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Zusammenfassung

Durch seine Fahigkeit zur Sequestrierung ist das parasitische Protozoon Plasmodium falciparum hoch
pathogen. Vermittelt wird diese Bindung ans Wirtsendothel unter anderem durch das variable Ery-
throzytenoberflachenprotein PFEMP1. Die zerebrale Malaria, eine der schwersten Verlaufsformen,
die die Malaria tropica annehmen kann, ist unter anderem die Folge der Bindung infizierter Erythro-
zyten an Endothelrezeptoren des Gehirns. Um dem Immunsystem des Wirtes zu entgehen, nutzt
der Parasit die Strategie der Antigenen Variation; der Wechsel des prasentierten PFEMP1-Molekiils
wird durch einen Transkriptionswechsel der var-Gene vollzogen (Switching). Im haploiden Genom
von P. falciparum unterteilen sich die ca. 60 Mitglieder der var-Gene in die Gruppen A, B und C, von
denen aber pro Zeitpunkt immer nur eines aktiv vorliegt.

Der erste Teil der Arbeit widmete sich der Analyse der Switchingraten von 20 P. falciparum-Isolaten
aus nicht-immunen Patienten. Hierzu wurde die var-Genexpression der ex vivo- und sukzessiver
in vitro-Generationen auf die Frage nach der Quantitdt der exprimierten Gene und den Ande-
rungsraten der Expression hin untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass fast alle Parasiten einer
Population das gleiche Gen exprimieren, selbst wenn die Expression mit der Generation wech-
selt; Gene der Gruppe A switchen mit Wechselraten von bis zu 100 % hierbei schneller als solche
der Gruppen B und C. Im Laufe der Kultivierung geht eine disperser werdende Expression al-
ler Gengruppen mit einer sinkenden Switchingrate einher. Der var-Transkriptionswechsel steht in
unmittelbaren Zusammenhang zu einem Pradsentationswechsel des PfEMP1-Proteins. Durch den
Einsatz von spezifischen Peptidantikorpern gegen die PEEMP1-Molekiile, die von den in haufigster
Frequenz exprimierten Transkripten der ex vivo- sowie der ersten in vitro-Generation abgeleitet
wurden, konnte durch Immunfluoreszenzanalysen das Switching auf Proteinebene nachgewiesen
werden.

Dem schier unendlichen Repertoire an Antigenen innerhalb des Genpools aller P. falciparum-Klone
steht eine begrenzte Anzahl an Endothelrezeptoren des Wirtes gegentiiber; offensichtlich konnen
unterschiedliche PfEMP1-Sequenzen gleiche Epitopstrukturen aufweisen. Die Kenntnis tiber die
Bindungspartner der Interaktion zwischen parasitirem Protein und Wirtsendothelrezeptor ist die
Voraussetzung dafiir, diese Bindung blockieren zu konnen. Die Bindung infizierter Erythrozyten
an zwei Rezeptoren des Hirnendothels wurde in Bezug auf Expression der neben PfEMP1 als va-
riable Oberflaichenantigene bekannten STEVOR-, PEIMC2TM- und RIFIN-Familie untersucht. Dabei
wurde eine Methode etabliert, in der infizierte Erythrozyten iiber zwei Parasitengenerationen an
den Endothelrezeptor gebunden wurden, um die Bindungscharakteristika mit der Genexpressi-
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on variabler Oberflichenantigene innherhalb einer Parasitengeneration iiber zwei erythrozytare
Zyklen hinweg miteinander vergleichen zu kénnen. Der neu als Interaktionspartner fiir infizierte
Erythrozyten beschriebene Rx-Rezeptor ! wurde erstmals niher charakterisiert. Die Ergebnisse der
Expressionsstudien sprechen dafiir, dass nicht PFEMP1-, moglicherweise aber PEIMC2TM-Proteine
fiir die Bindung an Rx verantwortlich sind.

Die Bindung infizierter Erythrozyten an ICAM-1 gilt als entscheidender Prozess im Ausbruch wie
in der Schwere des Verlaufs einer zerebralen Malaria. Das Produkt des der Gruppe A zugehorigen
PF13_0003-Gens scheint fiir die Bindung des Kulturisolates 3D7 an den Endothelrezeptor ICAM-1
verantwortlich zu sein; in Parasitenpopulationen, die Bindungskapazitiat an ICAM-1 aufweisen, ist
PF13_0003 in haufigster Frequenz exprimiert. Ein gegen die von PF13_0003 abgeleitete DBL2BC2-
Domaéne gerichteter Antikorper inhibiert die Bindung an ICAM-1 konzentrationsabhédngig. Die
Beteiligung der Gruppe A-Genprodukte konnte neben dem Kulturisolat fiir ein Patientenisolat
nachgewiesen werden. Daneben spielen moglicherweise auch PEIMC2TM- oder STEVOR-Proteine
an der ICAM-1-Bindung ein Rolle.

Da jedes Plasmodium falciparum-Isolat tiber die gleichen PfEMP1-Doménentypen verfiigt, die aber
innerhalb eines Isolates sowie zwischen den Isolaten hochgradig variieren, wurde die Bindung
24 rekombinant exprimierter, renaturierter PFEMP1-Doménen an ICAM-1 mit Schwingquarzsen-
soren untersucht. Nur einzelne Domédnen des Typs DBLAC2 verfiigen iiber Bindungskapazitit an
ICAM-1; sie enthalten im Vergleich zu den Domédnen ohne Bindungskapazitidt das cysteinreiche
Sequenzmotiv GX,CXy_14ECX5CX3CX5Y.

Mit der Kristallisation der stark an ICAM-1-bindenden Doméne wurde begonnen; bestitigt sich das
Sequenzmotiv als ICAM-1-bindendes Epitop stellt dies die Grundlage dar, die Bindung infizierter
Erythroyzten an ICAM-1 inhibieren und somit die schweren Komplikationen einer zerebralen
Malaria beseitigen zu konnen.

!Diese Daten wurden noch nicht publiziert; daher wird in dieser Arbeit der Name des Rezeptors nicht genannt und
mit Rx bezeichnet.



Kapitel 1
Einleitung

Malaria ist eine der am weitesten verbreiteten tropischen Infektionskrankheiten, mit 3,3 Milliarden
Menschen lebt die Halfte der Weltbevolkerung in malariaendemischen Gebieten. Hauptsachlich
betroffen sind weite Teile der stidlichen Himisphere, Afrika siidlich der Sahara, Stidostasien sowie
Latein- und Mittelamerika (siehe Abbildung 1.1). Die Inzidenz wird von der WHO auf 250 Millionen
Falle jahrlich geschatzt [1]. Das Gros der iiber eine Million Todesopfer, die die Krankheit in jedem
Jahr fordert, sind afrikanische Kinder unter fiinf Jahren, die mit dem humanpathogenen Erreger

Plasmodium falciparum infiziert sind.

I hohes Malariarisiko o
B [0 geringes Malariarisiko
- | malariafrei

Abbildung 1.1: Verbreitungskarte der Malaria. verandert nach WHO, 2008 [1].



1.1. KLASSIFIZIERUNG

1.1 Klassifizierung

Plasmodien sind obligat parasitdre Protisten, die unter den Stamm der Apicomplexa, mit einem
apikalen Organellenkomplex als namensgebendes Alleinstellungsmerkmal, unter die Klasse der
Haematozoea und darunter unter die Ordnung der Heamosporida subsumiert werden [2]. Zu den
Plasmodien zdhlen mehr als 170 Arten, vier davon sind humanpathogen: P. falciparum, P. vivax,
P. ovale und P. malariae. Sie unterscheiden sich neben ihrer Morphologie und ihrer geographischen
Verbreitung durch die Qualitdt der Malaria Erkrankung, die sie verursachen, wobei die Infektion
mit P. falciparum als Erreger der Malaria tropica zu den schwersten Komplikationen fiithren kann.
Sie alle werden durch Stiche weiblicher Miicken der Gattung Anopheles iibertragen.

1.2 Der Entwicklungszyklus von P. falciparum

Der Entwicklungszyklus von Plasmodien ist durch einen Wirts- und einen damit verbundenen
Generationswechsel gekennzeichnet. Endwirt ist die weibliche Anopheles-Miicke, in der die sexu-
ellen Vermehrungsvorgange stattfinden. Mit ihrer Blutmahlzeit nimmt die Miicke das erste sexuelle
Stadium, die Gametozyten auf, die sich zu Makro- durch Mikrogameten fortentwickeln. Diese ver-
schmelzen zu einer motilen Zygote, dem Ookineten, dem einzig diploiden Stadium im Lebenszyklus
von Plasmodium. Nach Durchwanderung der Epithelzellen des Miickenmagens entwickelt sich der
Ookinet zur Oozyste, in der durch asexuelle Reduktionsteilungen tausende Sporozoiten entstehen.
Die Sporozoiten gelangen in die Speicheldriisen der Miicke und kénnen so mit dem néchsten Stich
in den menschlichen Zwischenwirt injiziert werden. Bereits zwei Minuten nach Inokulation kénnen
Sporozoiten in den Hepatozyten gefunden werden, in die sie nach Transmission durch Makropha-
gen, die Kupfferschen Sternzellen, eingedrungen sind [3]. Dort wachsen sie in einer parasitophoren
Vakuole zu bis zu 10000 Merozoiten heran, die sich sackartig als Merosom ins Blut abschniiren. Der
Merozoit, das dritte der invasiven Stadien von Plasmodium invadiert rote Blutzellen, in denen sich
der Parasit innerhalb von 48 Stunden vom jungen Trophozoiten, der aufgrund seiner Morphologie
als Ringstadium bezeichnet wird, zum adulten entwickelt, der sich durch in der Regel drei bis
fiinf Schizogonien zum Schizonten differenziert. Nach Ruption der Erythrozyten werden bis zu 32
Merozoiten ins Blut entlassen, die ihrerseits neue rote Blutzellen invadieren konnen. Ein Teil der
Merozoiten differenziert sich nach wenigen Generationen zu Gametozyten, die nach Aufnahme in
die Anopheles-Miicke den Zyklus von Neuem beginnen lassen.
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KAPITEL 1. EINLEITUNG

Abbildung 1.2: Der Entwicklungszyklus von Plasmodien. Erlduterungen stehen im Text.

1.3 Das Krankheitsbild der Malaria tropica

P. falciparum wichst im Wirt unsynchronisiert, weshalb das Fieber, eine Folge der Freisetzung der
Merozoiten in die Blutbahn, kontinuierlich besteht. Die Symptome der Krankheit treten erst nach
Befall der Erythrozyten auf. Diese sind neben dem Fieber Azidosen, Hypoglykdmien und zum Teil
schwere Andmien, deren Ursache einerseits der mit dem Befall einhergehende Funktionsverlust
der Erythrozyten, hauptsédchlich aber die spontane Hamolyse uninfizierter roter Blutkdrperchen
darstellt [4]. Schwere Organschdden von Niere, Leber, Herz und Gehirn sind die Folge von durch
zytoadhédrente infizierte Erythrozyten verstopfte Kapillaren, die zu einer Unterversorgung der Or-
gane mit Sauerstoff fithren [5]. Bei der zerebralen Malaria, eine der schwersten Verlaufsformen
der Malaria tropica, bewirken infizierte rote Blutzellen mittelbar und unmittelbar starke Beein-
trachtigungen der Gehirnfunktionen wie Koordinationsstorungen und Verwirrtheitszustande, die
in schweren Féllen bis zu Koma und Tod fiihren konnen [2]. Diese Symptome werden einerseits
direkt durch die adhédrierenden parasitierten Erythrozyten, andererseits durch metabolischen Stress
und die physiologischen Reaktionen des Wirts (siehe 1.5.2) auf Adhédsion an Endothelrezeptoren
des Gehirns hervorgerufen [6, 7].



1.4. DIE FORMEN DER ADHASION INFIZIERTER ERYTHROZYTEN

Abbildung 1.3: Die Hauptformen der Adhésion infizierter Erythrozyten.
I: Sequestrierung an Wirtsendothelzellen; II: thrombozytenvermittelte Verklumpung; III: Rosetting. Erlduterungen stehen
im Text.

1.4 Die Formen der Adhision infizierter Erythrozyten

Neben der Zytoadhdsion an Wirtsendothelzellen gibt es zwei weitere Hauptformen der Adhéasion
parsitierter roter Blutzellen, das sogenannte Rosetting, die Bindung an nicht infizierte Erythrozyten
[8] und die Interaktion mit Thrombozyten. Diese fiihrt zur Aggregation beider Zelltypen; dieses
Phanomen wird daher auch als thrombozytenvermittelte Verklumpung bezeichnet [9]. Durch die
Adhaésion in peripheren Gefafssystemen und Organen entgeht der Parasit dem Blutstrom durch die
Milz, die alte und infizierte Erythrozyten erkennt und eliminiert.

1.5 Adhaésionsrezeptoren

Die Fahigkeit mit P. falciparum-Trophozoiten infizierter roter Blutzellen, an Endothelrezeptoren in
Wirtskapillaren zu binden, steht mit vielen Symptomen der Malaria tropica in direktem Zusam-
menhang. Im Jahre 1989 wurde mit CD36, auch als Glykoprotein IV bezeichnet, der erste Endothel-
rezeptor bekannt [10], der mit infizierten Erythrozyten interagiert. Inzwischen kennt man weiterhin
Thrombospondin [11], das Zelladhdsionsmolekiil ICAM-1 [12], VCAM-1, PECAM-1 und NCAM
[13, 14, 15], die Selektine P-Selektin und E-Selektin [13], Condroitinsulfat A [16], Himagglutinin
[17, 18] und Hyaloronsdure [19]. Die Interaktion der Endothelrezeptoren CD36 und ICAM-1 mit
infizierten Erythrozyten sind im Folgenden ndher beschrieben; iiber die Bindung an die tibrigen
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KAPITEL 1. EINLEITUNG

genannten Rezeptoren liegen bis zum heutigen Tag kaum Informationen vor.

1.5.1 CD36

Fast alle P. falciparum-Isolate sind in der Lage, an das auf den meisten Endothelzellen présentier-
te 88 Kilodalton grofie, glykosilierte Oberflachenmolekiil CD36 zu binden [20]. Obwohl CD36 auf
Endothelzellen des Gehirns vorkommt, konnte kein Zusammenhang mit den Komplikationen einer
zerebralen Malaria gezeigt werden [7], und die Rolle, die die CD36-Bindung in der Pathogenitat
der Malaria tropica tiberhaupt spielt, ist unklar [21]. Die Liganden seitens der parasitierten Blut-
zellen sind bekannt, es sind Varianten des Plasmodium falciparum Erythrozyten Membran Protein 1
(PfEMP1, siehe 1.6.1). Daneben konnen die Erythrozytenoberflichenproteine Spektrin und Bande
3-Protein an CD36 binden, nachdem sie durch die Infektion der Erythrozyten mit P. falciparum durch
einen nicht bekannten Mechanismus verdndert wurden [22, 23].

1.5.2 ICAM-1

ICAM-1, oder CD54, zdhlt zur Superfamilie der Immunglobuline G und wird auf Endothelzel-
len und Leukozyten prasentiert [24]. Sein natiirlicher Ligand ist das T-zellproliferierende LFA-1
(Ilymphocyte function associated antigen). Die Bindung infizierter Erythrozyten an ICAM-1 gilt als
entscheidender Prozess im Ausbruch wie in der Schwere des Verlaufs einer zerebralen Malaria.
Einerseits hat sie einen synergistischen Effekt auf die verstdrkte Prasentation des Rezeptors selbst
[7], andererseits bewirkt sie unter anderem die Aktivierung von MAP-Kinasen, Transkriptionsfak-
toren sowie des Tumor Nekrose Faktors TNF-a und Interleukinen [25, 6, 24]. Auch fiir die Bindung
an ICAM-1 sind PfEMP1-Molekiile verantwortlich [26, 27, 28], die Details werden, sofern bekannt,
unter 1.6.1 erldutert.



1.6. DEFINIERTE UND POTENZIELLE ADHASIONSLIGANDEN: VARIABLE OBERFLACHENPROTEINE

Abbildung 1.5: Sequestrierung von Plasmodium am Wirtsendothel.
P: Parasit; En: Wirtsendothel; M: Maurersche Spalten. Die Maurerschen Spalten sind ein parasitdres Kanalsystem, das
Teil der Proteintransport- und Sortierungsmaschinerie ist [30]; nach [31].

1.6 Definierte und potenzielle Adhdsionsliganden: Variable Oberflai-
chenproteine

Der parasitierte Erythrozyt weist erhebliche Modifikationen seiner Oberfldche auf, die Verankerung
von Plasmodien-Proteinen in seiner Membran fiihrt zu lokalen, elektronendichten Ausstiilpungen,
die als Knobs bezeichnet werden (vgl. Abb. 1.4). Die in den Knobs verankerten Proteine interagieren
mit Wirtsendothelrezeptoren; in Abbildung 1.5 ist eine elektronenmikroskopische Aufnahme dieser
Interaktion gezeigt.

