Zusätzlich ist die lymphoproliferative Reaktion 

plazentarer Zellen auf verschiedene Antigene geringer als die des peripheren 

Blutes [197]. Die Abwesenheit von NK-Zellen in der Plazenta könnte die 

Clearance der Parasiten negativ beeinflussen [181]. Auch im peripheren Blut ist 

während der Schwangerschaft die Aktivität von NK-Zellen vermindert [20]. Es 

gibt einen nichtopsonisierenden phagozytischen Defekt für CSA-bindende 

Parasiten im angeborenen Immunsystem: Sie werden zu einem geringeren 

Anteil als CD36-bindende Parasiten phagozytiert [221]. Diese Beobachtung 

trägt möglicherweise zur Akkumulation der Parasiten in der Plazenta bei. 

 

Eine der hauptsächlichen Erklärungen der epidemiologischen Charakteristika 

von PAM scheint in der Produktion von Antikörpern gegen CSA-bindende 

Parasiten zu liegen. Im Gegensatz zu ersten Studien, die darauf hinwiesen, 

dass die Ausbildung von diesen Antikörpern erst nach der ersten Schwanger-

schaft geschehe [80], zeigen andere Studien, dass sowohl Primigravidae als 
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auch Multigravidae zum Geburtstermin Adhäsion-blockierende Antikörper 

besitzen [177]. Allerdings beginnen Multigravidae mit deren Produktion früher in 

der Schwangerschaft - nach nur 12 Wochen der Gestation, während es bei 

Primigravidae noch 8 Wochen länger dauert. Antikörper, die die Bindung zu 

CSA inhibieren, verleihen Schutz vor PAM [177, 242], bei Primigravidae konnte 

allerdings keine Korrelation zwischen CSA-bindenden Antikörpern und 

geringerer PAM festgestellt werden [48]. Diese Antikörper sind aber assoziiert 

mit einem verbessertem Ergebnis der Schwangerschaft so wie höherem 

Geburtsgewicht und Gestationsalter der Neugeborenen und weniger maternaler 

Anämie [59, 230]. 

 

Auch die Zytokinproduktion verändert sich durch PAM: Die während der 

Schwangerschaft vorherrschende TH2-Zytokinproduktion wird bei plazentarer 

Malaria zu einem TH1-Schwerpunkt in der Plazenta verlagert, mit haupt-

sächlicher Produktion inflammatorischer Zytokine wie IFN-γ, TNF-α und IL-2 

[22, 30, 72, 79]. IFN-γ inhibiert dann die Produktion von IL-10 [30]. Chemokine, 

produziert von Makrophagen der Plazenta, locken mehr Immunzellen in die 

intervillösen Räume [237]. In der Plazenta ist TNF-α bei PAM erhöht [72], was 

einhergeht mit einem schlechtem Ergebnis für die Schwangerschaft [170, 179, 

205]. Hohe IFN-γ Konzentrationen wurden in einer Studie ebenso mit niedrigem 

Geburtsgewicht assoziiert [79]. Auch wenn IL-10 wichtig scheint, um die 

übermäßige inflammatorische Zytokinproduktion einzudämmen, ist vermehrte 

IL-10 Produktion bei PAM ein Risikofaktor für Frühgeburten [236].  

 

HIV-positive Schwangere sind anfälliger für PAM (erhöhte Parasitämien 

peripher sowie auch plazentar ebenso wie die bekannten Folgen für die Kinder), 

was besonders für Multigravidae gilt, die nicht die sonst übliche Immunität 

gegenüber PAM entwickeln [199, 232, 248, 261]. Möglicherweise beruht diese 

Beobachtung darauf, dass diese weiter fortgeschrittene HIV Infektionen 

aufweisen oder dass Primigravidae allgemein schon von PAM gefährdet sind, 

unabhängig vom HIV Status [109]. Zudem ist bei einer HIV-Infektion in der 

Schwangerschaft die humorale Antwort auf Malariaantigene beeinträchtigt, die 



  
1  Einleitung                                                                                                                                 25 
 

Auswirkung auf Multigravidae lässt sich also dadurch erklären, dass die bereits 

erworbenen Antikörper gegen CSA-bindende Parasiten sie nicht mehr effizient 

schützen [109, 175, 199].  

 

1.6.7  Neonatale Immunologie von Malaria 

 

1.6.7.1  Allgemeine Immunologie des Neugeborenen 

Beim weißen Neugeborenen finden sich mehr Leukozyten, Lymphozyten,     

NK-Zellen und B-Zellen als beim Erwachsenen [50, 68, 90]. Das Immunsystem 

des Neugeborenen scheint aber in verschiedenen Aspekten im Gegensatz zum 

Erwachsenen unreif. Zu dessen Erforschung wird seit Jahren Nabelschnurblut 

eingesetzt, da es die Entnahme größerer Blutmengen ermöglicht. Zum einen 

gibt es bei der Antikörperantwort im Neugeborenen quantitative und qualitative 

Unterschiede zum erwachsenen Immunsystem [224]. Zum anderen ist auch die 

zytotoxische Aktivität geringer, wofür sowohl γδ-T-Zellen als auch CD8-T-Zellen 

verantwortlich scheinen [14, 20, 24, 171]. Auch NK-Zellen scheinen bei 

Neugeborenen eine geringere Aktivität aufzuweisen [20, 24, 82]. Zudem 

herrscht ein Mangel an Komplementkomponenten [142]. Neonatale Monozyten 

und Makrophagen sprechen weniger auf Aktivatoren wie IFN-γ oder 

Mikroorganismen an und produzieren weniger TH1-Zytokine, ebenso wie             

CD4-T-Zellen [150]. 

 

Die CD4- und CD8-T-Zellanteile an den Lymphozyten steigen erst mit dem Alter 

an [68, 90]. Neonatale T-Zellen reagieren zudem auf Stimuli schwächer als 

Erwachsene und benötigen für eine stärkere Reaktion mehr Co-Stimulation, 

können dann jedoch adulte Zytokinproduktion erreichen [14]. Zum Beispiel 

durch Zugabe von CD28 wird die Aktivierung neonataler T-Zellen verbessert 

[152]. Die geringere T-Zellfunktion - besonders Produktion von TH1-Zytokinen - 

ist möglicherweise durch suboptimale APC-T-Zell-Interaktion im Neugeborenen 

erklärbar, wozu beitragen könnte, dass im Neugeborenen hauptsächlich unreife 

B-Zellen als APC funktionieren [14, 152, 224]. Fetale Monozyten exprimieren 



 
26                                                                                                                                 1  Einleitung 
 
 

auch weniger MHC-Klasse I Moleküle [142] und T-Zellen allgemein weniger 

Adhäsionsmoleküle [14].  

 

Im Neugeborenen zeigt sich mit IL-6 und IL-10 eine Neigung zur TH2-Zytokin- 

antwort [14, 89, 142, 152, 192], welches sich wahrscheinlich durch die potentiell 

negativen Auswirkungen von pro-inflammatorischen Zytokinen während der 

Schwangerschaft erklären lässt, wie IUGR und Fehlgeburten. IFN-γ wird ver-

mindert produziert [142]. Möglicherweise liegt dieser verstärkten TH2-Aktivität 

die vermehrte Apoptose von TH1-Zellen zugrunde [14].  

 

Als eine Funktion der γδ-T-Zellen hat Hayday vorgeschlagen, dass sie infekt-

abwehrende Funktionen haben, wenn αβ-T-Zellen nicht funktionell sind, wie bei 

fehlenden MHC-Molekülen zur Antigenpräsentation oder bei Neugeborenen, bei 

welchen die αβ-T-Zellen Funktion eingeschränkt ist [92]. 

 

1.6.7.2  Neonatale Immunologie und PAM 

Neugeborene sind in den ersten Monaten ihres Lebens anscheinend immun 

gegenüber Malaria. Dieses Phänomen wurde teilweise durch Mechanismen der 

natürlichen Resistenz gegen Plasmodien erklärt, die durch die Muttermilch 

übertragen werden: Muttermilch erhält zum einen wenig p-Aminobenzoesäure, 

welches die Parasiten für ihre Replikation benötigen. Außerdem unterstützt das 

in der Muttermilch enthaltene TGF-β zumindest bei Mäusen den 

Parasitenabbau [202]. Zudem scheint das fetale Hämoglobin einen Schutz vor 

Malaria zu gewähren: In Zellen mit HbF ist das Parasitenwachstum signifikant 

verlangsamt [184, 222]. Und da die HbF-Produktion von Heterozygoten für die 

β-Thalassämie im ersten Lebensjahr langsamer zurückgeht [21], ergäbe sich 

damit für Säuglinge mit dieser Anlage ein Selektionsvorteil, der auch die 

Prävalenz der Hämoglobinopathien in malariaendemischen Gebieten erklären 

könnte [184]. Dass allerdings Neugeborene von Müttern, die keine klinische 

Immunität gegenüber Malaria aufweisen, klinisch schwer an Malaria erkranken 

können, spricht gegen die ausschließliche Protektion durch physiologische 

Faktoren bei allen Neugeborenen [111]. 



  
1  Einleitung                                                                                                                                 27 
 

Ein weiterer Mechanismus, der deshalb die temporäre Resistenz von 

Säuglingen gegenüber P. falciparum in den ersten Lebensmonaten erklären 

könnte, ist die in utero Übertragung schützender maternaler Immunglobuline 

von Müttern, die selber klinische Immunität besitzen [39, 111, 155, 202]. Solche 

plasmodienspezifischen Antikörper wurden bei Neugeborenen nachgewiesen 

[155, 202], aber der Zusammenhang zwischen diesen Immunglobulinen und 

tatsächlicher Protektion konnte noch nicht konsistent nachgewiesen werden 

[105, 111, 202]. Während dieser ersten Monate, in der mütterliche Antikörper 

vorhanden sind, könnte es den Säuglingen in Gebieten mit hoher Transmission 

durch die ständige Malariaexposition möglich sein, eine erste eigene Immunität 

aufzubauen [111]. 

 

In epidemiologischen Studien gibt es für das erste Lebensjahr Hinweise aus 

einem holoendemischen Gebiet in Kenia darauf, dass die Antikörperantwort 

gegen P. falciparum bei Neugeborenen von Müttern mit PAM  vermindert ist 

[26]. PAM der Mutter unter der Geburt scheint Kinder im ersten Lebensjahr     

(4. bis 6. Monat) empfänglicher für Malaria zu machen; eine Beobachtung, die 

jedoch nicht mit Antikörperkonzentrationen korreliert werden konnte [137]. Eine 

andere Studie hat bestätigt, dass bei Kindern dieser Mütter weniger Zeit 

verstreicht bis zur ersten Malaria [47, 173]. Allerdings war die Wahrscheinlich-

keit für Malaria in diesem Fall bei Nachkommen von Multigravidae häufiger als 

bei Primigravidae. Möglicherweise erklärt die Tatsache, dass Primigravidae 

normalerweise schon antenatal öfter Parasitämien aufweisen, diese Beo-

bachtung, auch wenn bei Geburt PAM nicht nachgewiesen wurde. Die 

inflammatorische Antwort auf diese Infektion bei den Primigravidae könnte das 

Immunsystem der Feten beeinflussen oder weniger Treg-Zellen induzieren, die 

sie weniger anfällig machen. Trotzdem scheint diese Beobachtung im Gegen-

satz zu der Tatsache zu stehen, dass bei Kinder von Primigravidae die peri-

natale Mortalität am höchsten ist [173]. 

   

Da sich sowohl IgM, welches normalerweise nicht transplazentar übertragen 

wird, als auch für Malariaantigene sensibilisierte B-Zellen und ebenso 
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Plasmodienbestandteile in der PCR im Nabelschnurblut haben nachweisen 

lassen, scheinen viele Neugeborene schon intrauterin und nicht erst durch 

Kontamination mit mütterlichem Blut während der Entbindung Malariaantigen 

ausgesetzt gewesen zu sein. Dabei muss es sich nicht unbedingt um infizierte 

Erythrozyten handeln, die die Plazentaschranke überschreiten, sondern 

möglicherweise auch um lösliche Antigene [61, 127, 147, 280]. Die Genotypen 

von Parasiten, die im mütterlichen und im Nabelschnurblut gefunden werden, 

sind des Öfteren diskordant, was gegen eine Kontamination mit mütterlichem 

Blut bei der Geburt spricht [125, 249]. 

 

Zudem lässt sich als Antwort auf Stimulation neonataler T-Zellen mit Malaria-

antigen Zytokinproduktion nachweisen [73, 127, 148, 196], was auf in utero 

priming dieser Zellen mit Plasmodienantigenen hinweist. Bei anderen 

parasitischen Infektionen der Mutter wurde eine Veränderung der Zytokin-

produktion der Neugeborenen [260] und bei Filarien-, Onchocerca- und 

Schistosomiasisinfektionen eine Neigung hin zu einer TH2-Zytokinantwort 

beobachtet [64, 95, 149]. Neugeborene von Müttern mit Filarien haben, ähnlich 

wie der Nachwuchs von Müttern mit PAM, ein höheres Risiko für Infektionen mit 

Filarien [95]. Auch Neugeborene aus nichtendemischen Gebieten reagieren auf 

Malariaantigene mit Lymphoproliferation, allerdings in sehr viel geringerem 

Ausmaß als diejenigen aus endemischen Gebieten [55].  

 

Die Ergebnisse von Stimulation neonataler Zellen mit Malariaantigenen waren 

bisher nicht sehr einheitlich: In einer Studie in Kamerun wurde bereits eine im 

Vergleich mit Erwachsenen geringere Lymphoproliferation und Zytokin-

produktion (IL-4, IFN-γ) im Nabelschnurblut nachgewiesen [73]. In Gambia war 

die Lymphoproliferation auf Malariaantigene dagegen bei Neugeborenen größer 

als bei deren Müttern. Die Neugeborenen, die bei der Geburt PAM ausgesetzt 

waren, reagierten jedoch mit weniger Lymphoproliferation auf Stimulation, 

wobei Erstgeborene noch niedrigere Proliferationsraten aufwiesen [196]. Die 

Unterschiede zwischen Neugeborenen von Müttern mit oder ohne PAM bei der 

Geburt waren bei den beiden Studien allerdings nicht signifikant. Auf 
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Stimulation mit MSP-1 Antigen wurde bei einer Studie bei Neugeborenen in 

Kenia ein hauptsächliches TH1-Zytokinprofil mit IFN-γ-Produktion festgestellt 

(36%) [127]. In einer weiteren Studie in Kenia wurden verschiedene Antigene 

zur Stimulation benutzt, auf die 66% der CBMCs reagierten. Hier wurden drei 

verschiedene Zytokinprofile bei Neugeborenen festgestellt: 38% produzierten 

ein TH1-Zytokinprofil (IFN-γ und/oder IL-2), 38% ein TH2-Profil (IL-5 und/oder  

IL-13) und 24% eine gemischte Zytokinproduktion, während die Mütter 

hauptsächlich ein TH1-Zytokinprofil zeigten. Insgesamt produzierten CBMCs im 

Gegensatz zur vorangegangenen Studie mehr TH2-Zytokine [148]. Neuge-

borene von Müttern mit PAM bei der Geburt waren fast zweimal so häufige 

Zytokinproduzenten wie die anderen. Neugeborene von Multigravidae und 

Müttern, die bei der Geburt keine PAM hatten, zeigten eher ein TH2-Profil, 

während der Nachwuchs von Primigravidae und Müttern, die bei der Geburt 

PAM hatten, wiederum eher ein TH1-Profil zeigte [148]. Dazu passt, dass PAM 

der Mutter im Neugeborenen anscheinend auch die schon beeinträchtigte 

Funktion der neonatalen APC verschlimmert, was in einer Studie in Gambia zu 

einer reduzierten Produktion von IL-12 und damit von IFN-γ führte [112]. In 

einer anderen Studie in Kamerun zeigen die Neugeborenen von PAM-positiven 

Müttern bei Geburt auf Stimulation mit Schizontenlysat hin allerdings eher ein 

TH2-Profil [12]. Das gleiche galt für Neugeborene von Primigravidae. Die 

Autoren schlossen daraus, dass Neugeborene von PAM-infizierten Müttern 

durch diese TH2-Neigung eine höhere Anfälligkeit für Malaria hätten, da eine 

pro-inflammatorische Antwort essentiell sei, um die Parasitämie zu verringern. 

Da allerdings auch zur Pathogenese immunologische Mechanismen gehören 

könnten, ist es möglich, dass den Neugeborenen durch die in utero Exposition 

mit einem vorbereiteten Immunsystem auch ein Vorteil entsteht.  