Abbildung 1.4: Modifikationen der Wirtszellmembran.
a: rote Blutzelle; b: mit P. falciparum infizierte rote Blutzelle. Die Prasentation von Parasitenprotein fithrt zu Ausstiilpungen
der Erythrozytenmembran; nach [29].
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KAPITEL 1. EINLEITUNG

1.6.1 Die PfEMP1-Proteinfamilie

Das Plasmodium falciparum Erythrozyten Membranprotein 1 ist ein Vertreter der variablen Oberfla-
chenantigene (VSAs). Die Proteine sind mit Molmassen zwischen 200 und 350 Kilodalton sehr grof3
und hochvariabel [32]. Da diese Proteine in der Erythrozytenmembran verankert sind, bestehen
sie aus einem intrazelluldren und einem extrazelluldren Teil sowie einem Membrananker (siehe
Abbildung 1.6). Die Aminosduresequenz von PfEMP1 ldsst auf das Vorhandensein einer Trans-
membrandomaéne schliefSen, jedoch wird vermutet, dass die Verankerung iiber die Bindung des
zytosolischen C-Terminus an KAHRP (Knob associated histidine rich protein) stattfindet.

Der extrazelluldre Teil des PEEMP1 weist neben einem variablen N-Segment immer Blocke unter-
schiedlicher Doménentypen als Grundbausteine auf: Duffy-Binding-Like (DBL)-Doménen, Cysteine-
Rich Interdomain Regions (CIDR)-Doméanen und solche des Typs Constant 2 (C2). DBL-Domé&nen
sind als Adhdrenzvermittler auch aus anderen Malariaspezies bekannt [33]. Sie werden in die fiinf
Subtypen a bis € unterteilt. Die CIDR-Doménen, die ausschliefSlich bei P. falciparum vorkommen,
gliedern sich in drei Typen («, f und y). DBL- und CIDR-Doménen gemeinsam sind konservierte
Cysteinreste innerhalb ihrer Gruppen [33, 34]. Zwischen diesen semikonservierten Blocken liegen
Sequenzabschnitte hochster Variabilitdt. Der intrazelluldre Abschnitt wird als ATS-Domaéne (acidic
terminal segment) bezeichnet; dieser ist hochkonserviert und vermittelt die Bindung an KAHRP. Die
grundsatzliche Proteinstruktur ist der Abbildung 1.7 zu entnehmen.

1.6.1.1 Bindungseigenschaften

Durch die Kombination aus verschiedenen Doméanensubtypen werden unterschiedliche Bindungs-
eigenschaften vermittelt; so bindet die N-terminal gelegene CIDR 1a-Doméne an CD36 [35, 36, 37].
Die Kombination aus DBLS und C2 vermittelt die Bindung an ICAM-1 [38, 26, 27, 28], jedoch kon-
nen nicht alle DBLAC2-Doméanen an ICAM-1 binden, und es bestehen widerspriichliche Ergebnisse,
welche Charakteristika fiir eine Interaktion gegeben sein miissen [39, 40].

1.6.1.2 var Gene

PtEMP1 wird von der var-Genfamilie kodiert [32]. Im haploiden Genom des Kulturstammes 3D7
umfasst diese Gruppe 59 Gene [41]. Da bis zum heutigen Tag noch kein Wildisolat vollstiandig se-
quenziert wurde, konnen fiir den Umfang der var-Multigenfamilie in Wildisolaten lediglich Schét-
zungen angestellt werden.

Var-Gene bestehen aus einem Exon I von bis zu 15 Kb, das den extrazelluldren Teil und die Trans-
membrandomaéne des Proteins kodiert. Ein zweites, kleineres, Exon II kodiert fiir die ATS-Doméne
und umfasst in etwa 1400 Basenpaare [41]. Zwischen ihnen liegt ein 1000 Basenpaare langes Intron.
Aufgrund von Sequenziibereinstimmung ihres 5 untranslatierten Bereichs wurden var-Gene in
verschiedene Gruppen eingeteilt [42, 43]. Die Unterteilung erfolgte in die Hauptgruppen A,B und
C [42, 44]. Eines der 59 Gene besitzen keinerlei Ubereinstimmungen mit einer der drei Hauptgrup-
pen und wird daher separat als E bezeichnet. Var-Gene liegen auf allen 14 Chromosomen verteilt.
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1.6. DEFINIERTE UND POTENZIELLE ADHASIONSLIGANDEN: VARIABLE OBERFLACHENPROTEINE

Abbildung 1.6: Sequestrierung von Plasmodium am Wirtsendothel.
E: Endothelzelle; K: Knob; M: Maurersche Spalten; P: Parasit.

Im 3D7 Isolat umfasst Gruppe A zehn Gene, die alle im subtelomeren Bereich liegen und in Telo-
merrichtung transkribiert werden. Sie besitzen eine komplexe Doménenstruktur vom Typ II, fiir
den eine DBLa- und eine CIDRa-Doméne charakteristisch ist. Keines der von Gruppe A kodierten
Proteine bindet an CD36 [42, 45].

35 Gene fallen in die Gruppe B; sie liegen zumeist telomernah und werden in Zentromerrichtung
transkribiert.

Gene der Gruppe C liegen alle am Zentromer. Genen der Gruppe B und Cist eine Typ I-Kopfstruktur
gemeinsam; fiir sie ist eine Domé&nenabfolge dieses Musters charakteristisch: DBLa und CIDRq,
danach DBL0 und eine beliebige weitere CIDR- Doméne [45, 42].

1.6.2 Die 2TM-Superfamilie

P. falciparum besitzt weitere Multiproteinfamilien, deren Vertreter an den Maurerschen Spalten
oder den Knobs lokalisiert wurden und somit an Sequestrierungsprozessen beteiligt sein konnten
[46,47,48]. Die RIFIN-Familie besitzt 155 Vertreter, zu den STEVORs werden 39 und zur PIMC2TM-
Familie 13 Proteine gezahlt. Sie alle sind zwischen 20 und 45 Kilodalton grofs und besitzen zwei
Transmembrandoménen, was ihrer Superfamilie den Namen gegeben hat. Die Abbildung 1.7 zeigt
den typischen Proteinaufbau der variablen Oberfldchenantigene PFEMP1 und der 2TM-Familie.

Die Gene, die fiir die 2TM-Superfamilie kodieren, sind zwischen 1,8 und 2,4 Kilobasen grofi und
liegen zumeist subtelomer, in Einzelfdllen zentromer [49]. Jedes der Gene enthilt zwei Exons.
Die Gene der rif-Familie werden aufgrund eines Sequenzmotivs, das nur in einigen rif-Genen
vorhanden ist, in die Gruppen A und B unterteilt.
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KAPITEL 1. EINLEITUNG
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Abbildung 1.7: Der Proteinaufbau Variabler Oberflichenantigene.
ATS: acidic terminal segment; N: N-Terminus; P: PEXEL-Motiv; SK: semikonserviert; SP: Signalpeptid; TM: Transmem-
brandomine; V: variabel.

Zentromere Region Subtelomere Region Telomer

—  —» e _s -—

var-Gruppe C rif-,stevor var-Gruppe A var-Gruppe B
& Pfmc-2TM-Gene

Abbildung 1.8: Die genomische Lokalisation variabler Multigenfamilien; verandert nach [49].

1.7 Antigene Variation

Der Wechsel der Genexpression von variablen Oberflachenantigenen fiihrt zur Prasentation eines
anderen Proteins auf der Erythrozytenoberfliche. So kann der Parasit der Immunantwort des
Wirtes entgehen und erhoht die Wahrscheinlichkeit, die Zeit bis zur Transmission in die Miicke zu
iuiberdauern [50].

Es gilt als gesichert, dass jeweils nur PFEMP1-Molekiile eines einzigen Typus an der Erythrozyteno-
berfliche exprimiert werden, ein Phdnomen, das als mutually exclusive expression bezeichnet wird
[50, 51, 52, 53]. Auch die Gene der 2TM-Superfamilie scheinen an der antigenen Variation beteiligt
zu sein [54, 55]. Die Regulation der var-Gene erfolgt auf Transkriptionsebene. Wie dieser Regulati-
onsprozess ablduft, ist unklar, scheint aber einem epigenetischen Mechanismus zu folgen [56, 57],
und es gibt Hinweise darauf, dass die Multigenfamilien zum Teil gemeinsam reguliert werden [58].
Bekannt ist, dass entscheidende Schritte der Regulation in der S-Phase des Zellzyklusses stattfinden.
Das Intron, das selbst schwache Promotoraktiviat besitzt, und ein Abschnitt des 5 untranslatierten
Bereiches scheinen an der Inaktivierung der var-Gene mafigeblich beteiligt zu sein [59, 60, 61].

Die Switchingrate in Zellkulturen wurde mit 2,4 % pro Generation bestimmt [62]. Die Wachstumsbe-
dingungen sind in der Kultur ideal und ein Selektionsdruck fehlt, weshalb grundsétzlich zwischen
Switchingraten in vitro und in vivo unterschieden werden muss. Die Fragen nach dem molekula-
ren Mechanismus und der Haufigkeit der Anderungsraten bleiben aber nach wie vor weitgehend
unbeantwortet.
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1.8. ZIELSETZUNG

Fiir die Aktivierung eines neuen var-Gens und die Inaktivierung des bislang exprimierten sind
grundsétzlich unterschiedliche Mechanismen denkbar: Der Wechsel kann zufillig oder program-
miert erfolgen. Mit Hilfe eines mathematischen Modells wurde versucht, sich dem Problem theo-
retisch zu ndhern. Geméfs diesem Modell ist eine programmierte Abfolge der var-Genexpression
wahrscheinlich [63]. Sowohl theoretische Uberlegungen als auch empirische Untersuchungen deu-
ten darauf hin, dass die Wechselraten fiir unterschiedliche var-Gene unterschiedlich sind; das heifst,
im Genom von P. falciparum gibt es schnell und langsam switchende Gengruppen [63, 31], wobei
gezeigt werden konnte, dass Gene der Gruppe A schneller aktiviert und deaktiviert werden als
solche der Gruppen B und C [51, 64, 65].

Grundelemente in der Strategie des Parasiten zur Immunevasion sind demnach ein grofles Reper-
toire an variablen Oberfldchenantigenen, deren Gene so lange stumm vorliegen, bis die Genexpres-
sion vom aktivierten zu einem der still gelegten hin gewechselt wird [66].

1.8 Zielsetzung

Durch Sequestrierung mit an der Erythrozytenoberfliche préasentierten variablen Proteinen am
Wirtsendothel wird die Infektion mit P. falciparum im Wirt etabliert. Das Repertoire an Antigenen
innerhalb eines Genom:s ist grof3, innerhalb des Genpools aller P. falciparum-Klone schier unendlich.
Demgegentiiber steht eine begrenzte Anzahl an Endothelrezeptoren des Wirtes und die schweren
Komplikationen einer zerebralen Malaria, bei der infizierte Erythrozyten im Gehirn adhérieren, sind
vergleichsweise selten [23]. Durch den regelméfiigen Wechsel der prasentierten Antigene entgeht
der Parasit der Inmunantwort des Wirtes; die Wechselraten in vivo sowie der zugrundeliegende
molekulare Mechanismus sind weitgehend ungeklart.

Ziel dieser Arbeit war es daher erstens, die Switchingraten von P. falciparum-Isolaten aus nicht-
immunen Patienten zu analysieren. Hierzu wurde die var-Genexpression der ex vivo und sukzessiver
in vitro Generationen auf die Frage nach der Quantitit der exprimierten Gene und den Wechselraten
der Expression hin untersucht. Mit Hilfe spezifischer Peptidantikorper sollte untersucht werden,
ob der Wechsel des PfEMP1-Proteins analog zu dem der Genexpression stattfindet.

Zweitens wurde die Bindung infizierter Erythrozyten an zwei Rezeptoren des Hirnendothels auf
Expression variabler Oberfldchenantigene tiberpriift. Dabei wurde eine Methode etabliert, in der in-
fizierte Erythrozyten iiber zwei Parasitengenerationen an den Endothelrezeptor gebunden wurden,
um die Bindungscharakteristika mit der Genexpression variabler Oberflachenantigene innherhalb
einer Parasitengeneration {iber zwei erythrozytare Zyklen hinweg miteinander vergleichen zu kon-
nen.

Da jedes P. falciparum-Isolat tiber die gleichen PEEMP1-Doménentypen verfiigt, die aber innerhalb
eines Isolates sowie zwischen den Isolaten hochgradig variieren, wurde drittens die Bindung 24
rekombinant exprimierter PFEMP1-Doménen an Endothelrezeptoren mit Schwingquarzsensoren
untersucht. Dabei sollte ein Zusammenhang zwischen Bindungsstiarke und Sequenz hergestellt
werden.
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Kapitel 2

Material und Methodik

2.1

Material

2.1.1 Gerite und Software

2.1.1.1 Gerite

Hersteller / Lieferant ‘ Bezeichnung

Bandelin | Sonorex Super Ultraschallbad
Beckmann | J2-21 Centrifuge
J2-HS Centrifuge
L8 70M Ultracentrifuge
Optima TL Ultracentrifuge
Biometra | T3 Thermocycler
Carl Zeiss | Axioskop 2
Eppendorf | BioPhotometer
F. Gehring | FidgeType FgT1
Hassa | Gradientenmischer 500 ml
Leica | Fluoreszenzmiskroskop
Marienfeld | Neubauer-Ziahlkammer
Miltenyi Biotec | Vario MACS
Olympus | IX 81, konfokales Mikroskop
PeqLab | Primus 25 advanced PCR Cycler
PerfectBlue Tank-Elektroblotter
PerkinElmer | PerkinElmer Cetus DNA Thermal Cycler PCR
Wilke GmbH | Orbitalschiittler Rocky
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2.1. MATERIAL

2.1.1.2 Software

Hersteller / Lieferant ‘ Bezeichnung

Accelrys | MacVektor 10.0
mekentosj | Enzyme X 3.1
PerkinElmer | Openlab 4.0.2
Swiss Institute of Bioinformatics | ProtParam
QCMLab | QCM-soft

16



2.1.2 Chemikalien

Hersteller / Lieferant ‘ Chemikalie

Amersham Bioscience

Sephadex G-50 Superfine (20-80 pm)

AppliChem

Acrylamid/Bisacrylamid
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPOy)

Biochrom

Ficoll Separating Solution

Biomol

IPTG
Tris
X-Gal

Carl Roth

Imidazol

Lennox Broth Agar

Lennox L Broth Base
Natriumchlorid p.a. 299,5% (NaCl)
Methanol p.a. >99,9%

Milchpulver blotting grade
Tris-Hydrochlorid >99% (Tris/HCI)

Gibco/Invitrogen

RMPI + L-Glutamin, + 25nM HEPES, -NaHCO;
Albumax II

Hexal

Gentamicin 40

Invitrogen

Agarose Electrophoresis Grade

Merck

Borsédure p.a.

Chloroform p.a.

D(+)-Glucose-Monohydrat

Ethanol p.a.

Giemsa Azur-Eosin-Methylenblauldsung
HPLC-H,O

Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO, x H>O)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumacetat-Trihydrat (NaAc)

PAA

G418-sulphate-solution
HAMS F12
Penicillin/Streptavidin 100

Qiagen

Ni-NTA-Superflow

Roche

Ampicillin
Protease Inhibitor Mix EDTA-free

Serva

Glutathion (reduced form)
Xylene Cyanol FF

Sigma-Aldrich

Bromphenolblau

DAPI

DMSO

EDTA p.a.
Guanidinium-Hydrochlorid
Hypoxanthine > 99 %
Kanamycinsulfat

Luminol

Parahydroxycoumarinsédure




2.1. MATERIAL

2.1.3 Enzyme und Kits

Hersteller / Lieferant ‘ Produkt

Eppendorf

Fast Plasmid Mini

Fermentas

EcoRI fast digest
EcoRV fast digest
BamHI fast digest
HindIII fast digest
Kpnl fast digest
Spel fast digest
T4-Ligase

Invitrogen

Random Hexamers
Superscript III First-Strand Synthesis System
TOPO TA Cloning Kit

Macherey-Nagel

NucleoSpin Extract I

PAA

Accutase

Promega

GoTaq Flexi DNA Polymerase
DNase

Qiagen

QIAmp DNA Mini Kit

Roche | Long Range PCR Kit

2.1.4 Puffer und Medien

2.1.4.1 Puffer

HT-PBS-Puffer (1x)

NaCl 1,27 M

Na,HPO, 20 mM
Na,HPO4 x H,O 5,2mM
pH von 7,2 mit NaOH einstellen

DNA-Ladepuffer (6x)

Brompenolblau | 0,25 %
Xylene Cyanol FF | 0,25 %
Sucrose in H,O 40 %

TBE-Puffer (1x)

Tris 89 mM
Borsadure 89 mM
EDTA 2,5 mM
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KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODIK

Puffer A
GuHCI 4M
NayHPQO, 100 mM
Tris HC1 10 mM
red. Gluthation 10 mM, frisch zugeben
pH 8
Puffer B
NayHPO, 100 mM
Tris HC1 10 mM
red. Gluthation 10 mM, frisch zugeben
pH 8
Puffer C
Na,HPO, 100 mM
Tris HC1 10 mM
Imidazol 200 bzw. 500 mM
red. Gluthation 10 mM, frisch zugeben
pH 5,9
Puffer D
NaCl 50 mM
Tris HC1 10 mM
GuHCl 20 mM
red. Gluthation 10 mM, frisch zugeben
Tween 20 0,05 %
pH 5,9
TBS-Puffer (1x)
Tris 1,21g
NaCl 8,77g
pH7,5in 1L A. bidest.
Stammlosung S
Tris base 6,06 g
NaN3 0,0lg
SDS 0,4g
pH 6,8 in 100 mL A. bidest.

19




2.1. MATERIAL

Trizingel-Probenpuffer (2x) ‘

Stammlosung S
SDS
Glycine

Orange G

2,5mL
2,0g
20 mL
40 mg

in 100 mL A. bidest.

Gelpuffer (3x)

Tris base
SDS

36,3¢g
0,3g

pH 8,45 in 100 mL A. bidest.

Kathodenpuffer (1x)

Tris
Trizin
SDS

12,1g
17,9 ¢

lg

pH 8,25in 1 L A. bidest.

Anodenpuffer (1x)

Tris ‘

24,28 g

pH 8,9in 1 L A. bidest.

Transferpuffer (1x)
Glycine 14,4 ¢
Tris base 3,02¢g
SDS 0,37g
Methanol 20 %
in 1L A. bidest.

Fraktionierungspuffer (1x)

Tris-HC1
NacCl
EDTA

7,88¢g
8,77 g
0,37¢g

pH 8,0in 1L A. bidest,
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KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODIK

2.1.4.2 Medien

’ Plasmodien-Kulturmedium

RPMI 1640
Natriumhydrogencarbonat
D - (+)-Glucose-Monohydrat

31,8¢g
2,0g
4,0¢g

in ca.1,6 L aqua bidest. 16sen

Albumax II ‘

10g

in ca.150 mL aqua bidest. 16sen

Hypoxanthin ‘

54,4 mg

in4 mL 1 M NaOH losen

Ansitze mischen

pH mit NaOH auf 7, 4 einstellen, mit aqua bidest. auf 2 L auffiillen

+1 mL Gentamicin zum sterilfiltrierten Medium

Lagerung maximal 4 Wochen bei 4 °C

’ CHO-Zellkulturmedium

Hams F12 500 mL
inakt. FCS 50 mL
Pen/Strep 100 x 5,5mL
G418 7,7 mL
Lagerung maximal 2 Wochen bei 4 °C

’ CHO-Einfriermedium
CHO-Zellkulturmedium
+ 10 % iFCS
10 % DMSO
Lagerung bei 4 °C
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2.1. MATERIAL

’ Bindungsmedium ‘

RPMI + 2 % Glukose
pH 7,2, steril filtrieren

’ LB-Agar ‘
Lennox Broth Agar 32¢g

mit aqua dest. auf 1 L auffiillen

autoklavieren

LB-Medium ‘
Lennox L Broth Base ‘ 20g
mit aqua dest. auf 1 L auffiillen

autoklavieren

2.1.5 Antikorper

Antikorper ‘ Organismus | Konjugation ‘ Quelle
anti CIDR1a Maus - eigene Herstellung
anti DBL2S Maus - eigene Herstellung
anti His Maus — Dako
anti Kaninchen Ziege Alexa 488 Fermentas
anti Maus Ziege Peroxidase Dako
anti Maus Ziege Alexa 488 Fermentas
anti 1811-ev Kaninchen — Pineda
anti 1811-1G Kaninchen - Pineda
2.1.6 Marker

Hersteller / Lieferant ‘ Produkt

Fermentas | GeneRuler 100 bp DNA Ladder
GeneRuler 1 Kb DNA Ladder
PageRuler Prestained Protein Standard

PageRuler Unstained Protein Standard
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KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODIK

2.1.7 Verbrauchsmaterial

Hersteller / Lieferant ‘ Produkt

B. Braun Aesculab

Sterican Einmal-Injektions-Kaniile
Cutfix Surgical Disposable Scalpel
Discofix drei-Wege-Hahn
Einmalspritzen, 10 mL, 25 mL

BD Bioscience

Centrifuge Tubes; 15 mL, 50 mL
Pipettes Polystyrene Nonpyrogenic; 10 mL, 25 mL

Biozym | PCR-Softstrips; 0,2 mL
Reaktionsgefifle; 1,5 mL; DNA-, DNase-, RNase-frei
Carl Roth | Einmal-Impfdsen
Engelbrecht | Geschnittene Objekttrager; Mattrand
Eppendorf | 0,2 mL PCR-Tubes
Safe-Lock-Tubes; 0,5mL,1,5mL, 2,0 mL
UVette
GE Healthcare | Amersham Hyperfilm ECL
Greiner Bio-One | Filter Tips

Zellkulturflaschen, 25 cm?2, 75 cm?
Pipette Tips; 1000 uL, 200 uL

Millipore | Amicon centrifugal filter device, CO 3kD, 5kD, 15kD
Miltenyi Biotec | MACS-Saulen
MoBiTec | 10 mL Sédulen, 90 um Porengrofse
Nunc | TC Dish 92 x 17 Vents Nunclon D SI
Sarstedt | 96 Multiply PCR Platte
Aluminiumfolie
Biosphere Deckelketten
Klebefolie, optisch klar
Petrischale 92 x 16 mm
Serologische Pipette; 5 mL
Pipettenspitzen; 10 uL
Whatman | Optitran BA-583 Nitrozellulosemembran
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2.1. MATERIAL

2.1.8 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins synthetisiert. Alle Stocklosungen hatten eine
Konzentration 100 mM und wurden bei —20 °C gelagert. Die Angabe der Sequenzrichtung ist im
Folgenden stets 5 — 3.

Verwendungszweck Nukleotidsequenz

Reverse Transkription

var2! GGTTCWARTACYACTTCWATYCCTGGTRCATATATAT
CATTAATATCCAATTCTTAATAYTCACTTTCKGADGA

var4 DCCAAAWARTTCATTTTICTTTWCKTTTWABTTCATC
ATATATATC

Spezifische Amplifizierung der cONA

UpsA_for? AACTTACCATAAATTATCATCAAA
UpsB_for? CTACTWTATAATTTTASAAAATAWAWAAAAC
UpsC_for? AATATTCATATTCCCACATTRTCATATAT
UpsB/C_for TAKAWATATGATAGATAATATAGA
DBL_FADall_rev? CCWATRKCDGCAAAACTBCKWGC

rif A_for® TGTAAAGAWMAATGYGAHAARGA
rifA_rev® TTCGCAAAYRCAWGTDGGWAT

rifB_for® CGACAARCNTCACAAMGWTT

rifB_rev® CACYTCCTARHSCAMACCCACA
stevor_for TCCRCATTATCAYAATGAYCCAG
stevor_rev AAATGTTTCTTGCATTCATGTTTC
Pfmc2TM_for AGTAATAACGAAGAATGTAAAG
PIMC2TM_rev TCAGGAAARWAACGARC

DNA Persistenz-Kontrolle

Synthetase_for* AAGTAGCAGGTCATCGTGGTT
Synthetase_rev4 TTCGGCACATTCTTCCATAA
Aldolase_for* TGTACCACCAGCCTTACCAG
Aldolase_rev* TTCCTTGCCATGTGTTCAAT
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Verwendungszweck Nukleotidsequenz

Rekombinante Expression

DBL1a-short-fwd
CIDR1a-short-fwd
CIDR1a-short-rev

DBL2g-fwd

DBL2g-trunc-rev

C2-fwd
C2-rev
A11-08-2g-f
A11-08-2g-r
A11-08-4b-f
A11-08-4b-r
A11-08-4b+c-f
A11-08-4b+c-r
C07-48-1a-f
C07-48-1a-r
C07-48-2d-f
C07-48-2d-r
B10-01-2d-f
B10-01-2d-r
A13-03-2b-f
A13-03-2b-r
A13-03-2b+c-f
A13-03-2b+c-r
A13-03-5b-f
A13-03-5b-r
A13-03-5b+c-f
A13-03-5b+c-r
BB0-10w-2g-f
BB0-10w-2g-r
ADO0-20c-1a-f
ADO0-20c-1a-r
ADO0-20c-2b-f
ADO0-20c¢-2b-r
ADO0-20c-2b+c-f
ADO0-20c-2b+c-r
CF0-45-2b-f
CF0-45-2b-r
CF0-45-2b+c-f
CF0-45-2b+c-r
A11-20w-2e-f
A11-20w-2e-r

GAATTCGAACAAATAAGGCCTGAACAA
GAATTCGAATGTAAAAAAAATATGTGIT
GGATCCTTAATTCGTTATTTCTTCTGTGGAA
GAATTCTGAGGTAAAGGATGGTITGGAAAAG
GGATCCITAGTITATGTACGGTACTTGCATA
GAATTCCTTCAAAGAATTACACCAACAA
GGATCCITATCCCTGTATATCATCTGCTGC
GAGAATTCATGTGTGGCCATGGTGACAATGA
GAGGATCCITAATATTTTCTACATTCITCITC
GAGAATTCCGGGGATTAGAAAATTTGAA
GAGGATCCTTAGTTTTGACCATTAACGCAGG
GAGAATTCCGGGGATTAGAAAATTTGAA
GAGGATCCTTATCCCTGCCGAGCACGAGGAAC
GAGAATTCGGTGATTTGAAAGGAAATTT
GAGGATCCTTACGTATTATCATATTTATTGAT
GAGAATTCTCTGTTCAAAATTGCAAATG
GAGGATCCITAATTGATAGTTCCATGTGATG
GAGAATTCGTGCCGCAGTATCTTCGCTG
GAGGATCCTTAGTCTTTAACTTCTTGGCATG
GAGAATTCTATTTTAGAAAAGGTTTAG
GAGGATCCTTAACGTGGACATTCTAGATCC
GAGAATTCTATTTTAGAAAAGGTTTAGAT
GAGGATCCTTATTCGTATTTTTTCTTTTGTTI
GAGAATTCGGCGATATATTTAAGGTTACA
GAGGATCCITTAGACTCTACTAACATCTAATT
GAGAATTCGGCGATATATTTAAGGTTACA
GAGGATCCTTAAGATACATAATGGTTCTTTG
GAGAATTCCCATATGTGACGCTITAGTAA
GAGGATCCTTATGCAAGAGAACATTTAGTAC
GAGAATTCGGATATACAAGTCAATTGAGA
GAGGATCCITACCTTCGGAATGGTGCACATGC
GAGAATTCTCAGACGATACTATCGTITT
GAGGATCCTTAACAGCCAGTACACTTATTTTC
GAGAATTCTCAGACGATACTATCGTITITAC
GAGGATCCITAATTTACATATGTTTCTATTTC
GAGAATTCTCTGTTCAAAATTGCAAATG
GAGGATCCTTACCAATGTACGAAAGGATCAC
GAGAATTCTGCTCTGTTCAAAATTGCAAAT
GAGGATCCITAGATAGTTCCATGTGATGTIT
GAGAATTCACTTCTGATGTTTGTACTGC
GAGGATCCITAGTTCGCTGTCCACCAATCTT




2.1. MATERIAL

Verwendungszweck Nukleotidsequenz
Amplifizierung der var-Gene aus Patientenisolat 19

1811ev_fwd CGAAAGCAGTATTTCGTCATCCAT
18111G_fwd GGAACGGTATGGCGAAGGTATAAT

Sequenzierung

M13F GTAAAACGACGGCCAG

M13R CAGGAAACAGCTATGAC

pJC45-fwd GGATAACAATTCCCCCTCTAG
1811evSeql TGGGGAATGCATCATCATCAG
1811evSeq2 GGTTACTAGTGGATCCGAGAGAAGTT

Die Nomenklatur fiir redundante Nukleotidpositionen lautet:

Abkiirzung mogliche Nukleotide

B G/T/C
D G/A|T
K G/T
R AlG
S G/C
W AT
Y C/T
Taus [64]
2aus [67]
3aus [67]
4aus [68]
5aus [69]
baus [46]
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2.2 Methodik

Alle Arbeitsschritte, die das Fithren von Zellkulturen sowie die mit ihnen durchgefiihrten Bin-

dungsexperimente beinhaltet, wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt.

2.2.1 Plasmodienkultur

Neben der Stammkultur 3D7 wurden Plasmodien infizierter Erythrozyten aus Patientenblut kul-
tiviert. Diesen Patienten wurde in der Ambulanz des Bernhard-Nocht-Institutes der Plasmodium

falciparum-Befall anhand eines Blutausstriches mikroskopisch diagnostiziert.

2.2.1.1 Reinigung

Die notwendige Abtrennung der Erythrozyten von den iibrigen Bestandteilen des Blutes erfolgte
tiber ihre Dichteeigenschaften. 1 mL des Patientenblutes wurde mit 5 mL HT-PBS vermischt und
tiber 7 mL einer im Zentrifugenrohrchen vorgelegten Ficoll-Losung geschichtet. Da die Dichte des
Ficolls tiber der der weifien, aber unter der der roten Blutkorperchen liegt, fiithrt eine Zentrifugation
zum Absenken der Erythrozyten auf den Gefifigrund sowie zur Bildung eines Uberstandes der
Leukozyten, dem sogenannten Buffy-Coat, und weiterer Blutbestandteile.

Die Zentrifugationsbedingungen waren hierbei 20 Minuten bei 4 °C und 1400 ¢ ohne Bremse. Nach
dem Verwerfen von Buffy-Coat, Plasma und Ficoll wurde das Erythrozytensediment zweimalig mit
10 ml HT-PBS gewaschen. Die Zentrifugationszeit wurde auf 5 Minuten verkiirzt und die Bremse

verwendet.

2.21.2 Kultivierung

Die Erythrozyten wurden in Zellkulturschalen mit Kulturmedium auf ein Volumen von 10 mL
gebracht. Prinzipiell sollte durch Zugabe von Blut aus der Blutbank der Gruppe 0" der Hamatokrit
zwischen 3 % und 4 % eingestellt werden. Jedoch empfahl es sich, die erste Zugabe von frischen
Erythrozyten erst zwei Tage nach Kulturnahme erfolgen zu lassen.

Es war erforderlich, die Zellkultur regelméfsig mit einem Gasgemisch folgender Zusammensetzung
zu begasen: 1 % O, 5 % CO, sowie 94 % N»>. Neben der nahezu anaeroben Umgebung ist eine
Temperatur von 37 °C fiir das Wachstum unabdingbar. Die Zellkulturschalen wurden in luftdichten
Plastikgehdusen verwahrt, um ein Eindiffundieren von Sauerstoff zu verhindern. Eine zweimintitige
Begasung erfolgte immer nach Offnen des Gehéuses.

An jedem zweiten Tag wurde das Medium gewechselt und die Kultur gegebenenfalls verdiinnt.
Der Bewachsungsgrad wurde mikroskopisch bestimmt.

2.2.1.3 Mikroskopie

Fiir einen Blutausstrich wurden ca. 8 uL der Plasmodienkultur auf einem Objekttrager unter Zu-
hilfenahme eines zweiten gleichméfiig ausgestrichen. Der Ausstrich trocknete an der Luft, wurde
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eine Minute lang in Methanol fixiert, fiir ca. 20 Minuten in einer 10%igen Giemsa- Losung gefarbt,
anschlieffend unter flielendem Wasser kurz gespiilt und getrocknet.

Durch Verwendung eines Olimmersionsobjektivs mit 100facher Vergroerung konnte die Parasi-
tamie der Kultur sowie das erythrozytiare Stadium bestimmt werden. Eine extakte Bestimmung
beider Parameter war fiir das Gelingen der Versuche unerlésslich.

2.2.1.4 Synchronisation der Plasmodienkultur

Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche mussten sich die Parasiten einer Population exakt
im gleichen Entwicklungszustand befinden.

Synchronisation der Ringstadien Adulte Stadien werden durch Diffusion des Zuckeralkohols
Sorbitol in das pordse Membransystem des Erythrozyten zum Platzen gebracht. Da in Ringstadien
dieses parasitdre Kanal- und Porensystem noch nicht etabliert ist, konnen junge Ringstadien durch
Zugabe von 10 mL einer 5 %igen Sorbitolldsung synchronisiert werden. Das Gemisch wurde fiir 10
Minuten bei Raumtemperatur ab und an leicht geschwenkt, und das Sediment nach Zentrifugation
zweimalig mit 10 mL mit HT-PBS gewaschen.