 

In Gabun haben vorangehende Studien folgende Ergebnisse gebracht: Nach 

unspezifischer Stimulation zeigten die Mütter mit behandelter Malaria in der 

Schwangerschaft und ihre Neugeborenen die höchste Rate an TNF-α und IFN-γ 

produzierenden γδ-T-Zellen. Das galt bei CBMCs auch für CD3-T-Zellen und 

NK-Zellen. Im Gegensatz dazu wurden bei der Gruppe mit PAM im Vergleich 
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mit der negativen Gruppe die pro-inflammatorischen Zytokine auf einem 

gleichen Niveau oder weniger exprimiert [66]. Neugeborene von Müttern mit 

PAM zeigten vermehrte IL-10 produzierende T- Zellen und verminderte        

TH1-Zytokinproduktion (IFN-γ) nach Stimulation mit Parasitenantigenen [35].  

 

 

1.7  Ziel dieser Arbeit 

 

Das Verständnis besonders der neonatalen Immunität gegen Plasmodium 

falciparum ist essentiell für die Entwicklung einer Impfung, die auch bei 

Schwangeren und Säuglingen angewandt werden kann. Nach einer Hypothese 

von Rasheed von 1993 beeinflussen maternale Infektionen in der Schwanger-

schaft die Entwicklung des sich entwickelnden fetalen Immunsystems [195]. 

Anscheinend kann frühe Exposition des unreifen fetalen Immunsystems mit 

exogenen Antigenen in der Schwangerschaft immunologische Toleranz 

induzieren, die die Anfälligkeit für Infektionen erhöhen könnte. Im Gegensatz 

dazu scheint späte Exposition in der Schwangerschaft Immunantworten vor der 

Geburt zu primen und die Reaktion auf Impfungen zu verbessern [12]. 

 

Wie genau sich diese Zusammenhänge für P. falciparum darstellen, ist 

allerdings noch nicht geklärt. In dieser Studie wurden kurz nach Entbindung 

monozytäre Zellen aus dem peripheren Blut der Mütter ebenso wie aus dem 

Nabelschnurblut unspezifisch und auch mit Malariaantigenen stimuliert. Die 

Zytokine in den Zellen wurden in Abhängigkeit vom Malariastatus der Mutter 

gemessen - ob sie bei Geburt Malaria hatte, während der Schwangerschaft 

gegen Malaria behandelt wurde oder während der Schwangerschaft nie Malaria 

gehabt hatte. Wir hofften dadurch, den Effekt von PAM und deren Behandlung 

auf den Feten zu verstehen. Im Speziellen untersuchten wir den Einfluss der 

pränatalen Exposition mit Malariaantigen auf die neonatale Immunantwort bei 

simulierter erneuter Exposition mit P. falciparum. 
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Dabei wurde auch die Reaktion der mütterlichen und neonatalen Immunzellen 

aus der Nabelschnur auf Stimulation verglichen, um die Kapazität des 

Neugeborenen zur Aktivierung und Zytokinproduktion zu messen. Außer der 

Messung verschiedener TH1- und TH2-Zytokine, haben wir Aktivierungsmarker 

und  Marker für NK- und γδ-T-Zellen bestimmt, um ein umfassendes Bild des 

Einflusses mütterlicher Malaria während der Schwangerschaft zu erhalten - 

betreffend sowohl das angeborene als auch das erworbene Immunsystem. Da 

Malaria in Gabun saisonalen Schwankungen ausgesetzt ist, wurde die 

Expression von Zytokinen und Oberflächenmarkern zudem in Beziehung zu den 

verschiedenen Jahreszeiten gesetzt. So sollte eine eventuelle jahreszeitliche 

Beeinflussung der Aktivierung von T-Zellen verifiziert werden. 
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2  Methodik 

 

2.1  Studienort   

 

2.1.1  Geographie 

Die Studie wurde am Laboratoire de Recherches des Albert Schweitzer 

Krankenhauses in Lambaréné, Gabun durchgeführt. Die Gabunesische 

Republik liegt im westlichen Zentralafrika am Äquator und grenzt an Äquatorial-

guinea, Kamerun, die Zentralafrikanische Republik und die Republik Kongo 

(Abb. 2.1). Im Westen wird das Land vom atlantischen Ozean begrenzt. 

Dreiviertel des Landes sind mit Regenwald bedeckt, der vom Fluss Ogooué mit 

seinen Seitenarmen durchzogen wird. Es herrscht tropisch heißes und feuchtes 

Klima mit einer Durchschnittstemperatur von 27 °C bei geringen Jahres-

schwankungen und einer Luftfeuchtigkeit von 80 bis 90% [272]. Die haupt-

sächliche Regenmenge der durchschnittlich 2500 mm Niederschlag pro Jahr (in 

der Hauptstadt Libreville am atlantischen Ozean) fällt während der langen 

Regenzeit von Januar bis Mai.  

 

                      
  Abbildung 2.1 Karte von Gabun [10] 
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Etwa 180 Kilometer südöstlich von Libreville im Landesinneren liegt die Stadt 

Lambaréné. Direkt am und im Fluss Ogooué gelegen, ist sie Hauptstadt der 

Provinz Moyen-Ogooué mit etwa 15.000 Einwohner. 

 

Bei der Rekrutierung der Studienteilnehmerinnen wurde mit den Ent- 

bindungsstationen des Hôpital Albert Schweitzer und des Hôpital général 

zusammengearbeitet. Das Hôpital général ist das öffentliche Provinzkranken-

haus und liegt im Stadtzentrum auf der Insel im Ogooué, während das Hôpital 

Albert Schweitzer ein privates Krankenhaus ist, das etwa 8 km vom Stadt-

zentrum entfernt am nördlichen Stadtrand und direkt am Fluss liegt. Die 

Studienteilnehmerinnen gaben als Wohnort Lambaréné oder die nähere 

Umgebung an. Die Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen 

Fakultät der Universität Tübingen und des Ethikkomitees des Albert-Schweitzer-

Krankenhauses befürwortet. 

 

2.1.2  Epidemiologie 

Gabun hat eine Bevölkerung von etwa 1,3 Mio.; der größte Teil stammt von der 

Volksgruppe der Bantu ab [10]. Die durchschnittliche Lebenserwartung bei 

Geburt beträgt 59,2 Jahre und Malaria ist für 2,1 % aller Todesfälle in Gabun 

verantwortlich [4]. 

 

In der Region um Lambaréné herrscht eine hyperendemische Übertragung, 

Malaria wird ganzjährig übertragen. Die hauptsächlichen Vektoren Anopheles 

gambiae s.s. und Anopheles funestus übertragen meist Plasmodium falciparum, 

in geringeren Mengen Plasmodium malariae und Plasmodium ovale [272]. Die 

durchschnittliche entomologische Inokulationsrate beträgt etwa 50 infektiöse 

Stiche pro Jahr [239]. Diese Arbeit befasst sich nur mit Plasmodium falciparum. 
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2.2  Rekrutierung  

 

2.2.1  Einwilligung und Anamnese 

Vom November 2002 bis zum September 2003 wurden 120 Studienteil-

nehmerinnen und ihre Neugeborenen in den beiden Krankenhäusern direkt 

nach der Entbindung durch informierte Einwilligung in die Studie einge-

schlossen. Dazu wurden sie über das Ziel der Studie, sowie das Vorgehen und 

die Risiken aufgeklärt. Aufnahmekriterium war ein Aufenthalt im Endemiegebiet 

während der Schwangerschaft und eine Entbindung auf vaginalem Wege. 

Totgeburten wurden ausgeschlossen. 

                       

Von kindlicher Seite wurde das Geschlecht, das Geburtsgewicht und die Größe 

erhoben. Die Schwangerschaftsanamnese betreffend wurden außer Alter und 

Wohnort der Mutter auch die in dem "carnet de santé" (Mutterpass) während 

der Schwangerschaftsvorsorge vermerkten Daten erhoben. Dazu gehörten die 

Blutgruppe, die Parität und Gravidität, das Datum der letzten Regelblutung - 

also das Schwangerschaftsalter - und der Hämoglobinwert bei den Kontrollen. 

Besonders wichtig war die Anamnese hinsichtlich einer möglichen Malaria, ob 

diese dokumentiert - also über den Dicken Tropfen diagnostiziert - und be-

handelt wurde. Trotz weit verbreiteter Chloroquin-resistenter P. falciparum 

Stämme wird in Lambaréné zur Malariaprophylaxe in der Schwangerschaft 

weiterhin meistens Chloroquin per os verwendet - in einer Dosis von 2 x 300 mg 

pro Woche. Allerdings ist die Einnahme jeweils nur für die Wochen nach einer 

pränatalen Vorsorgeuntersuchung gewährleistet und daher oft sehr 

unregelmäßig.   

 

2.2.2  Probengewinnung 

Auf der Entbindungsstation wurden direkt nach der Geburt der Plazenta in 

Heparinröhrchen etwa 15 ml Nabelschnurblut aus der Nabelschnurvene 

entnommen, sowie ebensoviel peripher venöses Blut der Mutter. Unter sterilen 

Bedingungen wurde dann von den beiden Blutproben je 1 ml Vollblut und nach 
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Zentrifugierung 0,5 ml Erythrozytenkonzentrat aus dem Pellet entnommen und 

bei -80°C für die weitere Analyse durch PCR eingefroren (siehe 2.3.2.2). 

 

Außerdem wurde im Kreißsaal durch einen kleinen Schnitt in der mütterlichen 

Seite der Plazenta (Abscherfläche) der intervillöse Raum eröffnet und Plazenta-

blut gewonnen, welches direkt für den Dicken Tropfen genutzt wurde.  Bei der 

plazentaren Malaria kann die Diagnose durch alleinige mikroskopische 

Diagnostik des peripheren Blut ohne zusätzliche direkte Plazentablutdiagnose 

in 20% der Fälle verfehlt werden [140]. 

 

 

2.3  Diagnostik 

 

2.3.1  Hämatologische Diagnostik 

Aus dem venösen Blut und dem Nabelschnurblut wurde je ein Blutbild mit der 

Cell Dyn ® Maschine erstellt, welches den Hämoglobin- und Hämatokritwert, 

sowie die Anzahl der Erythrozyten, der Thrombozyten und der Leukozyten mit 

Unterteilung in Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten beinhaltete. 

 

2.3.2  Gruppeneinteilung aufgrund des Malariastatus 

Die Studienteilnehmerinnen wurden in drei Gruppen eingeteilt, die durch den 

Malariastatus bestimmt wurden. In der ersten Gruppe waren die Fälle, bei 

denen weder während der Schwangerschaft noch zum Zeitpunkt der Geburt 

Malaria festgestellt wurde, sie wird als "negative Gruppe" bezeichnet. In die 

zweite Gruppe wurden die Fälle eingeteilt, die während der Schwangerschaft 

eine dokumentierte Malaria durchgemacht hatten und dahingehend auch 

behandelt wurden. Damit ist die „behandelte Gruppe“ beschrieben. Die letzte 

Gruppe bildeten schließlich die Fälle, bei denen zum Zeitpunkt der Geburt eine 

plazentare Infektion festgestellt wurde - unabhängig von einer vorherigen 

Erkrankung - die "Gruppe der plazentaren Malaria". Die Malariadiagnostik, die 

dieser Gruppeneinteilung zugrunde lag, wurde mit Hilfe zweier verschiedener 

Methoden durchgeführt.  
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2.3.2.1  Dicker Tropfen 

Sowohl aus dem mütterlichen Blut als auch aus dem Nabelschnurblut und dem 

Plazentablut wurde ein Dicker Tropfen zur mikroskopischen Diagnostik 

angefertigt. Dabei wurde die von Kremsner et al. beschriebene sogenannte 

"Lambaréné Methode" angewandt [130, 189]: Es wurden mit einer Pipette 10 µl 

Blut aufgenommen, die in einem definierten Feld von 10 x 18 mm auf einem 

Objektträger gleichmäßig verstrichen und trocknen gelassen wurden (Abb. 2.2).    

  

                
    Abbildung 2.2 Objektträger mit "Dickem Tropfen" [182] 

 

Daraufhin wurde der Objektträger 20 Minuten in Giemsalösung gefärbt. Dazu 

wurde eine frische Giemsalösung aus 25 ml 0,4 %iger Giemsalösung und 75 ml 

Triphosphatpuffer nach Weise (pH-Wert 7,2) hergestellt und filtriert. Unter 

fließendem Leitungswasser wurden nach dem Ende der Färbezeit vorsichtig die 

überschüssigen Farbrückstände auf dem Objektträger entfernt und dieser 

wieder getrocknet. Danach kann das Präparat mit dem Lichtmikroskop unter 

Ölimmersion mit dem 100-Objektiv betrachtet werden - bei einer somit 1000-

fachen Vergrößerung. Dadurch entspricht ein Gesichtsfeld ~ 1/600stel eines 

Mikroliters. Es wurden die asexuellen Plasmodienparasiten in mindestens 30 

Gesichtsfelder ausgezählt. Nach 100 freien Gesichtsfeldern wurde das Präparat 

als negativ eingestuft. Bei einem positiven Befund konnte über folgende Formel, 

bei der die Parasitämie pro Mikroliter angegeben wird, auch eine quantitative 

Diagnose gestellt werden:  

 

Parasitenanzahl / Anzahl der ausgezählten Gesichtsfelder x 600 = Parasiten/µl 
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2.3.2.2  PCR für P.falciparum DNA 

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) für den Nachweis von P. falciparum 

Genen kann unter optimalen Bedingungen Parasitämien geringer als 0.00002% 

nachweisen, was einer Sensitivität von einem Parasiten pro Kubikmillimeter 

oder 5 Parasiten in einer 5 µl Probe entspricht. Die Detektionsschwelle ist unter 

optimalen Bedingungen fünf mal niedriger als bei einem Dicken Tropfen [265]. 

Die PCR funktioniert nach dem Prinzip, dass die zugegebenen Primer das zu 

amplifizierende DNA-Stück eingrenzen. Diese Primer binden nach der 

Denaturierung zuerst auf den Einzelsträngen und von ihnen geht dann die 

DNA-Synthese aus. Das exponentiell amplifizierte Stück DNA ist dann in der 

Gelelektrophorese einfach nachzuweisen. Mit Hilfe dieser Methode können 

Plasmodieninfektionen im Nabelschnurblut festgestellt werden, auch wenn sie 

mikroskopisch oft nicht detektiert werden. Eine mögliche Erklärung dafür ist 

allerdings auch, dass vielleicht nur Makromoleküle der Parasiten, aber nicht 

lebende Parasiten selbst, die Plazentaschranke überschreiten [125]. 

 

Die mikroskopische Malariadiagnostik wurde im peripheren mütterlichen und im 

Nabelschnurblut mit Hilfe der PCR überprüft. Dazu wurde DNA aus 200 µl des 

Erythrozytenkonzentrates mit Hilfe des QIAamp DNA MiniKit aufbereitet, bei 

deren Anwendung nach den Anweisungen des Herstellers verfahren wurde. Bei 

einer "nested" PCR wird das DNA-Stück in zwei Schritten eingegrenzt. Im 

ersten Schritt erfolgt die Amplifikation der weiteren Region, danach wird das 

konkrete Stück, das zwischen den beiden ersten Primern liegt, amplifiziert, um 

damit zuerst falsch determinierte Loci auszusondern und die Sensitivität zu 

erhöhen. So eine verschachtelte PCR wurde benutzt, um die Gene der spezies-

spezifischen kleinen Ribosomenuntereinheit (ssrRNA) von P. falciparum zu 

detektieren [225]. Es wurde zuerst eine genus-spezifische (Primer rPLU1 und 

rPLU5) und dann eine spezies-spezifische PCR (Primer rFAL1 und rFAL2) 

durchgeführt. Die DNA wurde herstellergetreu mit dem Taq PCR Master Mix 

mithilfe der genannten Primer amplifiziert. Die Amplifikationen wurden nach den 

PCR Bedingungen durchgeführt, die Singh et al. beschrieben haben [225]. 

Danach wurden die PCR Produkte mittels Gelelektrophorese bei 5 V/cm im 
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Agarosegel auftrennt und mit Ethidiumbromid gefärbt. Ist DNA von                   

P. falciparum in der Probe, so wird diese ebenso weit wie die Kontrollprobe auf 

dem Gel laufen und kann im UV-Licht sichtbar gemacht werden. Es wurden pro 

Probe zwei PCRs durchgeführt und bei diskrepanten Ergebnissen eine dritte 

Bestimmung. Bei zwei positiven Bestimmungen wurde die Probe als positiv 

gewertet.  