Synchronisation der Trophozoiten Adulte Stadien konnen synchronisiert werden, indem diese
iiber eingelagertes Haemozoin und darin enthaltenem Fe(III) magnetisch an eine in einen Eisenring
geklemmte MACS-Saule (Magnetic Column) haften. Diese wurde mit 1 % BSA enthaltendem PBS
dquilibriert. Nachdem die Plasmodienkultur langsam durch das Sdulenmaterial gedrungen war,
wurde so lange mit PBS+BSA gewaschen, bis der Durchfluss klar erschien, bevor durch Entnahme
der Sédule aus dem Eisenring wiederum mit PBS+BSA die adulten Plasmodienstadien aus dem
Saulenmaterial eluiert wurden. Der Aufbau der MACS-Apparatur kann den Herstellerangaben
entnommen werden.

2.2.1.5 Ernte

Die Patientenisolate und der Kulturstamm 3D7 wurden nach Kultivierung tiber distinkte Zeitinter-
valle geerntet. Hierzu wurde der Inhalt einer Kulturschale fiir 5 Minuten bei 1800 g zentrifugiert,
um das Medium abnehmen zu kénnen. Die verbleibenden Erythrozyten wurden mit dem 20fachen
Volumen TRIzol vermengt, das auf 37 °C vorgewdrmt worden war. Eine unmittelbare Inaktivierung
von RNasen war fiir den Erfolg der weiteren Versuche unerldsslich; das denaturierende Trizol sollte
also moglichst schnell und gleichméfig verteilt werden. Bis zum weiteren Gebrauch wurde die
Probe bei —70 °C eingefroren. Fiir Inmunfluoreszenzanalysen (siehe 2.2.23) wurden Blutausstriche
von Trophozoitenkulturen angefertigt, getrocknet und in eiskaltem Methanol respektive Aceton
tiber Nacht bei —20 °C fixiert. Danach konnten die Ausstriche in Alufolie gewickelt bei —20 °C
gelagert werden.
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2.2.2 CHO-Zellkultur

Fiir Bindungsexperimente wurden drei transfizierte CHO-pgsA-745-Zelllinien kultiviert: zwei da-
von tragen an ihrer Oberfldche ein Fusionsprodukt aus GFP und den Endothelrezeptoren ICAM-1,
respektive Rx 1" die Kontrollzelllinie wurde mit einem GFP-tragenden Plasmid transfiziert. Alle
CHO-Zelllinien wurden von der Arbeitsgruppe "Tropenmedizinische Grundlagenforschung” von
Prof. Rolf Horstmann zur Verfiigung gestellt. CHO-Zellen wachsen adhédrent auf Polystyrolboden,
je nach Bedarf wurden sie in 25 cm? oder 75 cm? grofien Flaschen, in einem Volumen von 5 mL
respektive 15 mL, kultiviert. Bei optimalen Kulturbedingungen und einer Temperatur von 37 °C
teilen sich CHO-Zellen alle 24 Stunden. Alle zwei Tage wurde das Medium erneuert und die Kul-
tur verdiinnt. Hierzu wurden die Zellen mit 400 uL Accutase vom Flaschenboden abgeldst, die
Vollstandigkeit der Ablosung mikroskopisch kontrolliert, und ein Bruchteil des Zellvolumens, je
nach Bedarf 1/4 bis 1/24, in eine neue Zellkulturflache mit darin vorgelegtem Hams F12 Medium
gegeben.

Da die transfizierten Zellen die Endothelrezeptoren nur tiber ca. drei Wochen stabil an ihrer Ober-
flache prasentieren, war es erforderlich, Teile der Zellkultur regelmafSig einzufrieren und bei Bedarf
aufzutauen. Hierzu wurden die Zellen mit einer Neubauerzdhlkammer ausgezéhlt, mit Einfrierme-
dium auf 1 x 10° Zellen eingestellt und in Cryorshrchen sukzessive auf -70 °C gekiihlt. Die Zellen
wurden im 37 °C-Wasserbad fast vollstindig aufgetaut und hierauf in 25 cm? Zellkulturflaschen
tiberfiihrt, in die Medium ohne Neomycin vorgelegt wurde. Am darauffolgenden Tag wurde das
Medium erneuert, das nun Selektionmarker enthielt.

2.2.3 Bindungsexperimente mit infizierten Erythrozyten: Panning

Die Bindung von Erythrozytenpopulationen, infiziert mit dem Kulturisolat 3D7 beziehungsweise
dem Patientenisolat BNI151209, wurde an die Endotehlrezeptoren ICAM-1 sowie Rx getestet. Ein
solches Bindungsexperiment wird auch als Panning bezeichnet. Die Expression der Multigenfamili-
en, die fiir variable Oberflachenproteine kodieren, sollte in Abhédngigkeit der Bindungseigenschaf-
ten untersucht werden. Da es die Fragestellung mit sich bringt, dass nur die Transkripte der Parasi-
tengeneration nach der Bindung untersucht werden konnen, wurde ein Versuchsablauf etabliert, in
dem das Bindungsexperiment iiber zwei aufeinanderfolgende Parasitengenerationen durchgefiihrt
wurde. So konnten die Transkripte einer Parasitenpoulation, die in der vorhergehenden Generation
an einen Endothelrezeptor gebunden hatte, untersucht sowie die Bindungseigenschaften dieser Pa-
rasitengeneration an den selben Rezeptor analysiert werden. Der Versuchsablauf ist in Abbildung
2.1 dargestellt.

IMit Rx wurde kiirzlich ein neuer, auf Endothelzellen des Gehirns exprimierter Rezeptor identifiziert, an den infizierte
Erythrozyten binden kénnen. Diese Daten wurden noch nicht publiziert; daher wird in dieser Arbeit der Name des
Rezeptors nicht genannt und im Folgenden immer mit Rx bezeichnet.
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Abbildung 2.1: Versuchsablauf des Bindungsexperiments.

I: Mit 32 Stunden alten Trophozoiten infizierte Erythrozyten werden an eine CHO-Zelllinie gebunden (I). Die gebundenen
Zellen entwickeln sich weiter zu Schizonten, der Erythrozyt platzt (II) und Merozoiten befallen neue Wirtszellen, in denen
sie sich zu Ringstadien weiterentwickeln. Ein Teil dieser Ringstadien wird zur var-Genanalyse geerntet (III), die tibrige
Population entwickelt sich weiter zum Trophozoiten. 28 Stunden nach Infektion wird RNA zur Analyse der rif A- und B-,
der stevor- und pfmc2tm-Transkriptionsmuster geerntet (IV), nach 32 Stunden wird das Bindungsexperiment wiederholt
(V). Die gebundenen Zellen entwickeln sich wiederum zu Schizonten und Merozoiten, befallen neue Wirtszellen (VI),
aus denen sowohl die Ringstadien (VII), als auch die 28 Stunden alten Trophozoiten (VIII) geerntet werden.

2.2.3.1 Vorbereitung

Fiir ein Bindungsexperiment {iber zwei Parasitengenerationen hinweg empfahl es sich, den einfa-
chen Ansatz eines Experiments zu verzwdlffachen. Daher wurden jeweils zwolf 75 cm? grofe Zell-
kulturflaschen mit ca. 80 %igem Bewuchs von einer den Endothelrezeptor exprimierenden Zelllinie
sowie der GFP-exprimierenden Kontrollzelllinie fiir das Bindungsexperiment kultiviert und zusitz-
lich jeweils eine, um die CHO-Zellen auszdhlen zu kénnen (siehe 2.2.3.4). Die Parasitenpopulation
wurde mit 4 % humanem Serum so kultiviert, dass zum Zeitpunkt des Bindungsexperiments streng
synchronisierte 32 Stunden alte Trophozoiten mit einer Parasitimie von 20 % und einem Volumen
von 50 uL bis 100 uL pro Ansatz zur Verfiigung standen. Hierzu wurden die Ringstadien der Plas-
modienkultur tiber drei bis vier vorhergehende Generation mit Sorbitol synchronisiert, unmittelbar
vor dem Bindungsexperiment iiber die MACS-Sdule gegeben (siehe 2.2.1.4) und die entsprechende
Parasitenkonzentration nach mikroskopischer Kontrolle eingestellt (siehe 2.2.1.3).
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2.2.3.2 Panning

Das Erythrozytensediment wurde hierauf in auf 37 °C erwdarmtem Bindungsmedium auf 2 % Ha-
matokrit eingestellt und im Wasserbad fiir 30 Minuten inkubiert. Ein Milliliter des Gemischs wurde
separiert und verblieb wahrend des Experiments im Wasserbad als Kontrolle derer Zellen, die
dem Versuch nicht unterzogen wurden (im Folgenden als Kulturkontrolle bezeichnet). Nachdem
die Kontrollzelllinie mit 5 mL warmem Bindungsmedium pro Zellkulturflasche gewaschen wurde,
wurden die infizierten Erythrozyten zugegeben und adhérierten fiir eine Stunde im Brutschrank auf
dem Orbitalschiittler bei 12 Umdrehungen pro Minute an die CHO-Zellen. Im Anschluss wurden die
nicht gebundenen Zellen zu den CHO-Zellen gegeben, die an ihrer Oberfldche den Endothelrezep-
tor trugen, wobei die Wasch- und Inkubationsparameter die gleichen blieben. In einigen Versuchen
wurde 1/4 der Parasitenpopulation nach der Praabsorption nochmal an GFP-exprimierende CHO-
Zellen gebunden, um den Grad der Abnahme der unspezifischen Bindung untersuchen zu kénnen.
Nach jeder Absorption, der Praabsorption wie der spezifischen, wurden 500 CHO-Zellen aus fiinf
Gesichtsfeldern mit den an sie gebundenen infizierten Erythrozyten unter dem Mikroskop ausge-
zahlt, nachdem die ungebundenen Zellen nach Bedarf in zwei bis fiinf Waschschritten vollstandig
entfernt wurden. Dabei war darauf zu achten, dass das Prozedere sanft genug verlief, um nicht
die gebundenen Zellen wieder abzuldsen. Die ungebundenen Zellen einer Kulturflasche wurden
als Kontrolle weiterkultiviert, der Rest wurde verworfen. Die Bindung der infizierten Erythrozyten
wurde auf 100 CHO-Zellen berechnet (vgl. 2.2.3.4).

2.2.3.3 Kultivierung zur RNA-Analyse

Nach dem spezifischen Bindungsexperiment wurde zu den gebundenen Erythrozyten 10 mL Plas-
modienmedium sowie 250 uL Blutbankblut zugegeben, und die Flaschen unter fiir Plasmodien
optimalen Bedingungen kultiviert (vgl. 2.2.1.2). Aus den beiden Kontrollzellpopulationen wur-
den jeweils zwei Petrischalen Plasmodienkultur angelegt und diese zusammen mit den anderen
kultiviert. Ungefdhr 28 Stunden nach dem Bindungsexperiment, also acht Stunden nach Reinfek-
tion der Erythrozyten, wurde ein Ansatz zur var-Genanalyse sowie je eine der beiden Kontrollen
geerntet. Die tibrigen infizierten Erythrozyten wurden aus den Zellkulturflaschen in Petrischalen
umgesetzt, um eine erneute Adhérenz der adulten Stadien an den Endothelrezeptor zu vermeiden.
Nach weiteren 20 Stunden, 28 Stunden nach Reinfektion, wurde ein weiterer Ansatz sowie die
beiden verbliebenen Kontrollen zur RNA-Analyse der rif A- und B-, der stevor- und pfmc2tm-Gene
geerntet. Weitere vier Stunden spéter, also ca. 52 Stunden nach dem ersten Bindungsexperiment,
wurden die Ansdtze gemischt, iiber die MACS-Saule gegeben und das Bindungsexperiment unter
den beschriebenen Bedingungen wiederholt (siehe 2.2.3.2).

2.2.3.4 Auszdhlung

Da die Anzahl der gebundenen infizierten Erythrozyten nicht nur in Relation zu den ausgezéhlten
CHO-Zellen, sondern auf die Gesamtmenge der eingesetzten Parasiten bezogen werden sollte,
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mussten sowohl die Plasmodien als auch die CHO-Zellen der Kontroll- wie der Rezeptorzelllinie
im Giemsa-Ausstrich respektive in der Neubauerzahlkammer exakt ausgezahlt werden. So konnte
aus der Gesamtzahl an CHO-Zellen die Gesamtzahl der gebundenen Parasiten bestimmt, und dieser
Wert wiederum ins Verhiltnis zur Anzahl der eingesetzten Parasiten gesetzt werden. Dabei war zu
beachten, dass sich in einem uL Erythrozytensediment 5 x 10° Zellen befinden.

2.24 Isolierung von Nukleinsduren
2.24.1 RNA-Isolierung

Plasmodien-RNA wurde mit dem TRIzol Plus Purification Kit der Firma Invitrogen isoliert. In TRIzol
ist neben Phenol Guanidiniumisothiocyanat enthalten, durch das die RNA stabilisiert wird. Die
Zugabe von Chloroform bewirkt eine Phasentrennung der lysierten Zellbestandteile, wobei sich
die RNA im wissrigen Uberstand 16st und somit von Proteinen und DNA in der Phenolphase
abgetrennt werden kann. Grofse DNA-Fragmente verbleiben in der milchigen Interphase. Die RNA
wurde mit Ethanol gefillt und {iber eine Sdule aufgereinigt. Die Arbeitsschritte wurden gemaf; den
Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.2.4.2 DNA-Isolierung mit QIAmp DNA Mini Kit

Das Protokoll zur Isolierung der genomischen DNA mittels QTAmp DNA Mini Kit der Firma Qiagen
ist den Herstellerangaben zu entnehmen.

2.2.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Bei der photometrischen Quantifizierung von Nukleinsduren wird deren Absorptionsspektrum
zwischen 230 nm und 280 nm gemessen, wobei das Absorptionsmaximum bei 260 nm liegt. Die
Photometrie erfolgte in einer sterilen Einweg-Kiivette mit einer Schichtdicke von 1 cm. Unter
Berticksichtigung folgender Faktoren kann die Konzentration unterschiedlicher Nukleinsduretypen

bestimmt werden:

Einzelstringige RNA 260nm : OD 1 = 40 ug/mL
Doppelstringige DNA 26onm : OD 1 = 50 ug/mL.

OD bezeichnet die Optische Dichte. Bei einer Wellenldnge von 280 nm haben Peptidbindungen
ihr Absorptionsmaximum, bei 230 nm liegt das von Phenolen sowie aromatischer Verbindungen.
Durch die Quotienten Asonm/A230nm SOWie A26onm /A280nm kann somit der Reinheitsgrad einer Nu-
kleinsdureldsung bestimmt werden. Eine Probe gilt als rein, wenn

A260nm/A230nm = 1,85

und

A260nm /A280nm = 2,0.
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2.2.6 DNase Verdau

Die RNA-Losung wurde nach ihrer Reinigung (siehe 2.2.4.1) mit Desoxyribonukleasen verdaut.
Die Menge an Enzym richtete sich nach der in der Losung enthaltenen RNA-Menge (siehe 2.2.5),
wobei eine Losung mit einem bis zu 3 ug enthaltenden RNA-Gehalt mit 20 Units DNase (20 uL),
Losungen mit dariiber liegenden Werten mit 30 Units DNase (30 uL) versetzt wurden. Die Reaktion
lief in einem Gesamtvolumen von 100 uL fiir 40 Minuten bei 37 °C und wurde durch fiinfmintitiges
Erhitzen auf 65 °C abgebrochen.

2.2.7 Reverse Transkription

Die cDNA wird durch Verwendung einer RNA-abhingigen DNA-Polymerase erstellt. Mit Hilfe
des Enzyms SuperScript I1I der Firma Invitrogen ist es laut Herstellerangaben moglich, mRNA einer
Lange von 12 Kb und grofier zu transkribieren. Falls moglich, wurde 1 ug Gesamt-RNA in der
Reaktion verwendet. Anderenfalls limitierte sich die RNA-Zugabe durch das einzusetzende Maxi-
malvolumen. Die reversen Transkriptionen fiir die var-Genanalyse und die der 2TM-Superfamilie
wurden nach unterschiedlichen Protokollen durchgefiihrt.