 

 

2.4  Isolierung der mononukleären Zellen (PBMCs) 

 

Das gewonnene Nabelschnur- und das peripher venöse Blut der Mutter wurden 

im Folgenden unter sterilen Bedingungen unter einer sterilen Werkbank 

verarbeitet. Der erste Schritt war die Isolation der Peripheral Blood 

Mononuclear Cells (PBMCs) aus dem mütterlichen Blut beziehungsweise der 

Cord Blood Mononuclear Cells (CBMCs) aus dem Nabelschnurblut. Damit sind 

vor allem Lymphozyten und Monozyten gemeint [118]. Da die mononukleären 

Zellen des peripheren Blutes der Mutter in gleicher Weise untersucht wurden 

wie die Zellen des Nabelschnurbluts, werden bei der weiteren Beschreibung der 

Methoden nur die PBMCs erwähnt. Die Methoden gelten jedoch jeweils für 

beide Zelllinien. Das Blut wurde zuerst jeweils im Volumenverhältnis 1:1 mit 

PBS verdünnt. In einem 50 ml Falcon-Röhrchen wurden 15 ml Ficoll-Paque mit 

25 ml verdünntem Blut überschichtet. Danach wurden die Röhrchen für 35 

Minuten ohne Bremse zentrifugiert, wobei sich durch Dichtegradientenzentrifu-

gation zwischen der Schicht der Erythrozyten und Granulozyten unten und des 

Plasmas mit dem PBS oben ein trüber Lymphozytenring auf dem Ficoll bildet.  

 

Das Plasma mit dem PBS wurde verworfen und der Lymphozytenring wurde 

vorsichtig abpipettiert in ein frisches Falcon-Röhrchen gegeben. Zur Reinigung 

von Ficoll-Rückstanden, die möglicherweise mit entnommen wurden, wurden 

die Zellen nach Suspension in 50 ml PBS gewaschen. Nach der Zentrifugierung 

wurde das PBS schnell dekantiert und das Pellet resuspendiert und wiederum 

in 10 ml PBS aufgenommen.  
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Um die PBMCs zu zählen, wurden 10 µl der Zellsuspension mit 90 µl Trypan-

blau vermischt und 10 µl des Gemischs in eine "Neubauer Improved" Zähl-

kammer gegeben. In dieser wurden unter dem Lichtmikroskop die vier großen 

Eckquadrate ausgezählt, wobei es sich jeweils um eine Fläche von 1 mm2 bei 

einer Tiefe von 0,1 mm handelt. Dabei ist zu berücksichtigen, dass mit Trypan-

blau angefärbte Zellen tot sind und nicht mitgezählt werden sollten. Nur Zellen 

mit intakter Zellmembran werden nicht von dem Farbstoff angefärbt. Die erhal-

tene Summe wurde durch vier geteilt, um einen Durchschnittswert zu ermitteln. 

Durch den Faktor 106, in dem sowohl die Verdünnung im Medium und im 

Trypanblau als auch die Kammertiefe berücksichtigt wurde, erhält man bei der 

Multiplikation die Gesamtzahl der in der Probe von 10 ml enthaltenen Zellen.  

 

Aus der Menge der PBMCs wurde berechnet, wieviel Lösung für welche der 

Stimulationen zur Verfügung stehen würden: 15 Mio. Zellen wurden für die 

plasmodienspezifische Stimulierung benötigt und 5-15 Mio. Zellen für die 

unspezifische Stimulation. Dabei standen nicht immer genug Zellen für beide 

Stimulationen zur Verfügung, ebenso wie auch nicht in allen Fällen gleichzeitig 

genug Zellen von der Mutter und dem Nabelschnurblut zur Verfügung standen. 

Der entsprechende Anteil an der Zelllösung wurde berechnet und diese jeweils 

in 15 ml Falcon-Röhrchen überführt. Nach erneutem Waschen wurde das Pellet 

mit auf 37°C vorgewärmtem Ultra Culture Medium entsprechend der verschied-

enen Stimulationen resuspendiert (siehe 2.5.2, 2.6 und 2.7). Das Medium 

wurde zuvor folgendermaßen präpariert: UC-Medium wurde mit L-Glutamin      

2 mmol/l, Gentamicin 170 µl/ml und 2-Mercaptoethanol 3,5 µl/l versetzt und 

sterilfiltriert. 

 

 

2.5  P. falciparum-spezifische PBMC-Stimulation 

 

Die plasmodienspezifische Stimulation wurde in Anlehnung an die Vorgehens-

weise von Behr und Dubois [23] sowie Winkler [194, 229] und Hensmann und 

Kwiatkowski [93] durchgeführt. 
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2.5.1  Schizontenlysat von P.falciparum  

Das Schizontenlysat für die parasitenspezifische in vitro Stimulation der PBMCs 

über Antigene aus Schizonten von Plasmodium falciparum wurde am Labor des 

Tropeninstitutes in Tübingen hergestellt. 

 

2.5.1.1  Parasitenkulturen 

Das P. falciparum Isolat Cys007, das ursprünglich von einem Kind isoliert 

wurde, welches mit schwerer Malaria auf der pädiatrischen Station des Albert-

Schweitzer-Krankenhauses hospitalisiert war [247], wurde in vitro nach der von 

Trager und Jensen beschriebenen Methode in Kultur gehalten [250]. Die 

Kulturen wurden in 75 cm2 Kulturflaschen mit dem Kulturmedium RPMI 1640 

gehalten. Als komplettes Parasiten Medium (CPM) wurde RPMI Flüssigmedium 

mit Hepes Puffer (24 mmol/l), L-Glutamine (2 mmol/l), Gentamicin (50 µg/ml), 

10% Albumax/Hypoxanthin und 5% humanem Serum versetzt. Die Albumax/ 

Hypoxanthin-Mischung wurde wie folgt erstellt: 10,4 g RPMI 1640 Pulver 

wurden mit 5,97 g Hepes Puffer Salz, 2,33 g Na HCO3, 2 g Glukose und 0,2 g 

Hypoxanthin in 1000 ml destilliertem Wasser gelöst, der pH-Wert sollte dann 

zwischen 7,0 und 7,5 liegen. Daraufhin wurde Albumax (5 mg/ml) hinzuge-

geben und 2 Stunden gerührt, bis das Pulver gelöst war. Danach wurde die 

Lösung sterilfiltriert und mit Gentamicin (50 µg/ml) versetzt. Das fertige Medium 

wurde dann bei 4°C zwischengelagert. Die Parasitenkulturen wurden bei 37°C 

in einer Atmosphäre von 5% CO2, 5% O2 und 90% N2 inkubiert. Zur Sub-

kultivierung wurden O+ leukozytendepletierte Erythrozyten benutzt, um einen 

Hämatokrit von 5% zu erhalten. Die Kulturen wurden bis zum Erreichen einer   

3-5%igen Parasitämie mit einer überwiegenden Schizontämie gezüchtet, was 

täglich durch giemsagefärbte Ausstriche überprüft wurde. Nach Fixierung dieser 

Ausstriche in Methanol für eine Minute wurden sie erneut getrocknet und 20 

Minuten in Giemsalösung gefärbt. Weitere Behandlung wie unter 2.3.2.1 für den 

Dicken Tropfen beschrieben. Die Parasitämie wurde als Anteil der infizierten 

Erythrozyten an der Gesamtzahl der Erythrozyten berechnet.  

 

 



 
 
 
2  Methodik                                                                                                                                  41 

2.5.1.2  Ausschluss einer Mykoplasmenkontamination 

Die Parasitenkulturen wurden ständig mithilfe des PCR Verfahrens auf 

Mykoplasmen-Kontamination untersucht [256], die sich jedoch immer als 

negativ erwies. Dazu wurde das QIAAmp DNA Mini Kit nach Herstellerangaben 

verwendet, um aus 200 µl Erythrozyten der Kultur die DNA zu extrahieren. 

Diese wurde dann nach Spaepen et al. durch die PCR amplifiziert und mit einer 

positiven DNA-Kontrolle, einer negativen DNA-Kontrolle und einer Kontrolle 

ohne DNA per Gelelektrophorese verglichen [228]. 

 

2.5.1.3  Synchronisation der Parasitenkultur durch MACS 

Die Magnetisch-aktivierte Zellsortierung (MACS) kann als ein Verfahren genutzt 

werden, um die Plasmodienkultur zu synchronisieren [229], da die normale Re-

produktion in Kultur zwar gegeben, aber die hohe Synchronisation nicht wie in 

vivo zu erreichen ist. Unter "Synchronisation" einer Kultur wird also verstanden, 

dass ein Stadium der Parasitenentwicklung von den übrigen getrennt wird. 

Durch die MACS werden die Schizonten und die späten Trophozoiten unter 

Ausnutzung ihrer magnetischen Eigenschaften von den jungen Ringformen 

separiert. Das in den späten Formen angereicherte Hämozoin (Malariapigment) 

entsteht, wenn die Parasiten das Hämoglobin der Erythrozyten in ihrer 

Nahrungsvakuole konsumieren. Die Aminosäuren werden dabei dem Parasiten 

für seine Proteinproduktion zur Verfügung gestellt und das Häm oxidiert in die 

toxische Eisenform. Die Toxizität wird durch spontane Dimerisation mit HRPII 

zu einer inerten kristallinen Substanz (Hämozoin) verhindert [78]. Dieses rei-

chert sich im Reifungsprozess der Parasiten an und liegt besonders reichlich in 

den Schizonten als nichtlösliches Pigment mit magnetischen Eigenschaften vor. 

 

Um die Schizonten von den Ringformen zu trennen, wurden 14 ml Medium von 

den 20 ml in den Kulturflaschen abgenommen und die Parasitenkultur in ein   

50 ml Falcon-Röhrchen überführt. Die Kulturflaschen wurden dann noch mit 

etwas Waschmedium (RPMI versetzt mit Gentamicin 50 µg/ml) nachgespült. 

Die Parasitenkultur wurden mit dem Waschmedium gewaschen, dieses dann 

vorsichtig abgenommen und die Erythrozyten in einem Volumenverhältnis 1:2 



 
42                                                                                                                                  2  Methodik 

mit Puffermedium versetzt (Puffermedium: RPMI angereichert mit 2% Fetalem 

Kälberserum und Gentamicin 50 µg/ml). Der SuperMACS wurde unter der 

sterilen Werkbank angerichtet: Eine große MACS Separation Säule wurde in 

den Magneten eingespannt, unten mit einem Drei-Wege-Hahn versehen, an 

deren seitlichem Eingang eine 50 ml Spritze mit 50 ml Puffermedium befestigt 

wurde. Durch diese wurde die Säule dann langsam von unten bis eben über die 

Schaumstofffläche mit Medium gefüllt. An der unteren Öffnung des Drei-Wege-

Hahns wurde die Nadel der Spritze angebracht und darunter ein 50 ml Falcon-

Röhrchen gestellt, um die Resterythrozyten aufzufangen.   

 

Daraufhin wurde die im Puffermedium resuspendierte Parasitenkultur  

portionsweise auf die Säule gegeben und der untere Hahn so weit geöffnet, 

dass ein tropfenweiser Durchfluss gewährleistet war. Dabei fließen die jungen 

Formen durch die Säule hindurch, während die Schizonten im Magnetfeld an 

den "beads" der Säule hängen bleiben. Die Säule wurde mit Puffermedium 

gewaschen, bis man eine Tropfenfarbe erreicht, die der Ausgangsfarbe des 

Puffermediums gleicht. Danach wurde die Säule vom Magneten genommen 

und die Schizonten in einem frischen Falcon-Röhrchen aufgefangen. Die 

Resterythrozyten wurden wieder neu in Kultur ausgesät.  

 

Von den gewonnenen Schizonten wurde für die Parasitämiezählung ein 

Giemsaausstrich angefertigt, der Rest zweimal mit PBS gewaschen und bei      

-20°C eingefroren. Die Schizontämien dieser Präparation lagen im Durchschnitt 

bei 43%. Nach 20 MACS Durchgängen wurden die Lysate aufgetaut, gemischt 

und mit PBS auf eine Konzentration von 25 Mio. parasitierte Erythrozyten/100 µl 

gebracht, wobei davon ausgegangen wurde, dass 107 Erythrozyten sich in 

einem Mikroliter befinden. Nach dreimaligem Friertauen durch Einfrieren in 

flüssigem Stickstoff und Auftauen im Wärmebad wurde das Lysat dann in 

Aliquots abgefüllt bei -20°C zwischengelagert. Dadurch wurden die Membranen 

der Erythrozyten aufgebrochen und die Plasmodien-Antigene freigesetzt. Aus 

den gleichen Erythrozytenkonzentraten, die für die Kulturen benutzt wurden, 

wurden nach dieser Methode auch nichtinfizierte Kontroll-Lysate angefertigt.  
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2.5.2  Ansatz der Stimulation 

Für den Ansatz der plasmodienspezifischen Stimulation wurden pro 1 ml vor-

gewärmtem UC-Medium nach der Isolation 2,5 Mio. PBMCs aus dem Nabel-

schnur- und dem mütterlichen Blut aufgenommen. In einer Zellkulturplatte mit 

12 Vertiefungen wurden je drei Vertiefungen mit 2 ml gefüllt, also 5 Mio. PBMCs 

bzw. CBMCs pro Vertiefung. Dabei diente eine Vertiefung der Negativkontrolle 

ohne Stimulantien, eine der Kontrolle mit 100 µl parasitenfreiem Lysat und die 

Dritte der Stimulation mit 100 µl Schizontenlysat von P. falciparum Isolat 

Cys007. Dadurch ergab sich eine Ratio von 1 PMBC auf 5 parasitierte bzw. 

nichtinfizierte Erythrozyten. Die Stimulantien wurden jeweils gut mit den Zellen 

vermischt und außer zur Negativkontrolle zusätzlich der monoklonale Antikörper 

CD28 (2,5 µg/ml) gegeben. Dieser sollte als Co-Stimulans für die TCR-

vermittelte Aktivierung der T-Zellen dienen [120, 267]. Die Kulturplatte wurde 

dann insgesamt 18 Stunden bei 37°C und 5% CO2 inkubiert.  

 

Nach sechs Stunden Inkubation wurde zu jeder Vertiefung Brefeldin A            

(10 µg/ml) dazugegeben. Als Metabolit des Pilzes Penicillium brefeldianum 

inhibiert es die Sekretion von Zytokinen indem es den Vesikeltransport vom 

rauen endoplasmatischen Retikulum zum Golgiapparat unterbricht. Durch die 

Inhibition des Proteintransports akkumulieren die Zytokine und das intra-

zelluläre Färbesignal bei der FACS-Analyse wird verstärkt [3]. 

 

 

2.6  Unspezifische PBMC-Stimulation 

 

Die unspezifische Stimulation wurde in Anlehnung an die Protokolle von Winkler 

et al. [123, 274, 277] durchgeführt. Für den Ansatz der unspezifischen 

Stimulation wurden jeweils 5-15 Mio. PBMCs aus dem Nabelschnur- und dem 

mütterlichen Blut nach der Isolation in 10 ml vorgewärmtem UC-Medium 

aufgenommen. Die Zellen wurden in eine 25 cm2 Zellkulturflasche mit Belüftung 

überführt. Danach wurden die Stimulantien zur Kultur gegeben: Ionomycin  

(1,25 µM), PMA (10 ng/ml) und Brefeldin A (10 µl/ml). 
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Ionomycin und PMA sind polyklonale Aktivierungsagentien (Mitogene) für 

Leukozyten, die intrazelluläre Signalkaskaden zur Produktion von Zytokinen 

anstoßen. Durch diese in vitro Aktivierung können auch Cytokine nachgewiesen 

werden, die von nicht stimulierten Leukozyten nur in sehr geringen Mengen 

produziert werden [3]. Die Zellkulturflaschen wurden 4 Stunden bei 37°C und 

5% CO2 inkubiert.  

 

 

2.7  Unstimulierte ex vivo PBMCs 

 

Bei einer genügend großen Zellzahl von PBMCs wurden 10 Mio. Zellen 

unstimuliert (ex vivo) fixiert. Hierzu wurde der Anteil der Lösung errechnet, der 

10 Mio. Zellen enthielt. Dieser wurde nach guter Durchmischung entnommen, in 

PBS gewaschen und in 2 ml vorgewärmtem UC-Medium in eine Vertiefung der 

Zellkulturplatte gegeben. Nach der Inkubation mit den übrigen stimulierten 

Zellen erfolgte die Konservation durch Fixierung wie im folgenden Abschnitt 

beschrieben.  

 

 

2.8  Zellen "ernten" und fixieren 

 

Nach Ende der Stimulation wurden die Kulturen fünf Minuten auf Eis gestellt, 

um die Stimulation vor der weiteren Verarbeitung zu unterbrechen. Die 

Zellsuspension wurde dann jeweils in ein 15 ml Falcon-Röhrchen pipettiert, 

wobei die Kulturflaschen beziehungsweise die Kulturplatten zweimal mit PBS 

nachgespült wurden, um die möglicherweise am Plastik adhärenten PBMCs zu 

lösen. Die Zellen wurden dann in PBS resuspendiert - bei der plasmodien-

spezifischen Stimulation und den ex vivo Zellen jeweils in 2 ml, bei der 

unspezifischen Stimulation in 5 ml. Danach wurde die gleiche Menge einer 

frisch hergestellten 4%igen Formaldehydlösung zugegeben und die Zellen 20 

Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Die Formaldehydlösung wurde jeweils aus 

4 ml 37%igem Formaldehyd und 33 ml PBS hergestellt. Die fixierten Zellen 
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wurden wiederum zweimal mit PBS gewaschen und dann bis zur weiteren 

FACS-Analyse in Tübingen in HBSS resuspendiert und bei 4°C im Dunkeln 

gelagert. Das HBSS wurde folgendermaßen präpariert: Das HBSS-Pulver 

wurde in 1000 ml destilliertem Wasser gelöst und mit 3,0 g BSA und 1,0 g 

Natriumazid versetzt. Danach wurde die Mischung steril filtriert und bei 4°C 

zwischengelagert [277].  