2.2.7.1 Reverse Transkription der var-mRNA

Der Reaktionsansatz fiir RNA zur var-Genanalyse inkubierte zwei Stunden bei 42 °C und lautete

wie folgt:
5 x First-Strand Buffer 4 uL
dANTPs [10 mM] 2 uL
Oligonukleotide [10 mM] 2 uL
RNaseOut [20 U] 0,5uL
SuperScript 11 [200 U] 0,5uL
MgCl, [25 mM] 0,4 uL
RNA X uL
H,O X uL
Gesamtvolumen 20 pL.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Enzym durch zehnminiitiges Erhitzen auf 65 °C inak-
tiviert und der Reaktionsansatz auf Eis gestellt.

2.2.7.2 Reverse Transkription der 2TM-Superfamilien-mRNA

Die mRNA zur Analyse der rif A- und B-, der stevor- und der pfmc2tm-Genexpression wurde mit ran-
dom hexamers transkribiert. Zunichst wurden die Nukleinsduren mit H,O auf ein Gesamtvolumen
von 11 uL gebracht, zum Aufbrechen der Sekundéarstrukturen fiir 5 Minuten bei 65 °C inkubiert
und danach auf Eis gestellt.
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RNA 1ug
ANTPs [10 mM] 2 uL
random hexamers [10 mM] 2 uL

Danach wurde der folgende cDNA-Synthese-Mix angesetzt, zugegeben, und die Reaktion lief fiir
zwei Stunden bei 42 °C.

5 x First-Strand Buffer 4 uL

RNaseOut [20 U] 0,5uL
SuperScript II1 [200 U] 0,5 uL
MgCl, [25 mM] 2 uL
DTT [100mM] 2 uL
Gesamtvolumen 20 uL.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Enzym durch zehnminiitiges Erhitzen auf 65 °C inak-
tiviert und der Reaktionsansatz auf Eis gestellt.

2.2.8 Polymerasekettenreaktion

Eine PCR dient der spezifischen exponenziellen Vervielfiltigung von DNA-Fragmenten.

2.2.8.1 DNA-Persistenz-Kontrollen

Zwei Kontrollen um den Verbleib von DNA in der RNA-Ldsung wurden nach der Resuspension
der geféllten RNA durchgefiihrt. Die Oligonukleotide waren jeweils komplementdr zu Sequenzen
der house-keeping-Gene der Fructose-Bisphosphat Aldolase sowie der seryl-tRNA-Synthetase und
umspannten ein Fragment einer GrofSe von ca. 200 Bp.

Da nur mit DNA-freien RNA-Losungen weitergearbeitet werden konnte, war das erwartete Ergeb-

nis ein negatives. Der Reaktionsansatz wurde folgendem Schema gemaéfs pipettiert:

Template 1uL
dNTPs [10 mM] 2 uL
Oligonukleotide_forward [10 mM] 2 uL
Oligonukleotide_reverse [10 mM] 2 uL

5 x Green Go Taq Flexi Buffer 4 uL
MgCl, [25 mM] 1,2 uL
Go Taq DNA Polymerase [5 U/ul] 0,2 uL
H,0O, nukleasefrei 7,6 uL
Gesamtvolumen 20 uL.

Einer 15-mintitigen anfanglichen Denaturierung bei 94 °C folgte eine 40fache zyklische Wiederho-
lung folgender Schritte:
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Denaturierung: 30 Sekunden bei 94 °C
Annealing: 40 Sekunden bei 54 °C
Elongation: 50 Sekunden bei 68 °C.

Den Abschluss der Reaktion bildete ein 10-miniitiger Elongations-Schritt bei wiederum 68 °C.

2.2.8.2 Amplifikation von cDNA

var-Genanalyse Die cDNA wurde fiir die var-Genanalyse mit Hilfe dreier Oligonukleotidpaare,
die jeweils spezifisch fiir die der Gruppen A, B und C zugehorigen Gene waren, vervielfdltigt. Die
erwarteten Fragmente wiesen Grofsen zwischen ca. 750 Bp und 1100 Bp auf. Der Reaktionsansatz

wurde folgendem Schema gemaf3 pipettiert:

Template 2 uL
dNTPs [10 mM] 2 uL
Oligonukleotide_forward [10 mM] 2 uL
Oligonukleotide_reverse [10 mM] 2 uL

5 x Green Go Taq Flexi Buffer 4 uL
MgCl, [25 mM] 3 uL
Go Taq DNA Polymerase [5 U/ul] 0,2 uL
H,0, nukleasefrei 4,8 uL
Gesamtvolumen 20 uL.

Die Reaktion durchlief 40 Zyklen dieser Abfolge:
Denaturierung: 60 Sekunden bei 94 °C
Annealing: 60 Sekunden bei 46 °C

Elongation: 120 Sekunden bei 62 °C.
Auch hier schloss die Reaktion mit einem 10-mintitigen Elongations-Schritt bei 68 °C ab.

Genanalyse 2TM-Superfamilie Fiir die Analyse der rif A- und B-, der stevor- und der pfmc2tm-
Genexpression wurde die cDNA mit fiir die jeweilige Genfamilie spezifischen Oligonukleotiden
amplifiziert; dabei wurden fiir rif A- ca. 130 bp grofie Fragmente, fiir rif B- 180 bp, fiir stevor- ca. 700
bp und fiir pfmc2tm-Transkripte ca. 240 bp grofie Fragmente erwartet. Der Reaktionsansatz wurde
wie folgt pipettiert:
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Template 0,1uL
dNTPs [10 mM] 2 uL
Oligonukleotide_forward [10 mM] 2 uL
Oligonukleotide_reverse [10 mM] 2 uL

5 x Green Go Taq Flexi Buffer 4 uL
MgCl, [25 mM] 2 uL
Go Taq DNA Polymerase [5 U/ul] 0,2 uL
H,0O, nukleasefrei 7,7 uL
Gesamtvolumen 20 uL.

Die Reaktionen zur rif A und zur stevor-Genanalyse liefen unter den var-Bedingungen (s.o.), die
cDNA zur Analyse der anderen Genfamilien wurde in 35 Zyklen mit folgenden Parametern ampli-

fiziert:

Denaturierung: 60 Sekunden bei 94 °C
Annealing: 30 Sekunden bei 47 °C

Elongation: 40 Sekunden bei 62 °C.
Auch hier schloss die Reaktion mit einem 10-miniitigen Elongations-Schritt bei 68 °C ab.

2.2.8.3 Amplifikation von PFEMP1-D6manen aus genomischer 3D7-DNA

Fiir die rekombinante Expression wurden 24 verschiedenen PfEMP-Domanen aus dem Genom von
3D7 amplifiziert und in einen Expressionsvektor subkloniert (siehe 2.2.11).

Der Reaktionsansatz wurde folgendem Schema gemaf3 pipettiert:

3D7 gDNA 1uL
dNTPs [10 mM] 2 uL
Oligonukleotide_forward [10 mM] 2 uL
Oligonukleotide_reverse [10 mM] 2 uL

5 x Green Go Taq Flexi Buffer 4 uL
MgCl, [25 mM] 2 uL
Go Taqg DNA Polymerase [5 U/ul] 0,2 uL
H>O, nukleasefrei 6,8 uL
Gesamtvolumen 20 uL.

Es wurden verschiedene Touch-Down-PCRs durchgefiihrt, in denen die Annealingtemperatur fiir
acht Zyklen sukzessiv auf zwischen 51 °C und 48 °C gesenkt wurde. Im Anschluss liefen 35 Zyklen
mit der gewtinschten Annealingtemperatur:

Denaturierung: 30 Sekunden bei 94 °C
Annealing: 60 Sekunden bei 51 bis 48 °C
Elongation: 60 Sekunden bei 62 °C.

36



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODIK

Auch hier schloss die Reaktion mit einem 10-mintitigen Elongations-Schritt bei 68 °C ab.

2.2.8.4 Long Range PCR

Die var-Gene aus Patientenisolaten wurden mit dem Long Range PCR-Kit der Firma Roche amplifi-

ziert. Fiir Puffer 1 wurde der folgende Ansatz pipettiert:

3D7 ¢gDNA

dATPs [2,5 mM]

dTTPs [2,5 mM]

dCTPs [2,5 mM]

dGTPs [2,5 mM]
Oligonukleotide_forward [10 mM]
vard_reverse [10 mM]

Puffer 1

MgCl, [25 mM]

Expand Long DNA Polymerase [5 U/uL]
H,0O, nukleasefrei

1 uL
2,6 uL
2,6 uL
0,9 uL
0,9 uL

5uL

5uL

5 uL

2 uL

1 uL

23 uL

Gesamtvolumen

50 uL.

Fiir die Puffer 2 und 3 wurden folgende Reaktionsansitze pipettiert:

3D7 ¢gDNA

dATPs [2,5 mM]

dTTPs [2,5 mM]

dCTPs [2,5 mM]

dGTPs [2,5 mM]
Oligonukleotide_forward [10 mM]
var4_reverse [10 mM]

Puffer 1

MgCl,[25 mM]

Expand Long DNA Polymerase [5 U/ul]
H>0, nukleasefrei

1uL
3,7 uL
3,7 uL
1,3 uL.
1,3 uL
5uL
5uL
5uL

2 uL
1uL
26 uL

Gesamtvolumen

50 uL.

In einer Touch-Down-PCR wurde die Annealingtemperatur fiir acht Zyklen sukzessiv von 53 °C auf
49 °C gesenkt. Im Anschluss liefen 35 Zyklen:

Denaturierung: 30 Sekunden bei 95 °C
Annealing: 30 Sekunden bei 49 °C

Elongation: 180 Sekunden bei 68 °C.
Die Elongationszeit wurde in jedem Zyklus um 0,5 Sekunden verliangert. Auch hier schloss die
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Reaktion mit einem 10-mintitigen Elongations-Schritt bei 68 °C ab.

2.2.9 Agarosegelelektrophorese

Durch Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid konnten unterschiedliche Frag-
mentgrofien einer DNA-Losung unter kurzwelligem UV-Licht von 254 nm sichtbar gemacht so-
wie deren Menge abgeschitzt werden. Der Mengen- und Grofsenabschidtzung diente ein DNA-
Standard (siehe 2.1.6). Agarosegele wurden je nach erwarteter FragmentgrofSe in Konzentrationen
von 1 % bis 2 % mit TBE-Puffer angesetzt; jener diente auch als Puffer fiir den Gellauf.

2.210 DNA-Prédparation aus Agarosegelen

Um DNA-Fragmente fiir weitere Versuche verwenden zu konnen, wurden sie mit einem sterilen
Skalpell bei Betrachtung unter langwelligem UV-Licht von 366 nm aus dem Gel ausgeschnitten.
Das Auflosen der Gelstruktur durch Pufferzugabe und Temperaturerh6hung sowie die Reinigung
der DNA tiber eine Silikatsdule richteten sich nach den Herstellerangaben des Nucleo Spin II Kits
der Firma Macherey-Nagel.

2211 Standardklonierungen

Mit Hilfe von Klonierungstechniken konnen Fragmente aus einem DNA-Gemisch voneinander
separiert und vervielfaltigt werden.

2.211.1 TOPO TA Cloning

Einzelne DNA-Sequenzen wurden in einen Plasmidvektor kloniert, der durch Transformation in
eine Bakterienzelle aufgenommen und mit ihr vermehrt werden konnte. Alle benétigten Komponen-
ten stammten aus dem TOPO TA Cloning Kit der Firma Invitrogen. Die Arbeitsschritte entsprachen
den Herstellerangaben, bis auf dass sich die Hélfte der zu verwendenden TOP-10-Bakterienzellen
als ausreichend erwies. Transformierte Bakterienzellen wuchsen tiber Nacht im Brutschrank bei
37 °C auf LB-Agar-Platten mit dem Selektionsmarker Ampicillin. Weifle Kolonien wurden mit Hil-
fe eines Zahnstochers von der Platte in LB-Selektionsmedium, wiederum mit Ampicillinzugabe,
tibertragen und wuchsen ca. 16 Stunden lang bei 37 °C.

2.211.2 Klonierung in das Expressionsplasmid pJC45

Fiir die rekombinante Expression wurden die DNA-Fragmente in den Expressionsvektor pJC45,
der einen N-terminalen His-Tag trédgt, iiber die Restriktionsschnittstellen BamHI und EcoRI sub-
kloniert (siehe 2.2.11.4). Die Transformation in kompetente pApLac-Zellen (siehe 2.2.14) erforderte
einen 90-sekiindigen Hitzeschock. Da das pJC45 Plasmid ein Ampicillin-Resistenzgen tragt, die
pApLac-Zellen ein Kanamycin-Resistenzgen, konnte mit beiden Antibiotika auf transformierte
Bakterienzellen selektioniert werden.
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2.2.11.3 Plasmid-Praparation

Plasmid-DNA konnte gezielt unter Verwendung des Fast Plasmid Mini Kits der Firma Eppendorf
aus den Bakterienzellen isoliert werden. In allen Arbeitsschritten wurde dem Herstellerprotokoll
gefolgt.

2.2.11.4 Restriktionsverdau

Ein Restriktionsverdau wird zu analytischen oder praparativen Zwecken durchgefiihrt.

Analytischer Verdau Durch einen analytischen Restriktionsverdau kann die Grofie eines inte-
grierten DNA-Fragments tiberpriift werden.

Der Ansatz wurde nach folgendem Schema pipettiert:

Plasmid-DNA 3 uL
Enzym 0,5 uL
10X fast digest buffer 2 uL
HPLC-H,O 14,5 uL
Gesamtvolumen 20 uL.

Der Ansatz inkubierte 10 Minuten bei 37 °C und wurde durch Zugabe von 4 uL 6 Xx-DNA-Ladepuffer
abgebrochen.

Praparativer Verdau Der préaparative Verdau wurde mit 2 yL Restriktionsenzym in einem Volu-
men von 50 puL angesetzt und fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert.

2.211.5 Ligation

Bei einer Ligation sollten das zu integrierende DNA-Fragment und der Vektor, die beide zuvor mit
den gleichen Restriktionsenzymen verdaut wurden, in einem Verhéltnis von 3:1 eingesetzt werden.
Die Ligation wurde nach folgendem Ansatz pipettiert und lief tiber Nacht bei 14 °C:

Vektor x uL
DNA-Fragment x uL
T4-Ligase 1uL
10x ligase buffer 1,5 uL
ATP [10mM] 1,5 ul
HPLC-H,O x uL

Gesamtvolumen 15 uL.

Am néchsten Tag wurden 3 uL des Ligationsansatzes in kompetente Bakterienzellen transformiert.
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2.2.12 Klonierung zweier Gene des Patientenisolates 19

Fiir das Patientenisolat 19 sollten spezifische Peptidantikorper gegen zwei PfEMP1-Varianten syn-
thetisiert werden; hierzu wurden die entsprechenden Gene kloniert und sequenziert, da tiber die
Nukleotidsequenzen keine Informationen vorlagen. Die var-gruppenspezifischen Amplifikate um-
spannten ein Fragment der 5’ untranslatierten Region bis zur ersten DBL-Domaéne (vgl. 1.6.1.2), und
somit war nach Sequenzierung der PCR-Produkte der Genanfang bekannt. Fiir die dominierend
exprimierten Transkripte der ex vivo- und der ersten in vitro-Generation des Patientenisolates 19
wurden spezifische Oligonukleotide komplementédr zum Beginn des jeweiligen Gens erstellt. Mit
diesen Oligonukleotiden und solchen komplementar zur hoch konservierten ATS-Doméne am 3’
Ende des Gens gelang es, die entsprechenden Gene aus genomischer DNA des Patientenisolates zu
amplifizieren (siehe 2.2.8.4). Das Gen abgeleitet vom Haupttranskript der ex vivo-Generation war mit
5,5 kb klein genug, um es im Ganzen in den TOPO TA Vektor klonieren zu konnen (siehe 2.2.11.1).
Hier konnte durch sukzessives Sequenzieren mit Oligonukleotiden komplementdr zum 3’ Ende
der erhaltenen Sequenz, dem sogenannten primer walking, die Nukleotidsequenz des Gens heraus-
gearbeitet werden. Das amplifizierte Gen, das vom Haupttranskript der ersten in vitro-Generation
abgeleitet war, wies eine Grofie von 12 kb auf. Das PCR-Produkt wurde mit den Restriktionsenzy-
men EcoRI, EcoRV, Kpnl, HindIII und Spel in tiberlappende Fragmente mit Groflen zwischen 500 bp
und 1000 bp zerlegt (siehe 2.2.11.4), und diese in den TOPO TA-Vektor kloniert. Die Fragmente
wurde sequenziert und an ihren tiberlappenden Sequenzen zusammengefiigt (siehe 2.2.13).

Anhand der Nukleotidsequenzen beider Gene wurde die Synthese zweier spezifischer Peptide
sowie die Antikorpergenerierung in Kaninchen in Auftrag gegeben. Abbildung 2.2 zeigt den Ver-

suchsablauf im Schema.

Peptidantikorper ‘ Peptidsequenz ‘
antil811-ev | SIKEQASKDAKIHGHHLKGDLAK
anti1811-1G | GIMIKEKDEARIYENSLKGQLK

ATG
Bl — T H H o K e HEATST)
varA E DEL E
. '
| i
E - e 1.Gen
I bt oy Bt B Bt oot s Bt BT St B | !
SO, &l i o N e 10_.=
== — -Klonierung
-Sequenzierung
mittels primer walking
- Antikorpersynthese

Abbildung 2.2: Klonierungsschema zweier var-Gene des Patientenisolates 19. Erlduterungen stehen
im Text.
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2.213 Sequenzauswertung

Jede DNA-Sequenz wurde je nach Liange von einer oder von beiden Seiten her abgelesen. Die
Uberlagerung zu einer Gesamtsequenz sowie der Vergleich der Sequenzen untereinander wurden
mit dem Programm MacVektor 10.0 durchgefiihrt. Sequenziibereinstimmungen wurden {iber den
Algorithmus Clustal W Alignment berechnet. Die Parameter lauteten: Open Gap Penalty: 10.0; Extend
Gap Penalty: 5.0. Sequenzen, die untereinander zu mindestens 98 % tibereinstimmten, wurden als
gleich gewertet.

2.2.14 Herstellung kompetenter Zellen

400 pL einer pApLac-Ubernachtkultur wurden fiir 90 Minuten in 40 mL LB-Medium unter Zugabe
von jeweils 40 uL. Ampicillin 100 sowie Kanamycin 50 bei 37 °C geschiittelt. Die Bakterien wurden
hierauf auf Eis gekiihlt, bei 3000 g fiir 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert, und das Sediment in
10 mL eiskaltem 80 mM CaCl, gelost. Nach 40-miniitiger Inkubation auf Eis wurde das Sediment
wiederum fiir 5 Minuten bei 3000 g und 4 °C zentrifugiert und danach in 5 mL 80 mM CaCl, gelost.
Die kompetenten Zellen konnten bis zu einer Woche bei 4 °C gelagert werden.

2.2.15 Rekombinante Expression

Von den in pApLac-Zellen transformierten multicopy pJC45 Plasmiden (siehe 2.2.11) wurden fiinf
mal 30 mL Ubernachtkulturen in LB Medium mit 100 ug/mL Ampicillin angesetzt. Mit diesen wur-
den insgesamt 5 Liter LB Medium mit 100 ug/mL Ampicillin sowie 50 ug/mL Kanamycin, aufgeteilt
auf je 500 mL Medium pro 2 Liter Weithalserlenmeyerkolben, angeimpft und bis zu einer OD von
0,6 fiir ca. 1,5 Stunden bei 37 °C geschiittelt. Die Expression wurde mit 1 mM Endkonzentration
IPTG induziert und die Kulturen fiir weitere vier bis fiinf Stunden inkubiert. Danach wurden die
Bakteriensedimente bei 4 °C und 5000 g fiir 20 Minuten zentrifugiert und bis zum Zellaufschluss
bei —20 °C gelagert. Pro exprimierter Proteindoméne wurde an drei Versuchstagen so verfahren,
bei Bedarf auch lianger.

2.216 Proteinreinigung

Die Bakteriensedimente wurden in Puffer A aufgenommen, fiir 15 Minuten im Ultraschallbad
beschallt, fiir weitere 20 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt und hierauf fiir 30 Minuten bei
10000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit mit Puffer A dquilibrierter Ni-Agarose
vermengt und 30 Minuten auf dem Rollschiittler bei Raumtemperatur inkubiert, bevor das Gemisch
auf die Saule aufgetragen, der Durchfluss aufbewahrt und mit 50 mL Puffer A gewaschen wurde.
Rekombinantes Protein band tiber die basischen Histidinreste an Nickel-Ionen an der Saule, iibriges
Protein konnte herausgewaschen werden.
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2.2.17 Renaturierung

Da die Proteindoménen fiir die Bindungsexperimente in ihrer natiirlichen Konformation vorliegen
mussten, wurden sie auf der Sdule renaturiert. Hierzu lief ein 500 mL Puffergradient, an den eine
Schlauchpumpe angeschlossen war, 20 Stunden lang {iber die Sdule, in dem das Guanidiniumhy-
drochlorid sukzessive austitriert wurde. Am ndchsten Tag wurde mit 100 mL Puffer B und mit
Puffer B nach Zugabe von 50 mM Imidazol gewaschen und mit den Puffern C mit 200 mM und
500 mM Imidazol eluiert. Alle Elutionsfraktionen wurden fiir eine Stunden bei 12000 ¢ und 4 °C
zentrifugiert, um eventuelle Mikroaggregate zu sedimentieren.

2.2.18 Konzentration

Mit Amicon-Ultrazentrifugationsfiltern konnten die Proteinlosungen eingeengt und durch schritt-
weise Verdiinnung mit Puffer D das Imidazol aus der Losung entfernt werden. Die Zentrifugati-
onsbedingungen sind den Herstellerangaben zu entnehmen. Im Anschluss wurden die Proben fiir
zwei Stunden bei 55000 ¢ und 4 °C in der Ultrazentrifuge zentrifugiert.

2.219 Konzentrationsbestimmung

Ist eine Proteinlosung rein, kann ihre Konzentration tiber die Extinktion bei 280 nm photometrisch
bestimmt werden, sofern der Extinktionskoeffizient € und das Molekulargewicht des Proteins be-
kannt sind. Es gilt:

_ E280nm X M
€

C (2.1)

C ist die Proteinkonzentration in mg/mL, E die Extinktion, M das Molekulargewicht und € der
Extinktionskoeffizient. Dieser kann nach folgender Formel berechnet werden:

e(Mtem™1) = (#Trp) x 5500 + (#Tyr) x 1490 + (#Cys) x 125 (2.2)

[70].

2220 Trizingele

In Trizingelen wurde das Sammelgel unmittelbar tiber das Trenngel geschichtet; die vollstandige
Polymerisation dauerte ungefdhr zwei Stunden. Trenn- und Sammelgel setzten sich wie folgt zu-

sammen:
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Trenngel:

Glycerin (87 %) 3mL
Acrylamid/Bisacrylamid (30:2) 6,5 mL
3 x Gelpuffer 4,5mL
H,O 1mL
TEMED (100 %) 7,5 uL
APS (25 %) 25,6 uL
Sammelgel:

Glycerin (87 %) 3 mL
Acrylamid/Bisacrylamid (30:3) 1,3 mL
3 x Gelpuffer 2,25mL
H,O 6,45 mL
TEMED (100 %) 7,5 uL
APS (25 %) 24,0 uL

Das Gel lief in Anoden- und Kathodenpuffer bei 35 mA fiir das Sammelgel, bei 50 mA fiir das
Trenngel. Im Anschluss wurde es nach Bedarf in Coomassie-Losung gefarbt oder auf eine Membran

transferiert.

2.2.21 Bindungsexperimente mittels Schwingquarzsensor

Gemaifs dem piezoelektrischen Effekt reagiert kristallines SiO, auf eine angelegte Wechselspan-
nung mit einer Resonanzfrequenz, die bei den in dieser Arbeit verwendeten Quarzen ca. 10 MHz
betrug. Der Interaktionsnachweis zweier Bindungspartner in der Schwingquarzsensorik beruht
darauf, dass eine Massen- oder Viskosititsanderung zu einer Anderung der Resonanzfrequenz des
Schwingsquarzes fiihrt, die mit einer Messelektronik aufgezeichnet werden kann. Einer der Bin-
dungspartner, hier ein Endothelrezeptor auf CHO-Zellmembranen, wurde an den Quarz gekoppelt,
der Analyt, hier rekombinante PFEMP1-Domaénen, tiber den Quarz geleitet. Die Messungen wurden
mit der Analyseplattform FidgeType FgT1 durchgefiihrt, die aus einer thermoregulierbaren Sensor-
einheit mit zwei integrierten Messkammern fiir den Schwingquarzsensor und einer elektronischen
Steuereinheit bestand. Die Analyseplattform war mit einer Oszillatorschaltung verbunden, die Soft-
ware QCM-soft regulierte Temperatur-, Resonanzfrequenz- und Pumpendaten und zeichnete die
Messdaten auf; der Aufbau der Analyseplattform ist in Abbildung 2.3 dargestellt.

2.2.21.1 Quarzprdparation

Die Quarze wurden vor jeder Messung neu prapariert und beschichtet. Hierfiir wurden die Quarze
fur 5 Minuten in Aceton entfettet, fiir 2 Minuten in frisch angesetzter Peroxomonoschwefelsdu-
re (Piranha-Losung) inkubiert, danach mit destilliertem H,O gewaschen, unter einem N>-Strom
getrocknet und die Quarze zentriert in die Haltevorrichtung geklebt. Im Anschluss wurden 20 uL
Poly-L-Lysin (0,5 mg/mL) mit N; kreisformig eingetrocknet und die Quarze fiir 15 Minuten bei 37 °C
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Abbildung 2.3: Schwingquarz-Analyseplattform FidgeType FgT1.

A: thermoregulierbarer Sensorblock; B: Messkammer fiir Schwingquarzsensor; C: Probengefdfie; D: Pumpen.

Abbildung 2.4: Schwingquarzsensor im Groflenvergleich zu einem 1-Centstiick.

gelagert. Es folgten ein Wasch- und Trockenschritt, bevor 80 uL der CHO-Membranensuspension
(2.2.21.2), die im Verhiltnis 1:1 mit PBS-Tween gemischt wurden, auf den Quarz aufgebracht wur-
den und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubierten. Die tiberschiissigen Membranen wurden
griindlich mit PBS abgespiilt, die Membranen auf dem Quarz mit 4 % Polyformaldehyd (PFA) fiir
7 Minuten auf Eis fixiert und nochmals mit PBS gewaschen.

2.2.21.2 Membranpraparation

Die CHO-Zellmembranen wurden durch fraktionelle Zentrifugation gereinigt. Hierzu wurden
CHO-Zellen aus vier 75 cm? grofien Kulturflaschen mit Accutase abgeldst (siehe 2.2.2), in Frak-
tionierungspuffer aufgenommen und im Zellhomogenisator durch Pottern auf Eis aufgeschlossen.
Die Vollstandigkeit des Aufschlusses wurde mikroskopisch kontrolliert. Eine Zentrifugation bei
540 ¢ und 4 °C fiir 10 Minuten sedimentierte ganze Zellen und Zellkerne. Der Uberstand wurde
zur Abtrennung von Zellorganellen wie Mitochondrien und ER bei 2500 g und 4 °C fiir 15 Minuten
zentrifugiert. Die Membranen wurden in einem Ultrazentrifugationsschritt von 55000 g und 4 °C
fiir 90 Minuten sedimentiert und in 500 uL Fraktionierungspuffer aufgenommen, Proteaseinhibitor
zugegeben und bei —20 °C fiir maximal eine Woche gelagert.

44



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODIK
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Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der Schwingquarzsensorik.

2.2.21.3 Messung

Uber den Quarz mit einer stabilen Resonanzfrequenz wurden so oft jeweils 30 uL. BSA (1 mg/mL)
zur Praabsorption der Membran geleitet, bis alle Bindungen abgesittigt waren. Die Bindung der
rekombinanten PFEMP1-Domé&nen wurde in Konzentrationen zwischen 25 ug/mL und 1000 ug/mL
getestet. Wenn nicht gesondert angegeben, wurde fiir jede Messung ein neuer Quarz verwendet. Die
Fliefsgeschwindigkeit betrug 25 uL/min, nach jeder Probenzugabe folgte ein Spiilschritt mit einer
Fliefsgeschwindigkeit von 100 uL/min. Die Bindung von rekombinantem Protein an den Endothel-
rezeptor auf der CHO-Zellmembran fiihrt zu einer Massenanlagerung an den Schwingquarzsensor,
die iiber einen Abfall der Resonanzfrequenz detektiert werden kann (siehe Abbildung 2.5).

2.2.22 Westernblot

Die Proteine wurden aus dem Gel (siehe 2.2.20) nach Herstellerangaben im Nassblot auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert und im Anschluss mit einer TBS-Losung mit 5 % Milchpulver
fur 30 Minuten auf dem Rollschiittler blockiert. Der primdre Antikorper, in der Regel in einer
Verdiinnung von 1:2000 eingesetzt, inkubierte tiber Nacht bei 4 °C, der sekundare Antikorper, der
1:5000 eingesetzt wurde, fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur. Ungebundene Antikdrper wurden
nach beiden Schritten durch mehrmaliges waschen mit TBS+Tween entfernt. Die Proteine wurden
mit dem ECL-System detektiert. Hierfiir wurde die Entwicklerlosung aus 5 mL Losung A, 500 uL
Losung B und 1,5 uL H,O; erstellt und die Membran fiir zwei Minuten darin inkubiert. Ein Film
wurde je nach Signalstdrke zwischen 10 Sekunden und 5 Minuten aufgelegt und entwickelt.
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2.2.23 Immunfluoreszenzanalysen

Fiir Inmunfluoreszenzanalysen wurden auf den fixierten Blutausstrichen (siehe 2.2.1.5) nach Be-
darf mit einem Silikonstift sechs bis acht Felder abgegrenzt. Der Objekttrager wurde fiir 5 Minuten
in PBS inkubiert, und hierauf 60 uL des ersten Antikorpers, in PBS mit 1 % BSA in gewtinschter Ver-
diinnung gelost, aufgetragen. Dieser inkubierte zwei Stunden bei Raumtemperatur, wurde mit einer
Pipette abgenommen, und der Objekttrager dreimal in PBS gewaschen. In der Zwischenzeit wurde
der zweite Antikorper in einer Verdiinnung von 1:200 in PBS mit 1 % BSA gelodst und der Kern-
floureszenzfarbstoff DAPI in einer Verdiinnung von 1:400 zugegeben. Von dieser Losung wurden
wiederum 60 uL auf die Felder des Objektragers aufgetragen und dieser zwei Stunden bei Raum-
temperatur im Dunkeln inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde dreimal mit PBS gewaschen, pro
Feld ein Tropfen Mowiol aufgetragen und ein Deckglas luftblasenfrei aufgelegt. Nach einer Trock-
nungszeit von mindestens einer Stunde konnten die Fluoreszenzanalysen durchgefiihrt werden.
Hierzu wurden die Blutausstriche in einer 100fachen Vergéferung eines Olimmersionsobjektives
am Leica Fluoreszenzmikroskop oder am konfokalen Mikroskop Olympus IX 81 betrachtet und die
deconvoultion mit der Software Openlab 4.0.2 berechnet. Schnittbilder durch die Zelle wurden in
Abstdanden von 0,1 ym aufgezeichnet.

2.2.24 Immunisierung von Mdusen

Zur Gewinnung von Antiseren wurden BALB/c Mause mit rekombinantem Protein immunisiert.
50 ug des Proteins wurden 1:1 mit Freundschem Adjuvant vermischt und die Emulsion subcutan
injiziert. Die Injektion wurde zweimalig im Zweiwochentakt wiederholt, bevor der Maus maximal
2 mL Blut entnommen wurden. Dieses agglutinierte fiir 20 Minuten auf Eis, wurde bei 1200 rpm
zentrifugiert und das iiberstehende Serum abgenommen.
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Kapitel 3
Ergebnisse

Das Plasmodium falciparum Oberflachenprotein PIEMP1 erfiillt elementare Funktionen bei der Eta-
blierung der Infektion und der Uberdauerung im Wirt und gilt daher als entscheidender Pathogeni-
tatsfaktor. Zwei wichtige Funktionen von PFEMP1 wurden in dieser Arbeit untersucht: die Antigene

Variation und die Zytoadhédrenz an Endothelrezeptoren.

3.1 Untersuchungen zur Antigenen Variation

3.1.1 wvar-Genexpressionsanalysen

Durch das sukzessive An- und Abschalten der var-Gene werden die auf der Erythrozytenoberfldche
prasentierten PFEMP1-Proteine regelméfiig verdndert, und der Parasit entgeht so der Immunant-
wort des Wirtes. Der Turnus dieses switchings ist ein wichtiger Parameter in der Pathogenitdt von
P. falciparum. Untersuchungen zum switching der var-Gene wurden bisher nur an kulturadaptierten
Isolaten durchgefiihrt oder solchen, die aus chronisch infizierten Patienten isoliert wurden, und
deren Immunstatus einen starken Einfluss auf das switching-Verhalten der Plasmodien zu haben
scheint. Im Folgenden sind die Ergebnisse einer Studie dargestellt, in der das var-Genswitching von
20 aus Patienten mit Erstinfektion klinischer falciparum-Malaria isolierten Parasitenpopulationen
in den jungen Ringstadien der ex vivo- und den ersten in vitro-Generationen analysiert wurde. Es
wurden Isolate mit maximal zwei genetischen MSP1-Varianten untersucht [71]. In dieser Studie
sollte aufgezeigt werden, wieviele var-Gene ein Isolat aus seinem mehr als 60 Gene umfassenden
Repertoire exprimiert, und wie sich die Expression im Laufe der Kultivierung dndert. Die Arbeiten
wurden gemeinsam mit Anna Bachmann durchgefiihrt.