 

 

2.9  Zellanalyse mittels Durchflusszytometrie (FACS) 

 

Um die verschiedenen Subpopulationen der PBMCs und ihre Zytokinproduktion 

nach der Stimulation nachweisen zu können, wurde die Durchflusszytometrie 

mit FACS-Analyse gewählt [23, 123, 274, 277]. Bei der Fluoreszenz-aktivierten 

Zellseparation handelt es sich um eine "high throughput"-Methode, bei der die 

zu untersuchenden Zellen mit mehreren fluoreszenzmarkierten Antikörpern 

gefärbt werden können und dann einzeln durch eine schnelle Vorbeiführung an 

einem Laser identifiziert werden (Abb. 2.3). Ohne schwierige Zellseparierungs-

techniken können die Zellen dadurch auf ganz bestimmte Zellpopulationen 

untersucht werden.   

 

           
 Abbildung 2.3 FACS-Prinzip [40] 

 

Im Einzelnen verläuft die Untersuchung folgendermaßen: Die Zellen werden 

durch eine vibrierende Fließkammer in Einzelzellsuspension gebracht und in 

Tröpfchenform an einem Laserstrahl vorbeigeleitet [275]. Sie werden von 
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diesem luftgekühlten Argonionenlaser bei einer Wellenlänge von 488 nm 

angeregt und daraufhin wird sowohl die Streulichtemission als auch die 

Fluoreszenz detektiert. Wenn ein Lichtstrahl auf eine Zelle trifft, spiegeln sich 

deren physikalische Eigenschaften (wie Querschnittsfläche, Membranstruktur 

und intrazelluläre Bestandteile) in der erzeugten Lichtstreuung. Der einfallende 

Lichtstrahl wird vor allem vorwärts (FSC) und seitwärts (SSC) gestreut. FSC ist 

ein Maß für die Zellgröße, SSC für die intrazelluläre Granularität und die äußere 

Form. Durch diese beiden Parameter lassen sich die wichtigsten Leukozyten-

gruppen wie Lymphozyten und Monozyten unterscheiden [193]. 

 

Fluoreszenz ist die rasch abklingende Lichtemission von Molekülen nach 

Absorption energiereicher Strahlung. Die fluoreszierenden Verbindungen, die 

an die Antikörper gekoppelt sind, absorbieren Lichtenergie in je einem 

bestimmtem Wellenlängenbereich, was die Elektronen auf ein höheres Energie-

niveau hebt. Beim Rücksprung des Elektrons zum Grundniveau emittiert es ein 

Photon. Dieser Strahlungsübergang wird als Fluoreszenz bezeichnet. Die 

fluoreszierenden Farbstoffe, die an die monoklonalen Antikörper gebunden 

sind, waren Fluorescein Isothiozyanat (FITC), Phycoerythrin (PE), Allophyco-

cyanin (APC) und Peridin-Chlorophyll-a-Protein (PerCP). Sie haben jeweils 

verschiedene Emissionswellenlängen [193]. 

 

Die gemessene Intensität der jeweiligen Fluoreszenz spiegelt die Anzahl der 

Bindungsstellen des Antigens - und damit die Häufigkeit seiner Expression - 

wieder. Es können sowohl Oberflächenantigene als auch intrazelluläre Antigene 

markiert werden, nachdem die Zellen permeabilisiert wurden [210]. Somit 

können durch die Streulichtanalyse und die Antigenfärbung verschiedene 

zelluläre Charakteristika gleichzeitig untersucht werden. Im Detektionsteil des 

Optischen Systems konvertieren dann Photodetektoren die optischen Signale in 

elektrische Impulse. Nach der Digitalisierung der Daten werden sie durch den 

Computer in einem Punkthistogramm dargestellt, in dem jeder dargestellte 

Punkt dem Messwert von mindestens einer Zelle entspricht [193]. 
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2.9.1  Färbung 

Die weiteren Arbeitsschritte wurden nicht mehr unter sterilen Bedingungen 

durchgeführt, da die Zellen bereits fixiert waren. Die strukturelle Integrität ist 

damit auch gewährleistet. Das übliche Vorgehen sieht eine Permeabilisierung 

der Zellen mit dem Detergenz Saponin vor, damit die fluoreszenzmarkierten 

Antikörper für intrazelluläre Strukturen auch in die Zellen eindringen können. 

Der dazu benötigte Saponinpuffer wurde aus 10 g Saponin und 23,8 g Hepes 

hergestellt, die auf 100 ml mit PBS aufgefüllt wurden. Diese Stammlösung 

wurde dann steril filtriert und vor jeder Färbung frisch 1:100 mit PBS verdünnt. 

Die Zellen wurden einmal in PBS gewaschen. Die Oberflächenantikörper zum 

Färben wurden nach Herstellerangaben verdünnt und mit den Zellen inkubiert. 

Danach wurde mit Saponinpuffer gewaschen und die in Saponinpuffer verdünn- 

ten intrazellulären Färbungen (2 µg/ml) jeweils in einem Volumen von 50 µl zu 

den 200 000 Zellen gegeben und 30 Minuten inkubiert. Es wurden vierfache 

Färbungen mit FITC-, PE-, APC- und PerCP-markierten monoklonalen Antikör-

pern durchgeführt. Danach erneutes Waschen mit Saponinpuffer und PBS. 

   

2.9.2  Analyse 

Die Analyse der Zellen wurde mit dem FACSCalibur Flow Cytometer vorge-

nommen unter Zuhilfenahme der cell quest Software. In dem Punktdiagramm, 

das sich aus der Analyse der FSC-Höhe und der SSC-Höhe ergab (Abb. 2.4), 

wurde die erwünschte Zellpopulation der Lymphozyten mithilfe eines Vergleichs 

mit den Antikörper-Isotypen aus allen gemessenen Ereignissen durch ein 

Fenster eingegrenzt (Gating). Bis zu 2x105 Zellen wurden gezählt. Die 

markierten Zellen wurden dann in einem zweiten Diagramm dargestellt, das die 

Differenzierung der APC-markierten γδ-T-Zellen und die PerCP-markierten 

CD3-positiven Zellen zuließ (Abb. 2.5). Über in das Histogramm eingelegte 

Flächen wurde in dieser Population wiederum ein Fenster eingegrenzt. 

Daraufhin wurden jeweils die mit PE- und FITC-markierten Farb-stoffen 

gefärbten Zellen innerhalb dieser beiden Zellpopulationen dargestellt (Abb. 2.6). 

Da nicht alle neonatalen NK-Zellen CD56 exprimieren, wurden zum Eingrenzen 

der Fenster bei der FITC CD3- and CD94+ benutzt [24, 31]. 
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 Abbildung 2.4 FACS-Histogramm: Punktdiagramm aus FSC- und SCC-Höhe 

 

 

 

Abbildung 2.5 Punktdiagramm der eingegrenzten Zellen markiert mit APC und PerCP 
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Abbildung 2.6 Markierung der oben angezeigten Zellen mit CD45RO und CD45RA 

 

Eine Übersicht über die verschiedenen durchgeführten Färbungen gibt    

Tabelle 2.1. 

 

 Tabelle 2.1  Durchgeführte Färbungen der verschiedenen stimulierten Zellpopulationen      
                     für aufgeführte Antigene mittels fluoreszenzmarkierter monoklonaler Antikörper   

 

Stimulation 
 

Zellpopulation 
 

gefärbte Antigene 
 

CD3 
 

IFNγ, IL13, Perforin, Granzym B 
 

plasmodienspezifisch 
 

 

γδ 
 

IFNγ, IL 13, Perforin, Granzym B 
 

CD3 
 

IFNγ, IL 13, Perforin, Granzym B 

CD45RO/RA, IL5, HLA DR, IL10 
 

γδ 
 

IFNγ, IL 13, Perforin, Granzym B 

CD45RO/RA, IL5, HLA DR, IL10 

 

Unspezifisch 

 

CD3- CD94+ 
 

Perforin, Granzym B 
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CD3 
 

Perforin, Granzym B 

CD45RO/RA, CD25, HLA DR 
 

γδ 
 

Perforin, Granzym B 

CD45RO/RA, CD25, HLA DR 

 

Ex vivo 

 

CD3- CD94+ 
 

Perforin, Granzym B 

         
 

 

2.10  Statistische Analyse 

 

Die Ergebnisse der Durchflusszytometriemessungen wurden als absolute Zahl 

der gemessenen Ereignisse und als Anteil der zytokinproduzierenden Zellen an 

den verschiedenen Zellpopulationen in Excel eingegeben und dort mit den 

klinischen Daten für die Auswertung kombiniert. Für die Auswertung betreffend 

des Malariastatus wurden von den rekrutierten Müttern im Nachhinein die Fälle 

ausgeschlossen, welche in den Tagen vor oder unter der Geburt mit Chinin 

behandelt wurden und bei denen anamnestisch eine nicht im Mutterpass 

dokumentierte und behandelte Malaria angegeben wurde, falls sie ansonsten in 

die negative Gruppe eingestuft geworden wären.  

 

Bezüglich der Gruppeneinteilung anhand der Malariadiagnostik galten folgende 

Grundsätze: Gametozyten in der mikroskopischen Malariadiagnostik führten 

zum Ausschluss. In der negativen Kategorie sollte die plazentare mikros-

kopische Diagnose mit der peripheren mikroskopischen Diagnose sowie mit 

den Ergebnissen der PCR übereinstimmen. Falls das nicht gegeben war, 

wurden sie ausgeschlossen, wie bei Fällen mit alleiniger peripherer Malaria-

diagnostik oder einem positiven Ergebnis für das Nabelschnurblut bei nega-

tivem Ergebnis bei der mikroskopischen Diagnose des plazentaren Blutes. Bei 

diesen Konstellationen konnte nicht sicher von einer plazentaren Infektion 

ausgegangen werden. Das gleiche Vorgehen galt auch für die Gruppe der in 

der Schwangerschaft behandelten Mütter, die zum Zeitpunkt der Geburt keine 

Malaria nachweisen sollten. Für die Gruppe mit der plazentaren Malaria war die 
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positive Diagnose des plazentaren Blutes über den Dicken Tropfen Grundlage. 

Für das plazentare Kompartment gab es keine Diagnosebestätigung per PCR. 

Submikroskopische Infektionen wurden also nicht berücksichtigt, da sub-

mikroskopische P. falciparum Infektionen unter der Schwangerschaft und bei 

Geburt bisher widersprüchliche Bedeutung im Hinblick auf Inflammation, 

Anämie und niedriges Geburtsgewicht des Kindes zeigten [13, 168, 211]. 

 

Für die statistische Analyse der Durchflusszytometrie wurde bei den CD3-T-

Zellen eine Mindestzahl von 2000 gemessenen Ereignissen und bei den        

γδ-T-Zellen eine Mindestzahl von 100 veranschlagt. Proben mit geringerer 

Zellzahl wurden von der Analyse ausgeschlossen. 

 

Zur statistischen Analyse wurde die Software statview verwandt. Dabei wurden 

für den Vergleich der unverbundenen Messreihen nichtparametrische Tests 

benutzt. Bei zwei zu beurteilenden Messreihen wurde der Mann-Whitney U-Test 

eingesetzt, der für nicht normalverteilte stetige Parameter anwendbar ist. Bei 

mehr als zwei zu vergleichenden unverbundenen Messreihen stetiger 

Parameter wurde der Kruskal-Wallis-Test verwandt. Um die Unabhängigkeit 

zwei nominaler Variablen zu testen, wurde der Chi-Quadrat-Test angewandt. 

Ein p-Wert < 0,05 galt jeweils als signifikant, ein p-Wert < 0,1 wurde als Trend 

gewertet. In den Boxplots sind durch das Quadrat jeweils der Median mit den 

beiden Quartilen beschrieben, während durch die davon abgehenden Linien die 

10. und die 90. Perzentile veranschaulicht werden. 
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3  Ergebnisse 

 

3.1  Gruppeneinteilung nach Malariadiagnostik 

        

120 Rekrutierungen

Undokumentierte
Malariainfektion in der

Schwangerschaft
- 8

Quininbehandlung
unter Geburt

- 8

Dicker Tropfen
Plazentablut

Positiv: 31

Gametozyten im
Dicken Tropfen

- 1

Plazentapositive
Gruppe: 30

negativ: 73

Dicker Tropfen
peripheres Blut

positiv
- 6

negativ: 67

PCR
peripheres Blut

negativ: 49 Blut fehlt: 3 positiv: 15

Mutter Nabel -
schnur

- 14 - 1

Behandelte
Gruppe: 23

Negative 
Gruppe: 26

nicht behandelt behandelt in der
Schwangerschaft
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 Abbildung 3.1 Gruppeneinteilung nach Anwenden der Ausschlusskriterien 

 

Insgesamt wurden 120 Frauen im Zeitraum vom November 2002 bis September 

2003 für diese Studie rekrutiert und 41 dieser Fälle im Nachhinein für die 

Analysen im Zusammenhang mit dem Malariastatus ausgeschlossen. Das 
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geschah aus den unter 2.10 angegebenen Gründen, wie in Abbildung 3.1 

dargestellt. Bei der Diagnostik mithilfe des Dicken Tropfens wurden im 

peripheren Blut der Mütter Parasitämien zwischen 60 und 111.600 Parasiten/µl 

festgestellt, im plazentaren Blut lagen die Werte zwischen 19 und 120.000 

Parasiten/µl. Der Median lag im peripheren Blut bei 1.200 Parasiten/µl, im 

plazentaren Blut bei 600 Parasiten/µl. In keinem Fall wurde eine positive 

mikroskopische Malariadiagnostik im Nabelschnurblut gestellt.  

 

Damit haben insgesamt 79 Studienteilnehmerinnen und 83 Neugeborene an 

der Studie teilgenommen, da es vier Zwillingsgeburten gab. Es nahmen 49 

Multigravidae und 30 Primigravidae an der Studie teil. Die Unterteilung in die 

drei Gruppen fand statt, wie unter 2.3.2 und 2.10 beschrieben. Daraus ergab 

sich folgende Verteilung in Tabelle 3.1. 
   

 Tabelle 3.1  Gruppeneinteilung nach Malariastatus 
 

 

Gruppe  
 

Primigravidae 
 

Multigravidae 

Negativ 26 8 18 
Behandelt 23 8 15 
Plazentare Infektion 30 14 16 

     

 

3.2  Klinische Daten der Studienpopulation                          

Die Auflistung der klinischen Daten der Studienpopulation erfolgt in Tabelle 3.2.  
 

 Tabelle 3.2  Beschreibung der Studienpopulation 
 

  

Einheit 
 

 

Median 
 

Minimum 
 

Maximum 
 

Alter 
 

Jahre 
 

 

23,7 
 

15 
 

44 
 

Gravidität 
 

Anzahl 
 

 

2 
 

1 
 

11 
 

Schwangerschaftsdauer 
 

 

Woche 
 

 

38 
 

28 
 

42 
 

Geburtsgewicht 
 

Gramm 
 

 

2860 
 

1800 
 

4400 
 

Hb-Wert (Mütter) 
 

g/dl 
 

 

10,5 
 

5,7 
 

15,2 
 

Hb-Wert (Nabelschnur) 
 

g/dl 
 

 

13,6 
 

9,7 
 

17,5 
 

Lymphozyten (Mütter) 
 

% 
 

 

18,4 
 

5 
 

40 
 

Lymphozyten (Nabelschnur) 
 

% 
 

 

43,5 
 

23 
 

83 
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Dabei zeigte sich keine signifikante Abhängigkeit des Malariastatus von der 

Gravidität, der Schwangerschaftsdauer oder der Blutgruppe. Von den 75 Fällen, 

in denen die Blutgruppen bekannt war, hatten 41 Studienteilnehmerinnen die 

Blutgruppe 0+. Jeweils 16 Frauen hatten die Blutgruppen A+ und B+. AB+ und 

0- waren je einmal vertreten. Der durchschnittliche mütterliche Hämoglobinwert 

bei den Primigravidae der behandelten Gruppe lag signifikant höher als in der 

Gruppe mit plazentarer Infektion (p=0,017).  

 

3.2.1  Vergleich von Multigravidae und Primigravidae 

Im Vergleich von Multigravidae und Primigravidae stellten sich einige bekannte 

Beziehungen dar. Das Einlingsgeburtsgewicht der Neugeborenen der Primi-

gravidae lag zum Beispiel signifikant unter dem der Multigravidae (p=0,047) 

(Abb. 3.2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3.2 Geburtsgewicht nach Malariastatus, unterteilt in Multi- und Primigravidae 
 

Bei den Primigravidae zeigte sich - auch im Gegensatz zu den Multigravidae - 

eine signifikante Erhöhung des Gewichts in der negativen Gruppe im Vergleich 

mit der Gruppe der plazentaren Infektion (p=0,003) und mit der behandelten 

Gruppe (p=0,005). Die Hb-Werte lagen bei den Primigravidae signifikant über 

denen der Multigravidae (p=0,027). Die mütterlichen Lymphozyten betreffend 

zeigte sich bei den Multigravidae im Vergleich mit den Primigravidae eine 

signifikante Erhöhung der Zahlen (p=0,008) (Abb. 3.3).  
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       Abbildung 3.3  Lymphozytenwerte von Müttern und Nabelschnurblut  
   in Abhängigkeit von der Parität 

 

In Bezug zum Malariastatus konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede 

gezeigt werden.  

 

3.2.2  γδ-T-Zellen 

Nach der unspezifischen Stimulation fand sich ein Unterschied im Anteil der   

γδ-T-Zellen an der Gesamtzahl der CBMCs je nach Malariastatus - signifikant 

mehr γδ-T-Zellen in der plazentainfizierten als in der behandelten Gruppe 

(p=0,010) (Abb 3.4).  

                    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
        Abbildung 3.4 γδ-T-Zellen als Anteil der CBMCs in Abhängigkeit vom Malariastatus 
                     nach unspezifischer Stimulation 
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3.3  Oberflächenmarker und Zytokinmessungen nach Stimulation 

 

Aufgrund der teilweise zu geringen Zellzahl konnten nicht von jeder Probe alle 

Stimulationen des mütterlichen Blutes und des Nabelschnurblutes durchgeführt 

werden. Deshalb finden sich bei den verschiedenen Stimulationen unter-

schiedliche Fallzahlen sowohl von mütterlichen PBMCs als auch CBMCs des 

Nabelschnurblutes. Die Fallzahlen waren zu gering, als das eine gepaarte 

Analyse der für Zytokine positiven PBMCs mit den jeweiligen CBMCs möglich 

gewesen wäre. Soweit es nicht Erwähnung gefunden hat, konnte keine 

Beziehung zwischen der Expression der verschiedenen Zytokine und Ober-

flächenmoleküle und dem Malariastatus der unterschiedlichen Gruppen 

hergestellt werden. Und es wurde auch kein Unterschied zwischen Primi- und 

Multigravidae gefunden. 

 

3.3.1  HLA-DR 

HLA-DR gilt als später Aktivierungsmarker [65]. Ex vivo  wurde kein 

Zusammenhang des Malariastatus mit der Expression von HLA-DR festgestellt.  

                         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    Abbildung 3.5  HLA-DR Expression auf γδ-T-Zellen der behandelten Gruppe und der Gruppe  
 mit plazentarer Malaria nach unspezifischer Stimulation (Die 90. Perzentile 

der HLA-DR exprimierenden PBMCs in der infizierten Gruppe liegt bei 18 % 
aller PBMCs - nicht dargestellt.)  
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Nach der unspezifischen Stimulation (Abb. 3.5) wurde HLA-DR auf den γδ-T-

Zellen der CBMCs in der Gruppe mit plazentarer Malaria signifikant häufiger 

exprimiert als auf den Zellen der behandelten Gruppe (p=0,016). 

 

3.3.2  CD45 

CD45 ist ein Aktivierungsmarker für T-Zellen. Die Isoform CD45RA stellt die 

Untergruppe der naiven T-Zellen dar, während aktivierte T-Gedächtniszellen 

CD45RO exprimieren [115]. Im Bezug auf den Malariastatus unterschieden sich 

ex vivo nur die naive Isoform der CD3-T-Zellen (Abb. 3.6): Auf den CBMCs 

exprimierte die Gruppe mit der plazentaren Malaria signifikant mehr CD45RA 

als die negative Gruppe (p=0,022).            

                   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
  Abbildung 3.6 CD45RA auf CD3-T-Zellen der CBMCs in Abhängigkeit vom  
   Malariastatus ex vivo 

 

Es gab auch signifikante Unterschiede beim direkten Vergleich der Isoformen 

CD45RA und CD45RO auf den CD3-T-Zellen (Abb. 3.7) : Auf PBMCs wurde die 

aktivierte Form häufiger als die naive Isoform exprimiert (p=0,007), während auf 

CBMCs das gegenteilige Verhältnis zu finden war (p<0,001). Aufgeteilt nach 

den verschiedenen Malariagruppen waren diese Unterschiede für CD3+ CBMCs 

bei allen drei Gruppen signifikant (negative Gruppe p=0,037, behandelte 

Gruppe p=0,021, plazentare Infektionsgruppe p=0,004), während bei den 

Müttern nur in der negativen Gruppe genug Proben für eine signifikante 

Aussage vorhanden waren (p=0,021). 
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 Abbildung 3.7 Isoformen CD45RA und CD45RO exprimiert auf CD3-T-Zellen 
 

3.3.3  CD25 

CD25 ist ein Aktivierungsmarker. Außerdem wurden CD4+CD25+ T-Zellen als 

regulatorische T-Zellen in den CBMCs identifiziert, die zur Immunsuppression 

nach Malariaantigenkontakt in utero beitragen [34]. In unseren Untersuchungen 

wurden bei CD3+ CBMCs der in der Schwangerschaft behandelten Gruppe ex 

vivo eine signifikant größere Menge an Zellen gefunden, die CD25 exprimierten 

(Abb. 3.8) - sowohl gegenüber der negativen Gruppe (p=0,004) als auch 

gegenüber der Gruppe mit plazentarer Malaria (p=0,008).  

 

               

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Abbildung 3.8 CD25 exprimiert auf CD3+ CBMCs unterteilt nach Malariastatus 
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3.3.4  IL-10 und IL-5 

IL-10 ist ein antiinflammatorisches Zytokin und IL-5 gehört zu den TH1-

Zytokinen. Bei beiden konnten nach der unspezifischen Stimulation keine 

signifikanten Zusammenhänge zwischen der Zytokinexpression und dem 

Malariastatus eruiert werden. 

 

3.3.5  IFN-γ und IL-13 

IFN-γ und IL-13 sind Zytokine, die als repräsentativ für die TH1-Zytokine (IFN-γ) 

und die TH2-Zytokine (IL-13) gelten können. Nach der spezifischen Stimulation 

wurden diese Zytokine allgemein nur in einer sehr geringen Prozentzahl 

exprimiert (unter 1 %). Nach Stimulation mit Schizontenlysat zeigte von den 

CD3+ PMBCs nur die Gruppe mit plazentarer Malaria wie zu erwarten signifikant 

mehr für IFN-γ und IL-13 positive Zellen im Vergleich mit dem Erythrozytenlysat 

und der Kontrolle (jeweils p=0,009 bei IFN-γ, bei IL-13 p=0,047 im Vergleich 

zum Erythrozytenlysat und p=0,016 im Vergleich zur Kontrolle) (Abb. 3.9). 

                        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
              Abbildung 3.9 IFN-γ und IL-13 positive CD3+ PBMCs der Gruppe mit  
 plazentarer Infektion nach den verschiedenen Kontrollstimulationen 
 

Von CBMCs standen oft nicht genug Proben für eine statistisch signifikante 

Aussage zur Verfügung. Bezüglich des Malariastatus wurde kein Zusammen-

hang gefunden. Zur Auswertung wurde von der zytokinexprimierenden Zellzahl 

nach Stimulation die Zellzahl nach Kontrolle mit Erythrozytenlysat abgezogen. 
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Nach unspezifischer Stimulation wurde von CD3-T-Zellen und γδ-T-Zellen 

sowohl des mütterlichen Bluts als auch des Nabelschnurbluts signifikant mehr 

IFN-γ exprimiert als IL-13 (jeweils p<0,001) (Abb. 3.10). 

  

                     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Abbildung 3.10 IFN-γ und IL-13 Expression von γδ-T-Zellen der PBMCs und  
    CBMCs nach unspezifischer Stimulation 
 

 

3.3.6  Perforin und Granzym B 

                   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

  Abbildung 3.11 Perforin- und Granzym B-positive NK-Zellen, CD3- und  
     γδ-T-Zellen ex vivo 
 

Perforin und Granzym B sind in den lytischen Granula zytotoxischer T-Zellen 
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zusammen Zelllyse. NK-Zellen exprimierten mehr Perforin und Granzym B als 

die CD3-T-Zellen und die γδ-T-Zellen (jeweils p<0,001) (Abb. 3.11).  

             
Grundsätzlich wurde ex vivo jeweils bei mehr Zellen Granzym B nachgewiesen 

als Perforin, dieses galt sowohl für CD3-T-Zellen (p=0,042) als auch für γδ-T-

Zellen (p=0,059) und für CBMCs und PBMCs gleichermaßen. Bei NK-Zellen 

war diese Beziehung nur bei PBMCs signifikant (p=0,041). Im Übrigen konnte 

kein signifikanter Zusammenhang mit dem Malariastatus nachgewiesen 

werden. 

 

Beim Vergleich, wie viele Zellen eine oder beide Substanzen aufzeigten, fanden 

sich hauptsächlich Zellen, die sowohl für Granzym B als auch Perforin negativ 

waren. Von den NK-Zellen des Nabelschnurblutes gab es ex vivo Hinweise auf 

mehr für beide Substanzen negative Zellen in der negativen (p=0,050) und der 

plazentapositiven Gruppe (p=0,033) als in der behandelten Gruppe (Abb. 3.12).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       Abbildung 3.12 Perforin- und Granzym B-negative NK-Zellen der CBMCs ex vivo 

 

Im Rahmen der spezifischen Stimulation gab es nach Stimulation mit 

Schizontenlysat und Erythrozytenlysat kaum einen Unterschied beim Nachweis 

von zytotoxischen Substanzen in den Zellen, die Stimulation konnte also nicht 

ausgewertet werden. 
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Im Vergleich mit den Zellen ex vivo wurde in zwei Untergruppen der NK-Zellen 

nach unspezifischer Stimulation mehr Granzym B nachgewiesen (Abb. 3.13): 

Bei mütterlichen NK-Zellen in der negativen Gruppe (p=0,079) und neonatalen 

NK-Zellen in der Gruppe mit plazentarer Infektion (p=0,033).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3.13 Granzym B-positive NK-Zellen ex vivo und nach unspezifischer Stimulation 

 

Die Perforinpositivität betreffend lagen in der behandelten Gruppe der CBMCs 

die Zellen ex vivo signifikant vor denen nach unspezifischer Stimulation 

(p=0,003) (Abb. 3.14). In den übrigen Gruppen gab es keinen signifikanten 

Unterschied. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3.14 Perforin-positive NK-Zellen ex vivo und nach unspezifischer Stimulation 
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3.4  Vergleich von PBMCs und CBMCs  

 

Erwartungsgemäß waren die Hämoglobinwerte beim Nabelschnurblut in allen 

drei Gruppen und sowohl bei Primi- als auch bei Multigravidae im Vergleich 

zum mütterlichen Blut signifikant erhöht (jeweils p<0,001) (Abb. 3.15).  

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Abbildung 3.15 Hämoglobinwerte von Müttern und Nabelschnurblut  

 

Auch die Lymphozytenwerte des Nabelschnurblutes waren im Vergleich zum 

mütterlichen Blut signifikant erhöht (p<0,001) (Abb 3.3). PBMCs zeigten 

durchgehend eine höhere Prozentzahl an γδ-T-Zellen als CBMCs, aber dieser 

Zusammenhang war nur nach der plasmodienspezifischen Stimulation in der 

behandelten Gruppe (p=0,014) und in der Gruppe mit plazentarer Infektion 

(p<0,001) signifikant. 

 

Beim Vergleich der Zytokine und Zelloberflächenmarker von CD3+ PBMCs und 

CBMCs wurde eine fast durchgehend konsistente Beobachtung gemacht: 

Sowohl bei den Zellen ex vivo als auch nach den verschiedenen Stimulationen 

bildeten die mütterlichen PBMCs signifikant mehr Zytokine und exprimierten 

mehr Oberflächenmarker als die CBMCs des Nabelschnurbluts. Als Beispiel soll 

ein Boxplot der Expression des Oberflächenmarkers HLA-DR auf PBMCs und 

CBMCs ex vivo dienen (Abb. 3.16). 
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         Abbildung 3.16 Expression von HLA-DR auf PBMCs und CBMCs ex vivo 

 

Außerdem findet sich eine Übersicht der weiteren signifikanten Ergebnisse in 

diesem Vergleich in Tabelle 3.3. Nur bei CD45RA auf den CD3-T-Zellen ex vivo 

und bei CD25 wurde die gegenteilige Beobachtung gemacht (Abb. 3.17). CD25 

wurde signifikant häufiger von CD3-T-Zellen der CBMCs als der PBMCs 

exprimiert (p=0,009). 

                      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Abbildung 3.17 CD25 exprimiert auf CD3-T-Zellen von PBMCs und CBMCs 

 

Außerdem war die Perforin- und Granzym B-Expression der NK-Zellen der 

PBMCs und CBMCs nicht signifikant unterschiedlich - mit Ausnahme von 

Granzym B, welches nach unspezifischer Stimulation signifikant häufiger von 

den mütterlichen NK-Zellen exprimiert wurde (Tab. 3.3). 
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 Tabelle 3.3  Höhere Expression von Zytokinen und Oberflächenmarkern auf PBMCs im Vergleich zu CBMCs  
   (angegeben sind Median und Interquartil in Prozent der Gesamtzellen) 

 

CD3-T-Zellen γδ-T-Zellen NK-Zellen 
 

PBMC CBMC n p PBMC CBMC N p PBMC CBMC n p 

Zellen ex vivo 

HLA-DR 0,7% - 0,5 0,2% - 0,2 41 0,010 1,3% - 5,4 0,3% - 0,4 34 0,004     

CD45RA 19,7% - 17,7 30,1% - 26,3 39 0,140 50,6% - 50,6 29,9% - 13,2 37 0,029     

CD45RO 47,7% - 22,8 4,21% - 4,8 39 <0,001 21,7% - 30,4 18,8% - 9,1 37 0,356     

Granzym 11,4% - 16,6 0,2% - 0,4 40 <0,001 60,6% - 43,9 0,4% - 1,2 38 <0,001 55,8% - 59,4 20,7% - 31,4 29 0,248 

Perforin 0,6% - 6,3 0,1% - 0,2 40 0,010 14,2% - 33,1 0,1% - 0,4 38 0,005 24,2% - 34,6 30,1% - 53,1 29 0,453 

 

Plasmodienspezifische Stimulation 

IFN-γ 0,07% - 0,15 0,0% - 0,0 44 <0,001    

IL-13 0,00% - 0,02 0,0% - 0,003 44 0,037   

 

Unspezifische Stimulation 

IFN-γ 17,2% - 10,4 0,1% - 0,2 113 <0,001 26,2% - 26,2 0,9% - 1,7 105 <0,001     

IL-13 2,5% - 1,7 0,02% - 0,03 113 <0,001 0,7% - 1,2 0,05% - 0,2 105 <0,001     

IL-10 * 0,2% - 0,4 0,01% - 0,02 107 <0,001
 

0,0% - 0,01 0,0%- 0,0 107 0,044     

IL-5 0,1% - 0,3 0,0% - 0,0 110 <0,001 0,2% - 0,5 0,0% - 0,01 110 <0,001     

HLA-DR 0,8% - 0,6 0,2% - 0,3 110 <0,001 1,4% - 1,8 0,2% - 0,6 105 <0,001 1,7% - 2,8 0,06% - 0,3 96 <0,001 

CD45RA 20,5% - 21,3 15,8% - 24,0 113 0,301 32,2% - 32,7 17,7% - 16,8 110 <0,001     

CD45RO 37,2% - 17,6 3,2% - 3,7 113 <0,001 25,3% - 22,1 18,0% - 12,9 110 0,014     

Granzym 7,4% - 6,8 0,3% - 0,5 121 <0,001 32,0% - 16,5 0,4% - 1,0 114 <0,001 74,4% - 17,0 34,6% - 38,7 100 <0,001 

Perforin 0,4% - 0,7 0,1% - 0,2 121 <0,001 5,9% - 12,7 0,2% - 0,5 114 <0,001 18,7% - 22,1 19,7% - 27,2 100 0,605 

 
                    dick gedruckt – statistisch nicht signifikant bzw. umgekehrtes Verhältnis             * in diesem Fall CD3-T-Zellen ohne γδ-T-Zellen
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 3.5  Zusammenhang zwischen Jahreszeit und Zytokinproduktion 

 

Die Lymphozytenanzahl betreffend wurde ein Zusammenhang mit den 

Jahreszeiten festgestellt (Abb. 3.18). Bei Müttern, die in der Trockenzeit 

entbunden haben, fanden sich sowohl im mütterlichen als auch im 

Nabelschnurblut signifikant mehr Lymphozyten als Anteil der Leukozyten als bei 

dem entsprechenden Blut von Müttern, deren Entbindungszeitpunkt in der 

langen Regenzeit lag (p=0,030 bzw. p=0,022).  