3.1.1.1 Validierung der Oligonukleotide zur Analyse der var-Genexpression unterschiedlicher
Patientenisolate

Die var-Transkriptionsprofile unterschiedlicher Patientenisolate wurden mit einer fiir die Gengrup-
pen A, B und C spezifischen RT-PCR analysiert. Die verwendeten Oligonukleotide wurden auf ihre
Spezifitat und Effizienz getestet, indem genomische DNA der Kulturisolate 3D7 und FCR3 sowie
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3.1. UNTERSUCHUNGEN ZUR ANTIGENEN VARIATION

zweier Patientenisolate amplifiziert und zwischen 13 und 24 Klone jedes PCR-Produkts sequenziert
wurden. In 3D7 wurden acht von zehn Genen der Gruppe A, 16 von 35 der Gruppe B und acht von
13 Genen der Gruppe C amplifiziert. Im Isolat FCR3 konnten vier, 16 respektive sechs Gene der
Gruppen A, B und C identifiziert werden (siehe Tabelle 3.1). Im Patientenisolat 1 wurden fiinf Gene
der Gruppe A, elf der Gruppe B und acht der Gruppe C amplifiziert, in Patientenisolat 10 zehn, 19
und fiinf Gene der jeweiligen Gruppen A, B und C. Die Oligonukleotidpaare erlauben somit eine
gute Abdeckung der var-Multigenfamilie.

3.1.1.2 Expressionsprofil der Kulturisolate 3D7 und FCR3

In streng synchronisierten Ringstadien der Kulturisolate 3D7 und FCR3 wurden jeweils Transkripte
aller drei var-Gengruppen identifiziert. 3D7 exprimierte je ein dominierendes und mehrere weitere
Transkripte jeder Gengruppe, wobei dieses Profil iiber die untersuchten Generation hinweg weitge-
hend stabil blieb (siehe Tabelle 3.1). Auch im Isolat FCR3 dnderte sich die Expression der var-Gene
innerhalb von drei Generationen kaum; ein dominierendes Transkript war innerhalb der Gruppe A

und insbesondere innerhalb der Gruppe C zu finden.
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| Isolat | Generation var-Sequenzen
Gruppe A Gruppe B Gruppe C
Anzahl (n) | Gen/ Nummer | Verteilung | Anzahl (n) | Gen/ Nummer | Verteilung | Anzahl | Gen/ Nummer | Verteilung
3D7 [DNA 17|PF11820w 23.5 20|PFFO010w. 10 22{PFD1015¢ 27.3
PFD0O020c. 17.7* MALI13P1.1. PFL1970w 22.7)
PF11 0521 PFA0005w. PFL1960w 13.6
PFF 0008. 11.8* PFF1580c. PF07 0049. 9.1*
PFO8 0141 PFI1830c. i PFD0615¢.
PF13 0003. 5.0% PFD1005c. PF07 0048.
PFF 0005¢. PFLO020w. PF07 0051. 4,6%
PFE1640w PFE0005w. PFD1245¢
MALI13P1.356.
PFLON05w,
MAL7P1.212.
PFDO005w.
PFB1055¢.
PFL2665¢.
MAL7P1.50.
PFD1005¢,
G0 11|PFE1640w 45.5 10{PFL0935¢ 70 11|{PF07 0051 64.6
PFI1820w 36.4 PFO8 0103. 107 PFO7 0048 18.2
PF11 0008. 9.1* PFE1640w. PFL1970w. 9.1*
PFD1235w PF10 0001 PFL1960w
G1 10{PFI1820w 50 11{PFL0935¢ 54.6 10{PF07 0051 70
PFE1640w 20 PFO8 0103. 9.1* PFO7 0048. 9T
PF11 0008. 10* PFF1580c. PFL1970w.
PF11 0521. PFDO005w. PFD1015¢
PFD1235w PFI0005w.
MALI13P1.1
G2 12|PFI1820w 50 12|PF08 0103 41.7 10{PF07 0051 80
PFE1640w 333 PFL0935¢ 25 PFD0615¢. 107
PF11 0008. 8.3*% PFF1580c¢ 8.3* PFD1245¢
PFD0020c PFE0005w
MALI13P1.1
PEOS 0142,
FCR3 |DNA 13 1 46.2 23 1 13 19 1 26.3
2 30.8 2-16 8.7 2 211
3 154 3-5 15.8*
4 T 6 53
GO 10 1 50 12 1 16.7 12 1 100
2 20 2-11 8.3%
3-5 10*
Gl 11 1 81.8 10 12 30 11 1 100
3.6 9.1* 13.14 20
2315 10%
*: Verteilung gilt fiir alle entsprechend gelisteten var -Transkripte

Tabelle 3.1: var-Genexpressionsprofile der Kulturisolate 3D7 und FCR3
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Isolat 10

B ' B - B
ex vivo 1 G2

Abbildung 3.1: var-Genexpressionsprofil des Patientenisolates 10
A, Bund C bezeichnen die var-Gengruppen; gleiche Farben stehen fiir gleiche Sequenzen; grau sind Bereiche einer Gen-
gruppe, innerhalb derer kein Transkript zu detektieren war; G1: erste in vitro-Generation; G2: zweite in vitro-Generation.

Isolat 14

ex vivo

Abbildung 3.2: var-Genexpressionsprofil des Patientenisolates 14
A, Bund C bezeichnen die var-Gengruppen; gleiche Farben stehen fiir gleiche Sequenzen; grau sind Bereiche einer Gen-
gruppe, innerhalb derer kein Transkript zu detektieren war; G1: erste in vitro-Generation; G2: zweite in vitro-Generation.

3.1.1.3 Expressionsprofil der Patientenisolate

Aus Patientenblut isolierte Parasitenpopulationen exprimierten in erster Linie Gene der Gruppe A,
Transkripte der beiden anderen Gengruppen konnten nicht in allen Fillen gefunden werden (siehe
Tabelle 3.2 und 3.3). Gemifs der Verdnderlichkeit oder Konstanz ihres Expressionsprofils der Gene
der Gruppe A konnen die Patientenisolate in zwei Klassen eingeteilt werden, die der schnell, und

die der langsam switchenden Isolate.

Schnelle Switcher besitzen Wechselraten von anndhernd 100 % In zehn von 20 untersuchten
Isolaten dnderte sich das dominierende A-Transkript mit jeder Generation der jungen Ringstadien,
wobei das Transkript jeweils zwischen 30 % und 100 % der Gesamtsequenzen ausmachte (siehe
Abbildung 3.1 und 3.2).
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Isolat 6

B
ex vivo Gl1

Abbildung 3.3: var-Genexpressionsprofil des Patientenisolates 6
A, Bund C bezeichnen die var-Gengruppen; gleiche Farben stehen fiir gleiche Sequenzen; grau sind Bereiche einer Gen-
gruppe, innerhalb derer kein Transkript zu detektieren war; G1: erste in vitro-Generation; G2: zweite in vitro-Generation.

Isolat 11

B o 5 "B
ex vivo Gl1 G2

Abbildung 3.4: var-Genexpressionsprofil des Patientenisolates 11
A, B und C bezeichnen die var-Gengruppen; gleiche Farben stehen fiir gleiche Sequenzen; grau sind Bereiche einer Gen-
gruppe, innerhalb derer kein Transkript zu detektieren war; G1: erste in vitro-Generation; G2: zweite in vitro-Generation.

Die Switchingrate liegt somit innerhalb dieser Klasse bei anndhernd 100 %. In der Hilfte dieser Iso-
late wurden ausschliefilich Transkripte der Gruppe A gefunden, detektierte Sequenzen der Gruppen
B und C blieben iiber die untersuchten Generationen weitgehend konstant.

Langsame Switcher haben niedrige und unregelmifiige Wechselraten Die zweite Klasse der
Isolate zeichnete sich durch eine niedrige Switchingrate aus, die Transkriptionsprofile waren ver-
gleichsweise stabil und oftmals waren Gene aller drei Gruppen exprimiert (siehe Tabelle 3.3). Ver-
dnderungen der dominierenden Transkripte traten unregelméflig auf und waren nicht auf Gruppe
A beschrénkt. So wechselte beispielsweise das dominierende B-Transkript aus Isolat 6 von der ex
vivo- zur ersten in vitro-Generation, das aber wiederum stabil tiber die weiter untersuchten Gene-
rationen exprimiert wurde, in Isolat 7 konnte ein Expressionswechsel innerhalb der Gruppe C von
der zweiten zur dritten in vitro-Generation beobachtet werden. In den Abbildungen 3.3 und 3.4 sind

beispielhaft die Expressionsprofile zweier langsam switchender Isolate gezeigt.
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Patientennummer | Parasitimie | Generation vg_r-Sequenzen
Gruppe A Gruppe B Gruppe C
Anzahl (n} I Nummer Verteilun Anzahl (n} Nummer Verteilung | Anzahl (n) | Nummer | Verteilung
1 1%|DNA 18] 12 38.9 13 8| 23.1 22 1 31. 8]
13| 33.3 1.3.4.9-15 ™ 2.3 18.2%
3 16.7 4.5 914
14.15 5.6% 6-8] 4.6*
Ex vivo 11 1 63.6 x| X
2| 18.2
3.4 9.1*
G1 10 5 30 12 1 333 X
6 20 2.3 16.7*
7-11 10* 4-7 8.3*
5 0.25%| Ex vivo 18] 1 50 X X
2 22,2
3 16.7
4.5 5.6%
Gl 18] 6l 100/ xl X
8 1%|Ex vivo 20| 1 60 x| X
2-4 10*
5.6 5+
Gl 9 7| 44.4 X X
5] 221
348 111°
9 1%|Ex vivo 9 1 444 9 1 333 9 1 222
2-7 11.1* 2.8 11,17
G1 9 1 333 9 2 22
8 222 4.9-14 11.1%
2.9-11 1L1%
10 8%|DNA 24 1-5 8.3+ 16 1 43.8]
6-19 4.2* 2.3 18.8*
4 12.5]
5 6.3
Ex vivo X X
G1 X x
G2 % X
12 1%|Ex vivo x| X
G1 X X
G2 x| X
LZ1 12 12 12
11-13] 16.7% 2-7 8.3"
6. 14 8.3*
™
LZ2 12] 12 11
15-18! 8.3 12-17) g3 a-4.6-8) 9.1*
13 < 1%|Ex vivo 12 1 91,7] 13 1,2 23,14 13 1 69,2
2 8.3 3-10 T 2 154
3.4 7.7
G3 13 2 61.5 x 12] 1 66.7)
3 30.8) 5 16.7]
2 Al 83
14 5%|Ex pipg 17 X X
Gl 14 X X
G2 12 12 X
3-10 8.3*
G3 12 7 91.7] 12 3 33.3 x|
8 8.3 1.4 25%
5l 16.7

“Verteilung gilt Fir alle entsprechend gelisteten var T ranskripte: X: kein Amplifikat
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Pati Paasitimic |G = r
Gruppe A | Gruppe B Gruppe C
Anzahl (n) | Nummer | Verteilung | Anzahl (n) Nummer Verteilung | Anzahl (n) | Nummer | Verteilung
19 8%|Ex vivo 22] X X
3-6 46"
Gl 24 1 42 X X|
2| 917
G2 ; x X
111
10-15* 5.5
G4 21 X x|
G6
G8
G12
4.5.7.9-12. 14-16*
20 < 1%|Ex vivo 17| 1 52.9 X X
3 41,2
4 59
Gl 21 2 47.6 x X
3 28.6
5 14.3
A6 4.8
*Verteilung gilt fiir alle entsprechend gelisteten var 'L ranskripte; X: kein Amplifikat

Tabelle 3.2: var-Genexpressionsprofile der schnell switchenden Patientenisolate.
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Patientennummer |Parasitimie |Generation mr-Sequen_zen
Gruppe A Gruppe B Gruppe C
Anzahl (n) |Nummer |Verteilung |Anzahl (n) |Nummer Verteilung  |Anzahl (n) [Nummer |Verteilung
2 1%| Ex vivo 1 1 A3.6 11 1.2.4 18.2* X
) 18.2 3.5-8 9.1
3. 4/9.1*
G1 10 1 50 9 1-3.9.11.12 b b By Lof X
2.6.7 10* 10 222
5 20
3 0.01%|Ex vivo 8 1 87.5 12 1-3 16.7% 8| 1.2 25%
2 125 4-9] 83 3-6 12.5*
Gl 9 1 77.8 11| 1.4.5.10-17 9.1* 10 7.8 20
2.3 T1LT* 3.9-13 10*
4 3%| Ex vivo 12 1.2 25" 12 1 50 %
3-5 16,7 2-7| 8,3*
Gl 10 6 30 12 1 66.7 X
8 20 2.8-10 3 of
9- I
[ 1%)| Ex vivo 10 X
Gl 11 X
G2 11 X
1 30
2.9 10*
G3 6 3 833 10 4 50 X
4 16.7 1 40
2 10
4 3%| Ex vivo 10 1 70 8 1 37.5 23 1 56.5)
24 10* 2 25 2 21.7]
3-5 12.5* 3 13
4.5 4.4
Gl 12 1 16.7 9 1 100
6.7.8 16.7*
3.4.9 10 B.3*
G2 12 12 25 19 1 52.6
3.11.13 16.7* 3.6.7 10.5%
4,14, 15 8,3* 2,89 53*
G3 12 3 333 20) 2 70
4 16.7 3 20
1L11-13. 16 8.3* [ 10
11 4%\ Ex vivo X X
Gl X X
G2 X X
15 0.50%| Ex vivo 18 1 404 X X
2.3 11.1*
4-9] 6%
Gl 18 1 722 X X
2 16.7
10,11 A.6*
G3 11 1 81.8 X X
2.3 9.1*
16 3%|G1 12 1 41.7 X 1 1 64.6
2 333 2 27.3]
3 16.7 3 9.1
4 83
G2 11 2 455 11 1 45.5 9 1 33.3|
1.3 18.2* 2 273 24 22.2%
5.6l 9.1* 3-5 91"
17 2%| Ex vivo X 12 1 91.7
2 83
G1 10 1 40 12 1 66.7
2.3 30* 3 16.7
4.5 8.3*
18 1%|Ex vivo 11 1 90.9 1 1 364 X
2 9.1 2 27.3
3 18.2
4.5 9.1*
Gl 12 1 50 1 3 63.6 X
3 25 1 273
46 ol v 9.1
*: Verteilung gilt fiir alle entsprechend gelisteten var-Transkripte; X: kein Amplifikat

Tabelle 3.3: var-Genexpressionsprofile der langsam switchenden Patientenisolate.
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3.1.1.4 Einfluss der Kultivierung auf die var-Expression

Eine Adaption an die Kultivierung kénnte die Diskrepanz im var-Transkriptionsprofil zwischen
Kultur- und Patientenisolaten erkliren. So wurde das Patientenisolat 12, dessen dominierendes
A-Transkript tiber die ersten drei Generationen hinweg wechselte, und somit in die Klasse der
schnell switchenden Isolate fallt (vgl. Tabelle 3.2), weitere acht Wochen kultiviert, und hierauf das
var-Expressionsprofil der synchronisierten Ringstadien erneut analysiert. Wahrend in den ersten
Generationen lediglich Gene der Gruppe A exprimiert waren, zeigte sich nach acht Wochen Kulti-
vierung ein disperses Muster an Transkripten aller drei Gruppen (siehe Abbildung 3.5), das auch,
insbesondere in den Gruppen B und C, iiber zwei analysierte Generationen konstant blieb.

Isolat 12

ex vivo Gl G2 LZ1

Abbildung 3.5: var-Genexpressionsprofil des Patientenisolates 12
A, B und C bezeichnen die var-Gengruppen; gleiche Farben stehen fiir gleiche Sequenzen; grau sind Bereiche einer Gen-
gruppe, innerhalb derer kein Transkript zu detektieren war; G1: erste in vitro-Generation; G2: zweite in vitro-Generation;
LZ1: erste Generation nach Langzeitkultivierung; LZ2: zweite Generation nach Langzeitkultivierung.