 

                    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Abbildung 3.18 Lymphozytenwerte in Abhängigkeit von der Jahreszeit 

 
 

Die Fälle, in denen ein signifikanter Unterschied oder ein Trend in der 

Zytokinproduktion in Abhängigkeit von der Jahreszeit gefunden werden konnte, 

sind in Tabelle 3.4 aufgeführt. Bis auf wenige Ausnahmen konnte nach den 

verschiedenen Stimulationen eine höhere Expression in der langen Regenzeit 

gegenüber der kurzen Regenzeit und der Trockenzeit sowie eine höhere 

Expression in der kurzen Regenzeit gegenüber der Trockenzeit ausgemacht 

werden - unabhängig vom Malariastatus (Lange Regenzeit > Kurze Regenzeit > 

Trockenzeit). Oft gab es bei den PBMCs nicht genug Proben für eine 

signifikante Aussage.          
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Tabelle 3.4  Expression von Zytokinen und Oberflächenmarkern in Abhängigkeit von der    
         Jahreszeit, wobei T für Trockenzeit, LR für Lange Regenzeit und KR für Kurze 
         Regenzeit steht  
 
                     (dick gedruckt sind nicht dem üblichen Muster folgende Zusammenhänge) 
 

 
ex vivo 

CD25 CD3 CBMCs n=29 p<0,001 T > LR 

 γδ CBMCs n=28 p<0,001 T > LR 

unspezifische Stimulation 

HLA-DR CD3 CBMCs n=66 p=0,001 KR > LR > T 

 CD3 PBMCs n=34 p=0,033 LR > T 

 CD3 PBMCs n=19 p=0,008 KR >T 

CD45RO CD3 CBMCs n=67 p<0,001 LR > KR > T 

CD45RA CD3 CBMCs n=54 p<0,001 LR > T 

 CD3 CBMCs n=54 p<0,001 LR > KR 

 γδ CBMCs n=54 p<0,001 LR > KR 

 γδ CBMCs n=26 p=0,003 T > KR 

 γδ PBMCs n=34 p=0,004 T > LR 

 γδ PBMCs n=17 p=0,012 T > KR 

IFN-γ CD3 CBMCs n=67 p<0,001 LR > T > KR 

 γδ CBMCs n=48 p<0,001 LR > KR 

 γδ CBMCs n=25 p<0,001 T > KR 

IL-13 CD3 CBMCs n=55 p=0,002 LR > T 

 CD3 CBMCs n=54 p=0,014 LR > KR 

IL-10 CD3 CBMCs n=22 p=0,005 LR > T 

 CD3 CBMCs n=42 p=0,033 LR > KR 

 CD3 PBMCs n=38 p=0,017 LR > T 

 γδ PBMCs n=22 p=0,038 LR > T 

IL-5 CD3 PBMCs n=34 p=0,004 LR > T 

 

 

Als Beispiel soll die CD45RO-Expression auf CD3-T-Zellen der CBMCs nach 

unspezifischer Stimulation dargestellt werden (p<0,001) (Abb. 3.19). 

                          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abbildung 3.19 CD45RO-Expression auf CD3-T-Zellen von CBMCs 
                                       nach unspezifischer Stimulation in Bezug zur Jahreszeit  
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3.6  Zusammenfassung 

 

Abschließend lassen sich die Ergebnisse in drei Bereiche zusammenfassen: In 

Bezug auf den Malariastatus konnten bei der Zytokinexpression und den 

Oberflächenmarkern nach Stimulation nur vereinzelt statistisch signifikante 

Aussagen gemacht werden. In den meisten Fällen waren die Zellzahlen zu 

gering, um so einen Zusammenhang zwischen dem Malariastatus und der 

Expression der verschiedenen Marker herzustellen. Besonders bei der 

spezifischen Stimulation gab es nur sehr wenige Zellen für die Auswertung und 

allgemein nur eine geringe Immunreaktion der T-Zellen. Auch im Nabelschnur-

blut waren nicht immer genug Zellen für eine adäquate Messung. 

 

Des Weiteren konnte die hauptsächliche konsistente Beobachtung beim 

Vergleich der Reaktion der PBMCs und der CBMCs auf die verschiedenen 

Stimulationen gemacht werden. Bei den mütterlichen PBMCs war die Zytokin-

produktion und die Expression von Oberflächenmarker generell im Vergleich 

zum Nabelschnurblut signifikant erhöht. Eine Ausnahme gab es nur bei den  

NK-Zellen.  

 

Unabhängig vom Malariastatus wurde auch ein Zusammenhang zwischen der 

erhöhten Zytokinproduktion und der Jahreszeit beobachtet. In der langen 

Regenzeit zeigten die T-Zellen allgemein nach den verschiedenen Stimula-

tionen eine stärkere Aktivierungsreaktion als in der kurzen Regenzeit und hier 

wiederum mehr als in der Trockenzeit. 
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4  Diskussion 

 

4.1  Klinische Aussagen und Hämatologie 

 

Das Geburtsgewicht der Neugeborenen der Primigravidae lag erwartungs-

gemäß unter dem der Multigravidae und ebenso zu erwarten war der Befund, 

dass innerhalb der Primigravidae die Neugeborenen der negativen Gruppe ein 

höheres Geburtsgewicht hatten, als die Gruppen, die in der Schwangerschaft 

oder unter der Geburt eine P. falciparum Infektion hatten [87].  

 

Der Zusammenhang zwischen der Blutgruppe 0 und einem erhöhten Risiko für 

plazentare Malaria bei Primigravidae sowie einem reduzierten Risiko für 

Multigravidae, wie von Senga, Loscertales und Brabin sowohl für Gebiete mit 

saisonaler als auch mit ganzjähriger Malariaübertragung vorbeschrieben [144, 

220], konnte nicht bestätigt werden. Es mögen aber die zu geringen Fallzahlen 

in unserem Fall die Erklärung dafür liefern.   

 

Den Hämoglobinwert betreffend war bei den Neugeborenen kein Zusammen-

hang mit dem mütterlichen Malariastatus festzustellen, wie auch von Abrams et 

al. bereits berichtet; Malaria der Mutter während der Schwangerschaft scheint 

also keine negativen Auswirkungen auf den Hämoglobinwert beim Neuge-

borenen zu haben. Allgemein war jedoch wie erwartet der Hb-Wert im Nabel-

schnurblut insgesamt höher als bei den Müttern [11]. Bei den Primigravidae 

hatten die Mütter mit behandelter Malaria in der Schwangerschaft nach der 

Geburt höhere Hb-Werte aufzuweisen als die Mütter, die zum Geburtszeitpunkt 

infiziert waren; eine Beobachtung, die bestätigt, dass Hb-Werte sich wieder 

verbessern können, wenn P. falciparum Malaria in der Schwangerschaft 

behandelt wird. Insgesamt waren die Hb-Werte der Primigravidae signifikant 

höher als die der Multigravidae. McGregor beobachtete schon 1984, dass 

Primigravidae, die keine Malaria hatten, höhere Hb-Werte hatten als Multi-

gravidae [155]. Sukzessive Schwangerschaften scheinen also den postpartalen 

Hämoglobinwert unabhängig von Malaria zu erniedrigen.  
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Die γδ-T-Zellen betreffend wurden nach der spezifischen Stimulation sowohl bei 

den PBMCs als auch bei den CBMCs signifikant mehr Zellen in der Gruppe mit 

plazentarer Infektion unter der Geburt als in der negativen Gruppe nach-

gewiesen, was bestätigt, dass diese Zellen durch Malaria induziert werden. 

Obwohl auch bekannt ist, dass Individuen nach wiederholten P. falciparum 

Infektionen in endemischen Gebieten effizientere Immunmechanismen ent-

wickeln und γδ-T-Zellen herunterregulieren können [281] - eine Beobachtung, 

die vielleicht nicht auf Schwangere zutrifft.  

 

Nach der unspezifischen Stimulation der CBMCs fanden sich mehr γδ-T-Zellen 

in der plazentapositiven Gruppe als in der behandelten Gruppe. Die Behand-

lung der Mutter in der Schwangerschaft scheint also bei den Neugeborenen zu 

keiner erhöhten γδ-T-Zellproduktion zu führen. Das widerspricht den vorherigen 

Ergebnissen dieser Gruppe, in der die behandelte Gruppe signifikant mehr 

Zellen nachwies [66] und spricht eher für eine Abschwächung der unspezifi-

schen neonatalen Immunantwort nach behandelter Malaria in der Schwanger-

schaft. Allerdings konnte der HIV-Status der Mütter nicht erfasst werden. Der 

Einfluss von einer HIV-Infektion auf die Immunantwort auf P. falciparum ist 

bekannt (siehe 1.6.2.1 und 1.6.6.2) [199, 206]. Die Zytokinantwort von PBMCs, 

die mit Plasmodienantigenen stimuliert wurden, ist auch bei AIDS-Patienten 

erhalten [165], aber es finden sich innerhalb der PBMCs bei einer aktiven     

HIV-1-Infektion weniger Vγ9/Vδ2-Zellen [43].  

 

 

4.2   Expression spezifischer Oberflächenmarker und Zytokine 

 

4.2.1  Allgemeines 

Durch die geringen Zellzahlen konnten selbst einige Aussagen, die durch einen 

prinzipiell gleichen Versuchsaufbau in dem gleichen Forschungslabor gemacht 

wurden, nicht bestätigt werden. Ein Beispiel sei die im vorigen Abschnitt ge-

nannte Inkonsistenz der Ergebnisse die γδ-T-Zellen betreffend. Auch bekannte 

Unterschiede in der Reaktion von Primigravidae und Multigravidae waren kaum 
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reproduzierbar. Daher ist anzunehmen, dass fehlende Bestätigungen vorheriger 

Aussagen und fehlende signifikante Ergebnisse nicht unbedingt bedeuten, dass 

es keine Unterschiede gibt, sondern dass die Zahlen möglicherweise zu gering 

für eine Aussage waren.  

 

Besonders nach der Stimulation mit Schizontenlysat war das der Fall. Mehrere 

Veröffentlichungen belegen, dass PBMCs schneller und intensiver durch 

lebende infizierte Erythrozyten stimuliert werden als durch Schizontenlysat [18, 

93], aber das Aufrechthalten einer P. falciparum Kultur in Gabun ist mit 

erhöhten logistischen Schwierigkeiten verbunden. Es wäre zudem eine 

Zellanalyse mithilfe der Durchflusszytometrie vor Ort anzustreben, da das 

Fixieren der Zellen und der nachfolgende Transport möglicherweise einen 

Verlust an Zellen bedingen. Allerdings ist auch die Instandhaltung eines FACS-

Gerätes in Gabun aus logistischen Gründen mit weit größeren Schwierigkeiten 

verbunden als in Deutschland.  

 

Einige Faktoren konnten in der Studie nicht erfasst werden, könnten aber eine 

Auswirkung auf die Zytokinproduktion haben. Um alle Faktoren mit einzu-

beziehen, müsste eine weit größere Probenzahl analysiert werden. Außer dem 

HIV-Status der Mütter gehören zu diesen Faktoren Co-Infektionen mit anderen - 

besonders parasitären - Infektionskrankheiten, wie gastrointestinalen Wurmer-

krankungen. Es ist bekannt, dass Infektionen mit Helminthen eine TH2-Antwort 

hervorrufen [106]. Auch das Vorhandensein von HbS könnte eine Rolle spielen 

[138], konnte aber nicht erfasst werden. 

 

4.2.2  HLA-DR 

Der späte Aktivierungsmarker HLA-DR zeigte in seiner Expression allgemein 

keinen Zusammenhang mit dem Malariastatus und auch nach unspezifischer 

Stimulation gab es im Vergleich mit den ex vivo Zellen keine signifikanten 

Unterschiede - die Stimulation hat also die Expression von HLA-DR nicht 

verändert. Bei den Neugeborenen der Mütter mit PAM ist eine geringere 

Lymphoproliferation und pro-inflammatorische Zytokinproduktion als Reaktion 
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auf erneuten Kontakt mit Malariaantigenen bekannt [112, 196]. Dass sich in 

dieser Arbeit auf den neonatalen γδ-T-Zellen nach PAM und unspezifischer 

Stimulation jedoch mehr HLA-DR nachweisen ließ als auf den Zellen in der 

behandelten Gruppe, scheint also einen Widerspruch darzustellen zu der 

Beobachtung, dass die Zellen der behandelten Gruppe in einer vorangegan-

genen Studie in diesem Vergleich mehr TH1-Zytokine aufwiesen [66]. HLA-DR 

wurde in dieser Studie allerdings nicht untersucht und da es sich um einen 

Aktivierungsmarker handelt, ist nachzuvollziehen, dass dieser bei einer akuten 

Infektion leichter erneut exprimiert wird als nach einer schon länger zurück-

liegenden Infektion in der Schwangerschaft. Die Immunsuppression bei PAM 

wird auch nicht obligat durch HLA-DR widergespiegelt.   

 

4.2.3  CD45 

Auf den ex vivo CD3-T-Zellen des Nabelschnurblutes fand sich in der Gruppe 

mit plazentarer Infektion mehr naives CD45RA als in der negativen Gruppe, 

was eine verminderte Aktivierung des fetalen Immunsystems bei plazentarer 

Malaria der Mutter unterstreicht. Im Nabelschnurblut wurde insgesamt in allen 

drei Gruppen mehr des naiven Isotyps CD45RA als CD45RO gefunden - 

ebenso wie Juretic et al. es bei europäischen Neugeborenen beobachtet haben, 

allerdings mit jeweils höheren Prozentzahlen [124]. Unabhängig von der 

Malariainfektion der Mütter scheinen die Neugeborenen im Hinblick auf CD45 

ihrer Lymphozyten keine starke Aktivierung aufzuweisen. Auch Hannet et al. 

bestätigen 91% CD94RA+ CD4-T-Zellen bei weißen Neugeborenen, mit 

zunehmendem Alter fallen diese Anteile ab; Erwachsene zeigen mehr 

CD45RO+ CD4-T-Zellen [50, 90]. Bei den Müttern wurde dementsprechend in 

dieser Studie auch das gegenteilige Verhältnis zum Nabelschnurblut 

festgestellt. Juretic et al. fanden jedoch nach Geburt auf CD3+ T-Zellen von 

Müttern mehr CD45RA, allerdings gab es dabei bei CD4+ Zellen kaum einen 

Unterschied zwischen den Isoformen, bei CD8+ Zellen jedoch deutlich mehr 

CD45RA. Dies wurde in Zusammenhang gesehen mit der Stresssituation bei 

Wehentätigkeit und der immunologischen sowie hormonellen Umstellung bei 

der Geburt. Die Diskrepanz zu unseren Beobachtungen lässt sich vielleicht 
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dadurch erklären, dass es sich um eine andere Population handelt und dass 

Schwangere in Afrika oft vermehrt parasitischen Infektionen ausgesetzt sind, 

die allgemein zu einer Aktivierung der Lymphozyten führen könnten, sowie 

Afrikaner allgemein auch mehr Zytokine produzieren als Europäer [273].  

 

4.2.4  CD25 

Nach unspezifischer Stimulation wurde von Engelmann et al. in Gabun gezeigt, 

dass in der behandelten Gruppe am meisten CD25+ T-Zellen unter den         

CD3-T-Zellen und den γδ-T-Zellen nachzuweisen waren [66]. Das stimmt mit 

unseren Ergebnissen ex vivo überein, dass die CD25+ T-Zellen in der Gesamt-

heit der CD3+ CBMCs in der Gruppe der behandelten Mütter im Vergleich mit 

den anderen Gruppen überwogen. Von Brustoski et al. wurde beschrieben, 

dass sich nach spezifischer Stimulation in dieser Gruppe erhöhte Anzahlen von 

CD4+CD25+ T-Zellen in den CBMCs nachweisen ließen [34]. In der Studie 

wurde gezeigt, dass die in utero Immunsuppression bei PAM der Mutter durch 

IL-10 von regulatorischen CD4+CD25+ T-Zellen (TR1-Zellen) über verminderte 

IFN-γ-Produktion der CD8-T-Zellen vermittelt wird, welche die Aktivierung der 

T-Zellen normalerweise anregt. Bei den Daten unserer Arbeit fällt auf, dass 

CD25 als einer der einzigen Marker allgemein mehr auf den CBMCs als auf 

PBMCs exprimiert wird. Diese Diskrepanz kann sich also dadurch erklären, 

dass unter anderem durch den erhöhten Anteil an CD25+ T-Zellen die anderen 

neonatalen Marker im Vergleich zur Mutter supprimiert werden. Diese Immun-

suppression wurde zuvor trotz erhöhter Aktivierungsmarker der CBMCs nach 

Stimulation auch in der behandelten Gruppe nachgewiesen [34]. 

 

4.2.5  IFN-γ und IL-13 

IFN-γ und IL-13 können als Repräsentanten der TH1- bzw. TH2-Zytokine 

behandelt werden. Im Vorfeld gab es viele - teils auch widersprüchliche - 

Aussagen zum Einfluss der PAM auf die neonatale Zytokinproduktion (siehe 

1.6.7.2). Weder nach Stimulation mit Plasmodien noch nach unspezifischer 

Stimulation konnten in dieser Studie signifikante Unterschiede in der Menge 

dieser Zytokine im Zusammenhang mit dem Malariastatus festgestellt werden. 
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Unabhängig vom Malariastatus überwogen nach unspezifischer Stimulation bei 

Müttern ebenso wie bei Neugeborenen im direkten Vergleich der Zytokine die 

IFN-γ-positiven Zellen. Allgemein scheinen dieses Ergebnisse zu bestätigen, 

dass sowohl das mütterliche als auch das neonatale Immunsystem auf 

Stimulation mit pro-inflammatorischer Zytokinproduktion reagieren können.  

 

4.2.6  Perforin und Granzym B 

Die zytotoxischen Substanzen Perforin und Granzym B vermitteln die lytische  

Funktion von NK-Zellen, CD8- und γδ-T-Zellen [56, 117, 153]. Die Produktion 

von Granzymen im erythrozytären Stadium der Malaria spiegelt die Aktivierung 

von NK-Zellen und zytotoxischen T-Zellen wieder [94]. Auch in NK-Zellen des 

Nabelschnurblutes wurde Perforin nachgewiesen [24]. Nach Stimulation von 

NK-Zellen mit plasmodieninfizierten Erythrozyten wurden bereits Perforin und 

Granzym A nachgewiesen, allerdings mit großen interindividuellen Unterschie-

den [128]. Beide Substanzen finden sich auch bei CD4-T-Zellen [24, 42].  

 

In der behandelten Gruppe der NK-Zellen des Nabelschnurblutes gab es ex 

vivo weniger für beide zytotoxischen Substanzen negative Zellen als in der 

negativen und plazentapositiven Gruppe. Nach Behandlung von Malaria in der 

Schwangerschaft scheint die zytotoxische Reaktion der neonatalen NK-Zellen 

gegenüber den anderen Gruppen zunächst also gestärkt. Die Neugeborenen 

von behandelten Müttern reagierten in anderen Studien auf unspezifische und 

spezifische Stimulation pro-inflammatorisch [426, 427, 443], nach der unspezifi-

schen Stimulation zeigt sich hier jedoch in der behandelten Gruppe bei den 

Neugeborenen ein verminderter Perforinnachweis. Möglicherweise ist aber der 

Einfluss einer vorangehenden Behandlung in der Schwangerschaft auf die 

Produktion inflammatorischer Zytokine nicht gleichbedeutend mit dem Einfluss 

auf die Produktion zytotoxischer Substanzen. Es gibt Hinweise dafür, dass 

malarianaive NK-Zellen entweder mit einer zytotoxischen Reaktion oder mit 

IFN-γ-Produktion auf Stimulation reagieren [128]. Auch der Einfluss von PAM 

bei Geburt auf die Anzahl von T-Zellen mit zytotoxischen Substanzen scheint 

gegenläufig des Einflusses von PAM auf die Produktion inflammatorischer 
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Zytokine. Bei PAM unter Geburt sind neonatale T-Zellen in ihrer Reaktion auf 

erneute Stimulation eher geschwächt (siehe 4.2.2), nach unspezifischer 

Simulation waren hier jedoch signifikant mehr Zellen positiv für Granzym B als 

ex vivo. Es könnte also postuliert werden, dass eine behandelte Malaria tropica 

in der Schwangerschaft die allgemeine zytotoxische Reaktion stärkt, bei 

erneutem Antigenkontakt dieselbe Reaktion jedoch eher schwächer ausfällt. 

Möglicherweise liegt das daran, dass die Speicher für zytotoxische Substanzen 

unter einer Infektion zunächst aufgefüllt werden (sowohl bei PAM als auch nach 

Behandlung), bei erneuter Stimulation werden sie dann jedoch ausgeschüttet, 

so dass nach einigen Stunden weniger Perforin nachweisbar ist. Allerdings 

wurde bei PAM nach Stimulation vermehrt Granzym ausgeschüttet. Möglicher-

weise reagieren Perforin und Granzym aber nicht immer simultan.  Da diese 

Beobachtungen jedoch nicht in allen Untergruppen und bei beiden zyto-

toxischen Substanzen konsistent waren, müssten Studien mit größeren Fall-

zahlen und Zellzahlen bei der spezifischen Stimulation geplant werden.    

 

 

4.3  Unterschiede im mütterlichen und neonatalen Immunsystem 

 

Wie zu erwarten war, wurde bei den Lymphozyten im Nabelschnurblut ex vivo 

ein signifikant höherer Anteil als im mütterlichen Blut gemessen [41]. Bei allen 

die Aktivierung des Immunsystems widerspiegelnden Substanzen wurde jedoch 

eine deutlich höhere Expression auf den mütterlichen CD3+ und γδ-T-Zellen der 

PBMCs als auf den entsprechenden CBMCs gefunden und das traf konsistent 

für alle Stimulationen zu, wie der Tabelle 3.3 zu entnehmen ist. Die beiden dort 

aufgeführten Ausnahmen CD25 und CD45RA stellen immunsupprimierende 

bzw. naive Oberflächenmarker dar.  

 

Mehrere Autoren haben bereits in verschiedenen Zusammenhängen und nach 

unterschiedlichen Stimulationen diese Beobachtung gemacht: Allgemein findet 

sich wenig HLA-DR bei Neugeborenen, der Marker steigt mit dem Alter wohl 

durch die vermehrte Antigeneinwirkung an [90]. In Israel wurde im Nabelschnur-
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blut eine geringere Lymphoproliferation auf unspezifische Stimulation als bei 

den Müttern beschrieben [62]. Der gleiche Zusammenhang trifft auch für pro- 

ebenso wie für anti-inflammatorische Zytokine von T-Zellen und NK-Zellen zu 

[46]. Nach unspezifischer Stimulation wurden Zytokine in verschiedenen 

Studien gemessen und jeweils signifikant weniger Zytokine im Nabelschnurblut 

gefunden: IFN-γ auf CD4-T-Zellen in Italien [129], IFN-γ, TNF-α,  IL-4 und IL-2 

in Belgien [212], ebenso wie in Californien [53] und IFN-γ, IL-1 und TNF-α in 

Australien - hier zeigte sich jedoch für HLA-DR, IL-6 und IL-10 kein Unterschied 

zwischen Nabelschnur- und adultem Blut [89, 102]. Das bestätigte sich für IL-5, 

IL-6, IL-10 und IL-13 in einer italienischen Studie [129]. Durch verbesserte Co-

Stimulation können auch neonatale Zellen adulte Zytokinmengen produzieren, 

diese Kapazität fehlt ihnen also nicht intrinsisch [14, 44]. Eine mögliche 

Erklärung betrifft nach Adkins et al. die vermehrten T-Gedächtniszellen, die sich 

in adulten PBMCs befinden und die Zytokinproduktion verstärken könnten [15]. 

Die cAMP Hypothese vermutet dagegen, dass die unterschiedliche Zytokin-

produktion bei Neugeborenen (mehr IL-6 und IL-10 als Erwachsene, aber 

weniger IFN-γ und TNF) auf den vermehrten intrazellulären Gehalt von cAMP in 

Monozyten und APCs zurückzuführen ist [142].  

 

Diese Ergebnisse gelten jedoch für Populationen in westlichen Industrieländern. 

In unserer afrikanischen Population in Gabun konnten die Beobachtungen aus 

Australien und Italien nicht bestätigt werden. Hier fand sich auch bei HLA-DR, 

IL-5 und IL-13 (und teilweise bei IL-10) bei den CD3-T-Zellen und den            

γδ-T-Zellen der Neugeborenen eine signifikant geringere Expression. Tsegaye 

et al. haben bereits auf die unterschiedliche Distribution von Lymphozytenunter-

gruppen in verschiedenen Populationen (Europäer, Westafrikaner und 

Ostafrikaner) hingewiesen [255] und erwachsene Äthiopier haben signifikant 

weniger CD4-T-Zellen als Holländer. Bei Neugeborenen sind die Zahlen jedoch 

gleich. Tsegaye et al. schlossen deshalb, dass sich Unterschiede im 

Immunsystem der Afrikaner durch die Umwelteinwirkung ausbilden [255]. 

Wilfing et al. konnte auch unterschiedliche Zytokinproduktion nachweisen [273]: 

Afrikaner produzierten allgemein mehr Zytokine als Europäer und im 
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Besonderen mehr der TH2-Zytokine IL-4 und IL-13, was sich durch die 

vermehrte Konfrontation mit parasitären Infektionen erklärt. Aufgrund dieser 

Beobachtungen können Studienergebnisse auch innerhalb Afrikas nicht 

automatisch auf andere Populationen übertragen werden. Der höhere 

Infektionsdruck im Vergleich mit westlichen Ländern dürfte auch unseren 

abweichenden Beobachtungen zugrunde liegen.  

 

In Bezug auf P. falciparum (siehe 1.6.7.2) wurden noch widersprüchliche 

Beobachtungen zur Lymphoproliferation und Zytokinproduktion gemacht [73, 

127, 148, 196]. Zwei Studien benutzten nur mikroskopische Malariadiagnostik 

und keine PCR. Es ist also möglich, dass falsche Einstufungen in die jeweiligen 

Kategorien die Ergebnisse verfälscht haben [73, 196]. Nach Vollblutstimulation 

von Nabelschnurblut mit Lipopolysacchariden in Belgien konnten im Plasma 

ähnliche Zytokinmengen wie bei Erwachsenen gemessen werden [219]. Es 

könnte also postuliert werden, dass die Lymphozytose bei Neugeborenen die 

mangelnde Zytokinproduktion der einzelnen Zellen zu kompensieren scheint, so 

dass im Endeffekt im Vollblut ähnliche Zytokinmengen nachzuweisen sind. Ein 

Modell der Vollblutstimulation trägt eher den komplexen Interaktionen im 

Immunsystem Rechnung - ohne sie jedoch genau beschreiben zu können. Im 

Vergleich mit adulten Patienten wurde in Gabun bei Kindern mit akuter            

P. falciparum Malaria nachgewiesen, dass diese mehr zytokinproduzierende   

T-Zellen (anti- und pro-inflammatorisch: IL-2, IFN-γ, IL-4, IL-13) aufweisen. 

Nabelschnurblut wurde hier jedoch nicht untersucht [276].  

 

Man muss zudem auch festhalten, dass nur bei wenigen Studien (in Israel [62], 

Gambia [196] und Kenia [148]) wie in dieser Arbeit der Vergleich zwischen 

Nabelschnurblut und mütterlichem Blut statt allgemein adulten PMBCs 

durchgeführt wurde. Schwangere zeigen gegenüber anderen Erwachsenen 

bereits eine verminderte Zytotoxizität [24] und während der Schwangerschaft 

und der Geburt sind veränderte Lymphozytenpopulationen und Zytokinprofile 

bekannt [14] (siehe 1.6.6.1). Durch Vergleich mit den Müttern lag in dieser 
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Studie bei beiden Probantengruppen die gleiche veränderte physiologische 

Umgebung zum Beispiel durch Cortisol und Östrogen vor. 

 

Wir können also für die spezifische untersuchte Population in Gabun 

postulieren, dass die Neugeborenen gegenüber den Müttern funktionell unreife 

CD3-T-Zellen und γδ-T-Zellen besitzen. Möglicherweise kompensiert die 

signifikant erhöhte Menge der Nabelschnurlymphozyten genau diese Tatsache. 

Auch wenn es viele Hinweise auf ein priming mit P. falciparum in utero gibt 

(siehe 1.6.7.2), kann davon ausgegangen werden, dass der Kontakt, den der 

Fetus mit Plasmodienantigenen hat, sehr viel geringer ist als der der Mutter. 

Nur lösliche Antigene und möglicherweise erythrozytäre Formen können in den 

fetalen Kreislauf gelangen, nicht aber z.B. die Leberformen. Zudem wird die 

Konzentration an Antigenen dort sehr viel geringer sein. Das könnte Teil der 

Erklärung sein, warum die neonatalen Zellen auf die Stimulation zumindest mit 

Malariaantigenen weniger stark reagieren als die Mütter. 

 

Zur Expression der zytotoxischen Substanzen Granzym B und Perforin gibt es 

in diesem Zusammenhang noch kaum Daten. NK-Zellen allgemein betreffend 

konnte in Israel kein signifikanter Unterschied in der Aktivität von mütterlichen 

und neonatalen Zellen festgestellt werden, während in Frankreich Perforin ex 

vivo in Nabelschnur-NK-Zellen in geringerem Maße als bei Erwachsenen 

nachgewiesen wurde [24], ebenso wie auch in den USA [20] und in Italien [82] 

Nabelschnur-NK-Zellen eine geringere Aktivität aufwiesen. Bei den              

CD3-T-Zellen allgemein und bei den γδ-T-Zellen zeigte sich in unserer Arbeit 

eine vermehrte Expression beider Substanzen auf den mütterlichen Zellen im 

Vergleich zu den Nabelschnurzellen. Bei den NK-Zellen konnte allerdings nur 

nach unspezifischer Stimulation für Granzym B die gleiche Aussage gemacht 

werden, ansonsten gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen PBMCs 

und CBMCs. Dalle et al. zeigten hingegen in Kanada, dass NK-Zellen des 

Nabelschnurblutes nach unspezifischer Stimulation mehr Perforin und Granzym 

B als erwachsene Vergleichszellen bildeten [52]. Dabei handelte es sich jedoch 

um reine NK-Zellen, nicht um CBMCs; die physiologischen Gegebenheiten 
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wurden also nicht abgebildet. Die spontane zytotoxische Aktivität dieser 

Nabelschnur-NK-Zellen in der Gesamtheit der CBMCs war auch erniedrigt. Im 

Gegensatz zu diesen Beobachtungen in westlichen Industrieländern werden 

Perforin und Granzym B ex vivo in mütterlichen und neonatalen Zellen in Gabun 

in ähnlichen Anteilen exprimiert. Für diese Population kann also postuliert 

werden, dass ihre NK-Zellen des angeborenen Immunsystems nicht funktionell 

unreif sind, während die γδ-T-Zellen als Zellen des erworbenen Immunsystems 

jedoch funktionell unreif erscheinen. 

 

 

4.4  Einfluss der Jahreszeit auf das Immunsystem 

 

Auch die Jahreszeit scheint einen Einfluss auf die Lymphozyten zu haben, da 

bei den Müttern, die in der Trockenzeit ihre Kinder zur Welt brachten, ebenso 

wie in deren Nabelschnurblut signifikant mehr Zellen gemessen wurden als in 

der langen Regenzeit. Das könnte durch die vermehrten Malariainfektionen in 

der Regenzeit  und die assoziierte Lymphopenie erklärt werden. Die Lympho-

zytenzahlen waren allerdings nicht korreliert mit dem Malariastatus der jeweili-

gen Mütter, aber andere in der Regenzeit vermehrt prävalente Krankheiten 

könnten ebenfalls eine Rolle spielen. Lisse et al. haben bei Kindern in Guinea-

Bissau ebenfalls einen höheren Lymphozytenanteil an Leukozyten in der 

Trockenzeit festgestellt, sowie erhöhte absolute CD4-T-Zellen [143]. Wir zeigen, 

dass sich dieser jahreszeitliche Einfluss schon bei Neugeborenen feststellen 

lässt. 

 

Zum Einfluss der Jahreszeit wurde kein Zusammenhang mit dem Malariastatus 

festgestellt, der aufgrund der Mückenverteilung bei den unterschiedlichen 

Niederschlagsmengen erwartet worden wäre. Trotzdem fand sich eine 

signifikant unterschiedliche Zytokinproduktion in den verschiedenen Jahres-

zeiten, wobei nach den Stimulationen eine höhere Expression in der langen 

Regenzeit als in der kurzen Regenzeit und hier wiederum mehr als in der 

Trockenzeit beobachtet wurde. Damit ist die Zytokinproduktion gegensätzlich 
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zur Lymphozytenanzahl. Die erhöhte Prävalenz von Malaria in der Regenzeit 

kann als Erklärung hierfür herangezogen werden. Die vermehrten Infektionen 

scheinen eine Aktivierung der mütterlichen sowie der neonatalen T-Zellen mit 

sich zu bringen, unabhängig von der Anzahl der Lymphozyten.  

 

Neben diesen Erklärungen, die die unterschiedliche Immunfunktion mit der 

Prävalenz von P. falciparum in Zusammenhang bringen, scheint es jedoch auch 

einen grundlegenden Zusammenhang zwischen Jahreszeiten und immuno-

logischer Funktion zu geben, der noch nicht ursächlich verstanden ist. 

Vorangegangene Studien haben außer zirkadianer Schwankungen auch 

saisonale Veränderungen verschiedener Vorgänge des Immunsystems 

beobachtet [91, 141]. In Belgien zeigten die meisten PBMCs betreffenden 

Variablen wie Leukozytenuntergruppen und Zytokinproduktion bei gesunden 

Probanden einen saisonalen Rhythmus [146]. In Finnland scheint IFN-γ im 

Sommer weniger produziert zu werden [126] und bei Gesunden im 

tasmanischen Winter wurde mehr IFN-γ und im Sommer mehr IL-10 nach-

gewiesen [234]. Auch am Extrembeispiel des antarktischen Winters konnte 

gezeigt werden, dass Exposition von gesunden Individuen zu einer TH1-Zytokin-

reaktion führt [223]. Wie dieser jahreszeitliche Effekt vermittelt wird, ist nicht 

klar. Auch in den Tropen gibt es Hinweise auf ein saisonal unterschiedlich 

reagierendes Immunsystem: Im Hochland Kenias wurden saisonale 

Unterschiede bei der Zytokinproduktion nach Stimulation von PBMCs mit         

P. falciparum LSA 1 festgestellt - in der Regenzeit wurde mehr IL-10 und TNF-α 

gemessen als in der Trockenzeit. Bei IFN-γ fand sich dieser Unterschied jedoch 

nicht [122]. Grundlegend decken sich diese Ergebnisse der verstärkten 

Zytokinproduktion in der Regenzeit aus dem kenianischen Hochland mit 

unseren im gabunesischen Regenwald. 

 

Diese Zusammenhänge zwischen Jahreszeit und Funktion des Immunsystems 

verdienen weitere Beachtung in zukünftigen Studien. Es ist zudem anzuregen, 

dass in Zukunft die Jahreszeit bei der Auswertung in Betracht gezogen wird.  
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4.5  Ausblick 

 

Auch wenn aufgrund methodischer Schwierigkeiten nur wenige Beobachtungen 

in Bezug auf den Malariastatus der Mütter signifikant waren, bestätigen diese 

doch eher, dass neonatale Zellen nach Malaria-Behandlung der Mutter in der 

Schwangerschaft bei einer erneuten Exposition besser gewappnet sind, 

während akute PAM bei Geburt das Immunsystem supprimiert. Die Behandlung 

in der Schwangerschaft scheint bei den Müttern zu einer Art Priming zu führen, 

die bei den Neugeborenen zu einer erhöhten Immunreaktion führt. Das 

unterstreicht noch einmal die Bedeutung von Maßnahmen der öffentlichen 

Gesundheitsvorsorge wie die Intermittierende Präventive Behandlung gegen 

Malaria in der Schwangerschaft (IPT) und das Screening von Schwangeren auf 

Malaria. 

 

Es wäre auch interessant, ob der Zeitpunkt der Infektion je nach fetaler 

Entwicklungsphase unterschiedliche Auswirkungen auf das Immunsystem der 

Neugeborenen haben könnte und wie sich eine nicht behandelte Infektion in der 

Schwangerschaft auswirkt. Um den verschiedenen Variablen (Geschlecht des 

Kindes, HIV-Status, andere Infektionserkrankungen, Wohngebiete, Jahreszeit, 

Zeitpunkt der mütterlichen Infektion) Rechnung zu tragen, bräuchte man für so 

eine erneute Studie eine deutlich größere Population. In dem Fall wäre auch 

eine gepaarte Analyse möglich.  
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5  Zusammenfassung 

 

P. falciparum ist der Erreger der weltweit bedeutendsten Tropenkrankheit 

Malaria tropica, von der besonders Kinder und Schwangere betroffen sind. Die 

klinische Immunität für Malaria, die Personen im Endemiegebiet langsam 

entwickeln, schützt Frauen in der Schwangerschaft nicht mehr, da die 

Sequestration der parasitierten Erythrozyten an CSA in der Plazenta stattfindet. 

Die Beeinflussung der Neugeborenen durch diese plazentare Infektion der 

Mütter war Thema dieser Arbeit. Die PBMCs von drei Gruppen von Müttern 

(ohne Malariainfektion in der Schwangerschaft, mit plazentarer Infektion bei 

Geburt und mit behandelter Malariainfektion in der Schwangerschaft) und die 

CBMCs ihrer Neugeborenen wurden auf Oberflächenmarker und die 

Zytokinproduktion ex vivo und nach unspezifischer bzw. spezifischer 

Stimulation mit Schizontenlysat hin untersucht.  

 

Trotz nur geringer Zellzahlen in einigen Versuchen konnte allgemein bestätigt 

werden, dass die Neugeborenen von Frauen mit PAM bei Geburt eine 

geringere Aktivierung der T-Zellen und Zytokinproduktion aufweisen, während 

Neugeborene nach Behandlung der Mütter verstärkt auf erneute Stimulation 

reagieren. In der Zytokinexpression zeigte sich zudem ein jahreszeitlicher 

Zusammenhang, der möglicherweise mit dem erhöhten Infektionsdruck in Afrika 

korreliert ist. In der Regenzeit konnte sowohl bei Müttern als auch bei den 

Neugeborenen eine geringere Lymphozytenzahl als in der Trockenzeit 

nachgewiesen werden, aber verstärkte Aktivierung der T-Zellen, sowie 

vermehrte Zytokinproduktion.   

 

Konsistent zeigte sich eine funktionelle Unreife der neonatalen CD3-T-Zellen 

und γδ-T-Zellen im Vergleich zu den mütterlichen. Im Gegensatz dazu war die 

Expression der zytotoxischen Substanzen Perforin und Granzym B auf den   

NK-Zellen des Nabelschnurblutes vergleichbar mit der Expression auf adulten 

Zellen, so dass im zentralafrikanischen Kontext von einer funktionellen Reife 

der neonatalen NK-Zellen ausgegangen werden kann. 
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7  Anhang 

 

7.1  Material 

 

7.1.1  Lebendes Material 
 

Plasmodienstamm Cys007    Isoliert in Lambaréné 

Humanes Serum      Blutbank, UKT 

Leukozytendepletierte Erythrozyten 0+   Blutbank, UKT 

 

 

7.1.2  Chemikalien, Lösungen, Nährmedien, Puffer, Reagenzien, Gase 
 

Parasiten-Kultur 

RPMI 1640      Sigma 

Hepes Puffer 1M     Sigma 

L-Glutamin 200mM     Gibco 

Gentamicin 50 mg/ml     Life Technologies 

AlbuMAX ®      Life Technologies 

RPMI 1640 Pulver     Sigma  

Hepes Puffer Salz Pulver    Sigma     

NaHCO3       Sigma 

Glukose      Sigma 

Hypoxanthin Pulver     Sigma 

Fetales Kälberserum     Sigma 

Gas (5% CO2, 5% O2, 90% N2)    Hans Mast 

 

Giemsafärbung 

Methanol      Merck 

Accustain ® GIEMSA Stain pH 6,9   Sigma 

Titrisol ® Triphosphatpuffer pH 7,2    Merck 

 

PBMC-Isolation und Kultur 

Dulbecco's Phosphate Buffered Saline 9,6g/l  Sigma 

Ficoll-Paque ® Plus     Amerham Biosciences 

Trypan Blue Solution (0, 4 %)    Sigma Aldrich Chemie 

UltraCulture Medium 500 ml    Bio Whittaker  

2-Mercaptoethanol     Merck 

CO2       Gaboa 
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Stimulantien 

Phorbol 12-myristate 13-acetate    Sigma 

Ionomycin      Sigma 

Brefeldin A      Sigma 

Dimethyl Sulphoxide C2H6OS    Sigma 

95%iger Alkohol     Merck 

 

Zellfixierung 

Formaldehydlösung min. 37%    Merck 

Hanks' Balanced Salt Solution    Sigma 

Sodium Azide NaN3     Sigma 

Bovine Serum Albumin 0, 3%     Serva    

 

PCR  

QIAamp DNA Mini Kit      Qiagen 

Taq PCR Master Mix Kit     Qiagen 

Primer       Operon 

Agarose      Sigma 

TBE-Puffer      Sigma 

Ethidiumbromid      Sigma 

 

Intrazelluläre Färbung 

Saponin      Sigma 

 

 

7.1.3  Monoklonale Antikörper und Isotyp Kontrollen 
 

APC Mouse IgG1 Isotype Control   BD PharMingen 

APC Rat IgG2a Isotype Control    BD PharMingen 

FITC Mouse IgG1 Isotype Control   BD PharMingen   

FITC Mouse IgG2a Isotype Control   BD PharMingen 

FITC Mouse IgG2b Isotype Control   BD PharMingen 

PE Mouse IgG1 Isotype Control    BD PharMingen  

PE Mouse IgG2b Isotype Control   BD PharMingen 

PE Rat IgG1 Isotype Control    BD PharMingen 

PE Rat IgG2a Isotype Control    BD PharMingen 

PerCP Mouse IgG1 Isotype Control   BD PharMingen 
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Purified mouse anti-human CD28 mAb    BD PharMingen 

APC-anti-TCR γδ mAb     BD PharMingen 

APC-anti-CD94 mAb     BD PharMingen 

FITC-anti-HLA-DR mAb     BD PharMingen 

FITC-anti-IFNγ mAb     BD PharMingen 

FITC-anti-CD45RA mAb     BD PharMingen 

FITC-anti-Perforin mAb     BD PharMingen 

PE-anti-IL5 mAb     BD PharMingen 

PE-anti-IL10 mAb     BD PharMingen 

PE-anti-IL13 mAb     BD PharMingen 

PE-anti-CD25 mAb     Caltag 

PE-anti-CD45RO mAb     BD PharMingen 

PE-anti-GranzymeB mAb    Caltag 

PerCP-anti-CD3 mAb     BD PharMingen 

 

 

7.1.4  Verbauchsmaterial 
 

Cellstar ® PP-Röhrchen 15 ml    Greiner bio-one 

Combitips ® 2,5 ml     Eppendorf 

Cryo-Röhrchen 2 ml     Carl Roth 

Falcon ® 50 ml konische Röhrchen, PP   Becton Dickinson 

Filtrierpapiere      Macherey-Nagel   

Indikatorband 1222 für Dampfsterilisation  3M Comply 

Objektträger      R.Langenbrinck 

Stripetten 1ml - 5 ml - 10 ml - 25 ml Costar ®  Corning 

Pipettenspitzen blau     Sarstedt 

Pipettenspitzen gelb     Greiner 

Reaktionsgefäße 1,5 ml – 0,5 ml   Eppendorf 

Safeskin Satin Plus – Latex Handschuhe  Kimberly-Clark  

Stericup
TM

 - vakuumbetriebene Filtrationssysteme Millipore 

 

Schizontenlysatherstellung 

Zellkulturflaschen 75 cm
2
    Carl Roth 

MACS ® Separation Columns D    Miltenyi Biotec 

Injectomat ®-Spritze 50 ml    Fresenius-Kabi 

 

 

 



 
110                                                                                                                                  7  Anhang 

Blutabnahme 

Alkohol Swabs      Norpak 

S-Monovette ® 9 ml Ammonium-Heparin NH4  Sarstedt 

S-Monovette ®-Kanüle 20 G    Sarstedt 

Butterfly ®      Venisystems 

Multi-Adapter für S-Monovette ®    Sarstedt 

Cutfix ® Surgical Disposable Scalpel   Braun Aesculap 

 

Stimulation 

Zellkulturflaschen 25 cm
2
    Integra Biosciences 

12 well Zellkulturplatte     Corning 

 

 

7.1.5  Geräte 
 

Tropeninstitut Tübingen 

Autoklav      LTE 

Elekrophorese Dokumentation    Kodak 

FACSCalibur™ Flow Cytometer    Becton Dickinson 

Inkubator      Biosafe 

Kühlschrank      Bosch 

Laminar Flow Hood     Heraeus 

Lichtmikroskop Laborlux S    Leitz 

Multipette ®      Eppendorf 

PCR Gelkammer     BioRad 

Pipetman P ®      Gilson 

Pipettierhilfe accu-jet ®     Brand 

Präzisionswaage     Mettler 

QIAamp DNA Mini Kit      Qiagen 

Reference ® Pipetten      Eppendorf 

Schüttler      Vortex 

SuperMACS™ II Separator     Miltenyi BioTec 

Thermozykler      BioRad 

Tiefkühlschrank (-20°C)     Liebherr 

Tiefkühltruhe (-80°C)     Revco 

Wasserbad      Memmert 

Zentrifuge CR422     Jouan     

Mikroliterzentrifuge Biofuge ® pico   Heraeus 
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Laboratoire de Recherches Lambaréné 

Autoklav      Melag 

Cell-Dyn ® 3000     Abbott Laboratories 

Inkubator      Haereus Instruments 

Kühlschrank      FIDES 

Laminar Flow Hood     Nuaire 

Lichtmikroskope     Olympus 

Liquid Nitrogen Container ABS-50   Consarctic 

Neubauer Improved Zählkammer        Brand 

 (0,1000 mmm Tiefe/ 0,0025 mm
2
) 

Pipetboy acu      Integra Biosciences 

Pipetten Labmate ™ L20,  L200, L1000   Abimed  

Präzisionswaage     Kern 

Research ® Pipetten     Eppendorf   

Tiefkühltruhe -20°C     Eco 

Tiefkühltruhe -80°C NU-6520E    Nuaire 

Wasserbad C10-P5 Immersions Circulator  Haake 

Zentrifuge      Beckman 

 

  

7.1.6  Hardware, Software 
 

PC FACS       Macintosh    

FACS Calibur Software Cell Quest® 3.3    Becton Dickinson 

StatView Version 5.0.1     SAS Institute Inc. 

Reference Manager Professional Ed. Version 10  ISI ResearchSoft  

Excel 2002      Microsoft  
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Abb. 2.4   FACS-Histogramm: Punktdiagramm aus FSC- und SCC-Höhe 48 
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7.4  Abkürzungsverzeichnis 

 

AIDS  Acquired Immune Deficiency Syndrome 

APC  Allophycocyanin (bei Antikörpern) 

APC  Antigen Presenting Cell 

BSA  Bovine Serum Albumin 

cAMP  cyclic Adenosine Monophosphate 

CBMCs Cord Blood Mononuclear Cells 

CD  Cluster of differentiation 

CPM  Complete Parasite Medium 

CSA  Chondroitin Sulfate A 

DBL  duffy binding-like 

DNA  Desoxyribonucleid acid 

FACS  Fluorescence Activated Cell Sorter 

FITC  Fluorescein Isothiocyanat 

FSC  Forward Scatter 

G6PD  Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase 

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen koloniestimulierender Faktor  

GPI  Glykosylphosphatidylinositol 

Hb  Hämoglobin 

HbF  fetales Hämoglobin 

HbS  Sichelzellenhämoglobin 

HBSS  Hanks' Balanced Salt Solution 

HIV  Human Immunodeficiency Virus 

HLA  Human Leucocyte Antigen 

HRPII  Histidine-rich Protein II 

ICAM1  Inter-Cellular Adhesion Molecule 1 

IFN-γ  Interferon γ 

Ig  Immunglobulin 

IL  Interleukin 

IPT   Intermittent Preventive Treatment 

IUGR  Intrauterine Growth Restriction 

LDH  Laktatdehydrogenase 



 
114                                                                                                                                  7  Anhang 

LSA  Liver-stage Antigen 

M  molar 

mAb  monoclonal Antibody 

MACS  Magnetic Activated Cell Separation 

MSP  Merozoite Surface Protein 

µl  Mikroliter 

NADPH reduziertes Nicotinamid-Adenin-Dinucleotidphosphat  

NK  Natural Killer 

nm  Nanometer 

P.   Plasmodium 

PAM  Pregnancy-associated Malaria 

PBMCs Peripheral Blood Mononuclear Cells 

PBS    Phosphate Buffered Saline 

PCR  Polymerase Chain Reaction  

PE  Phycoerythrin 

PerCP  Peridin-Chlorophyll-a-Protein 

Pf  Plasmodium falciparum 

PfEMP1 P. falciparum erythrocyte membrane protein 1 

PMA  Phorbol 12-myristate 13-acetate 

RPMI   Roswell Park Memorial Institute 

SSC  Side Scatter 

TCR  T-cell Receptor 

TGF  Transforming Growth Factor 

TH  T-Helferzelle 

TNF  Tumornekrosefaktor 
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