Ein detaillierteres Bild zeigt die folgende Analyse, in der die var-Expression des Patientenisolates
19 tiber zwolf synchronisierte in vitro-Generationen hinweg untersucht wurde. Bis einschlieflich
Generation sechs wurden nur Gene der Gruppe A exprimiert, wobei das Haupttranskript mit den
ersten vier Generationen wechselte (vgl. Abbildung 3.6). Transkripte der Gruppe B konnten ab Ge-
neration acht, die der Gruppe C ab Generation zwolf detektiert werden. Im Laufe der Kultivierung
erschienen sukzessive mehr Transkripte, zwischen den Gruppen als auch innerhalb jeder Gruppe.
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Isolat 19

G8 G12

Abbildung 3.6: var-Genexpressionsprofil des Patientenisolates 19
A, B und C bezeichnen die var-Gengruppen; gleiche Farben stehen fiir gleiche Sequenzen; grau sind Bereiche einer
Gengruppe, innerhalb derer kein Transkript zu detektieren war; G:in vitro-Generation.
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ol1811-ev +DAPI +Durchlicht

A--
B..-

Abbildung 3.7: Indirekte Immunfluoreszenz a1811ev gegen ex vivo-Trophozoiten; konfokale Mikro-

skopie.

Vom ex vivo-Haupttranskript abgeleitete PEEMP1-Proteine konnten in manchen Zellen in den Maurerschen Spalten und
in der Erythrozytenmembran lokalisiert werden, in manchen Zellen nur im Parasiten sowie im Erythrozytenzytosol.
Die Verteilung war ungefahr 50:50. Unter A und B sind beispielhaft die unterschiedlichen Lokalisationen dargestellt. A:
PfEMP1-Lokalisation in den Maurerschen Spalten und in der Erythrozytenmembran. B: PfEMP1 ist hauptsachlich im
Parasiten und im Erythrozytenzytosol lokalisiert.

a1811-ev wurde in einer Verdiinnung von 1:300, der sekundare Antikorper, aKaninchen-Alexa488, 1:200 eingesetzt;
Kernfarbstoff DAPI: 1:400; die Bilder wurden in Schnitthhen von jeweils 0,1 um aufgenommen.

3.1.2 Nachweis des Switchings auf Proteinebene

Um zu tiberpriifen, ob der Wechsel der var-Genexpression im Patientenisolat BNI181107 (vgl. Abbil-
dung 3.6) auch mit einem Wechsel des an der Oberfldche prasentierten Proteins einhergeht, wurden
wie unter 2.2.12 beschrieben Peptidantikdrper synthetisiert, die gegen das vom Haupttranskript
der ex vivo- respektive der ersten in vitro- Generation abgeleiteten Protein gerichtet waren. Mit
ihnen wurden Immunfluoreszenzfarbungen von Blutausstrichen der Trophozoiten der ex vivo- und
der ersten in vitro-Generation durchgefiihrt und konfokale sowie deconvolution-Mikroskopiebilder
erstellt.

In der Hélfte der infizierten Erythrozyten liefien sich die von den Haupttranskripten der ex vivo- wie
der ersten in vitro-Generation abgeleiteten Proteine in 24 Stunden alten Trophozoiten der jeweiligen
Generation in der Erythroyztenmembran und den Maurerschen Spalten nachweisen. Anderen-
falls waren sie vesikelartig im Erythrozytenzytosol lokalisiert. Immer waren PfEMP1-Proteine im
Parasiten selbst lokalisiert - mitunter auch nur dort (Abbildung 3.8 B).

Der Antikorper a1811-ev wurde im Blutausstrich der Trophozoiten der ersten in vitro-Generation,
und vice versa @1811-1G in dem der ex vivo-Generation eingesetzt.

57



3.1. UNTERSUCHUNGEN ZUR ANTIGENEN VARIATION

al1811-1G +DAPI +Durchlicht

.

Abbildung 3.8: Indirekte Immunfluoreszenz a1811-1G gegen Trophozoiten der ersten in vitro- Ge-

neration; konfokale Mikroskopie.

Vom Haupttranskript der ersten in vitro-Generation abgeleitete PFEMP1-Proteine konnten in manchen Zellen in den
Maurerschen Spalten und in der Erythrozytenmembran lokalisiert werden, in manchen Zellen nur im Parasiten sowie
im Erythroyztenzytosol. Die Verteilung war ungefahr 50:50. Unter A und B sind beispielhaft die unterschiedlichen
Lokalisationen dargestellt. A: PFEMP1-Lokalisation in den Maurerschen Spalten und in der Erythrozytenmembran. B:
PfEMP1 ist im Parasiten lokalisiert.

a1811-1G wurde in einer Verdiinnung von 1:300, der sekundire Antikorper, aKaninchen-Alexa488, 1:200 eingesetzt;
Kernfarbstoff DAPI: 1:400; die Bilder wurden in Schnitthhen von jeweils 0,1 ym aufgenommen.

al811l-ev +DAPI +Durchlicht

Iﬂh...
B...

Abbildung 3.9: Indirekte Immunfluoreszenz a1811ev gegen ex vivo-Trophozoiten.
Lokalisation von PfEMP1 im Parasiten sowie in der Erythrozytenmembran.
A: stack; B: deconvolution;
die Bilder wurden in Schnitththen von jeweils 0,1 ym aufgenommen. a1811-ev wurde in einer Verdiinnung von 1:300,
der sekundére Antikorper, aKaninchen-Alexa488, 1:200 eingesetzt; Kernfarbstoff DAPI: 1:400.
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al811-1G +DAPI +Durchlicht

Abbildung 3.10: Indirekte Immunfluoreszenz «@1811-ev gegen Trophozoiten der ersten in vitro-

Generation und a1811-1G gegen ex vivo-Trophozoiten.
Lokalisation von PfEMP1 im Parasiten sowie in der Erythrozytenmembran.
A: stack; B: deconvolution;

die Bilder wurden in Schnitthéhen von jeweils 0,1 ym aufgenommen. «1811-1G wurde in einer Verdiinnung von 1:300,
der sekundére Antikorper, aKaninchen-Alexa488, 1:200 eingesetzt; Kernfarbstoff DAPI: 1:400.

ol811-ev +DAPI +Durchlicht

al811-1G +D AP +Durchlicht

l3...

Abbildung 3.11: Indirekte Immunfluoreszenz @1811-1G gegen Trophozoiten der ersten in vitro-
Generation.

1811-1G

1811-ev

A: a1811-ev reagiert nicht mit Trophozoiten der ersten in vitro-Generation. B: «1811-1G reagiert nicht mit Trophozoiten
der ex vivo-Generation.

a1811-ev und a1811-1G wurden in einer Verdiinnung von 1:300, der sekunddre Antikorper, aKaninchen-Alexa488, 1:200
eingesetzt; Kernfarbstoff DAPI: 1:400.

a1811-ev reagierte nicht mit Trophozoiten der ersten in vitro-Generation. Daraus lief3 sich schlief3en,
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3.1. UNTERSUCHUNGEN ZUR ANTIGENEN VARIATION

dass das vom Haupttranskript der ex vivo-Generation abgeleitete Protein in der ersten in vitro-
Generation nicht mehr vorhanden war. Ebenso war das vom Haupttranskript der ersten in vitro-
Generation abgeleitete Protein in Trophozoiten der ex vivo-Generation noch nicht nachzuweisen.
Diese Ergebnisse bestdtigen die Transkriptionsdaten: Das Haupttranskript der ex vivo-Generation
konnte in der ersten in vitro-Generation lediglich ein mal detektiert werden; das Haupttranskript
der ersten in vitro-Generation hingegen in der ex vivo-Generation noch gar nicht (Tabelle 3.2 sowie
Abbildung 3.6). Dem Wechsel der Genexpression war folglich der Wechsel des prasentierten Proteins
analog.
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3.2 Bindungsexperimente mit infizierten Erythrozyten

Durch die Bindung seiner an der Erythrozytenoberfliche prasentierten Proteine an Endothelrezep-
toren des Wirtes entgeht der Parasit dem Blutstrom durch die Milz und sichert so unmittelbar sein
Uberleben. PFEMP1 ist das am besten charakterisierte Oberfldchenprotein; daneben existieren in der
RIF-, STEVOR- und PfMC2TM-Familie weitere potenzielle Bindungspartner, die an der Sequestrie-
rung von P. falciparum in Gefdfskapillaren, ein Prozess, der die Schwere des Krankheitsbildes der
Malaria tropica mafigeblich beeinflusst, beteiligt sein konnten. Dieser Teil der Arbeit richtete seinen
Fokus auf die Expressionsprofile der Multigenfamilien in Parasiten, die Bindungskapazititen an
die Hirnendothelrezeptoren Rx und ICAM-1 aufwiesen.

3.2.1 Bindungsexperimente mit dem Kulturisolat 3D7 an Rx

Rx ist erstmalig als Rezeptor fiir infizierte Erythrozyten beschrieben worden, die Bindungspartner
auf Seiten des Parasiten sind nicht bekannt. In diesem Versuch wurden mit 3D7 infizierte Erythrozy-
ten an eine auf ihrer Oberfldche Rx exprimierende CHO745-Zelllinie gebunden, und die Expression
der Multigenfamilien derer Parasiten, die Bindungskapazititen aufwiesen im Vergleich zu zwei
Kontrollzellpopulationen nach Reinfektion roter Blutkdrperchen analysiert.

3.2.1.1 Expressionsprofile der Ringstadien nach Bindung an Rx

Zunichst wurden Versuche zur var-Genexpression durchgefiihrt, die in frithen Stadien des erythro-
zytdren Zyklus stattfindet. Die Transkriptionsanalyse der jungen Ringstadien acht Stunden nach
Reinfektion der an Rx gebundenden Parasiten ergab eine Inaktivierung aller var-Gene (siehe Tabelle
3.4); die Analyse wurde auf die tibrigen Multigenfamilien ausgeweitet. Die Expressionsprofile die-
ser Parasitenpopulation wurden iiber acht weitere synchronisierte Generationen untersucht, wobei
sich ergab, dass Gene der Gruppe C bis zur dritten Generation nach dem Bindungsexperiment
inaktiviert wurden, die Gene der Gruppen A und B hingegen erst nach der sechsten Generation
wieder aktiv vorlagen (Tabelle 3.4). Gene der 2TM-Multigenfamilien waren in der Rx-bindenden
Parasitenpopulation sowie auch in den acht darauffolgenden in vitro-Generationen nicht exprimiert.

Expression in 3D7-Ringstadien, gebunden an Rx
Generation
Multigenfamilie [Untergruppe 1 2 3] 4 s| e 7] s

var A v b 3
B v V'
C A A v v A Y
rif A g
B

stevor

pfinc2tm - - -

Tabelle 3.4: Genexpressionsprofil von 3D7 nach Bindung an Rx in Ringstadien der acht darauffol-
genden Generationen.
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3.2. BINDUNGSEXPERIMENTE MIT INFIZIERTEN ERYTHROZYTEN

32 h Trophozoiten 3D7, gebunden an Rx; Exp. 1

Parasiten/100 CHO-Zellen Standardabweichung |gebundene Parasiten gesamt [%]
1. Praabsorption 38,6 4,28 6,3
Kontroll-Priabsorption 6,8 2,48 0,8
Panning 18,4 3,26 2,2

Tabelle 3.5: Auszidhlung der 3D7-Trophozoiten nach Bindung an Rx; Exp. 1.

Bindung von 3D7 an Rx

Experiment 1
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Abbildung 3.12: Auszdhlung der 3D7-Trophozoiten nach Bindung an Rx; Exp. 1.

Im Folgenden wurden die Expressionsprofile der adulten Trophozoiten 28 Stunden nach Reinfektion
untersucht.

3.2.1.2 Analyse der Expressionsmuster nach Bindung an Rx in adulten 3D7-Trophozoiten

Rx-Bindung iiber eine Parasitengeneration Das Bindungsexperiment wurde wie unter 2.2.3 be-
schrieben durchgefiihrt und jeweils 500 CHO Zellen mit den an sie gebundenen Erythrozyten
ausgezahlt.

6,3 % der infizierten Erythrozyten banden an CHO-Zellen, in einer weiteren Praabsorptionsrunde
(Kontroll-Praabsorption), die parallel zum Bindungsexperiment durchgefiihrt wurde, verblieben
noch 0,8 % der Zellen. Zieht man diese von den 2,2 % des Bindungsexperiments ab, erhdlt man
einen Wert von 1,4 %, der den Prozentsatz der 3D7-Population angibt, der in der Lage war, spezifisch
an Rx zu binden.

Die Trophozoiten, die Bindungskapazitdten an Rx aufwiesen, exprimierten Gene der rif A- sowie
der pfmc2tm-Familie (vgl. Tabelle 3.6). Unter den pfmc2tm-Transkripten fand sich ein zu 50 % do-
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KAPITEL 3. ERGEBNISSE

minierendes, die rif A-Transkripte waren divers. Im Vergleich wurden die Expressionsprofile der
Parasitenpopulationen ohne Bindungskapaziten und solche, die dem Bindungsexperiment nicht
unterzogen wurden, analysiert. Hier zeigte sich in beiden Kontrollen ein variables Expressionsmu-
ster sowohl der rif A- als auch der pfmc2tm-Gene (siehe Abbildungen 3.13 und 3.14).
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Genexpression 3D7, gebunden an Rx ; Exp.1

Parasitenpopulation Sequenzen
(28 h Trophozoiten) |Multigenfamilie |Untergruppe |Expression |Anzahl(n) |Gen Verteilung (%)
Panning var A n. e.
B n. e
C n. e
PFI0075w 16,67
PF110009 8,33
PFAD045¢ 16,67
MAL7P1.185 16,67
PFBI010w 8,33
B . &
stevor n. e
pfmc2tm v
PFF1525¢ ;
MAL7PLIT3 8,3
ungebunden var A ki n. a.
B v n. a.
[ v n. a.
rif A v 10[PFA0D20w 10
PF110021 10)
PFI0075w 10)
PFC0010¢ 10)
PFO70138 10)
PFD1225w 10)
MAL7P1.185 10)
PFADD45¢ 10)
PF140006 10)
PFB1010w 10
B v mn. a.
stevor v n.a.
pfmec2tm y 10[PF100390 10
PFFO060w 10]
PFADD65w 20
PFC1080c 10
PFF1525¢ 10)
MAL7P1.213 20,
PFB0985¢ 10
MAL7P1.5 10]
[Kultur var A v n.
B vV n.
E v n
rif A R 10|PFI1815¢ 10]
PFDO060w 10
PF110021 10)
PFI0075w 10
PFC0010c 10)
PF070138 10)
PFD1225w 10]
MAL7P1.185 10)
PFA0D45¢ 10
PFB1010w 10)
B V n.a
stevor V n.
phnc2tm v TO[PF100390 10
PFA0680c¢ 10)
PFFO060w 10)
PF110014 10
PFC1080¢ 10)
MAL7P1.58 10
PFF1525¢ 10)
PF110025 10
PFB0985¢ 10)
MAL7P1.213 10
n. e.: nicht exprimiert; n.a.: nicht analysiert

Tabelle 3.6: Genexpressionsprofil der 3D7 Trophozoiten nach Bindung an Rx.
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Bindungsexperiment

L]
(-]
o
o
fs]

o
o

PFB1050w
PFI1815¢c
PFI007 5w
PF110008
PFAQD45¢c
MAL7P1.185
PFB1010w

Oo0oCO0O0OOD0COO®

PFADO20w
PF110021
PFI0075w
PFC0010c
PF070138
PFD1225w
MAL7P1.185
PFAD045¢
PF140006
PFB1010w

ungebunden

PFI1815¢
PFDO060W
PF110021
PFI0075w
PFCO0010c
PFO70138
PFD1225w
MAL7P1.185
PFAOD45¢
PFE1010w
PFL2640c

coCcOoCOOO0CO®SO®

Abbildung 3.13: Sequenzverteilung der rif A-Transkripte der 3D7 Trophozoiten nach Bindung an
Rx; Exp. 1.

Bindungsexperiment

cocooe

PF100380
PFFOD60w
MAL7P1.58
PFF1525¢
MALTP1.213

Lo = B = T - = - Y]

PF100390
PFFO060w
PFAQDG5w
PFC1080c
PFF1525¢c
MALT7P1.213
PFB0985c
MAL7P1.5

ungebunden

o000 0O0COQOO0CESS

PF100390
PFA0B80c
PFFO060w
PF110014
PFC1080c
MAL7P1.58
PFF1525¢
PF110025
PFB0985¢c
MAL7P1.213

Abbildung 3.14: Sequenzverteilung der pfmc2tm-Transkripte der 3D7 Trophozoiten nach Bindung

an Rx; Exp. 1.
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32 h Trophozoiten 3D7, gebunden an CD9; Exp. 2
Parasiten/100 CHO-Zellen Standardabweichung [gebundene Parasiten gesamt [%]
1. Priaabsorption (I) 29 4,43 4,9
Kontroll-Priabsorption (I) 42 2,56 0,2
Panning I 15,8 3,31 1,3
1. Priaabsorption (II) 17,4 4,8 32
Kontroll-Praabsorption (II) 3 2 0,3
Panning 11 48,8 6,9 33,7
Tabelle 3.7: Auszahlung der 3D7-Trophozoiten nach Bindung an Rx; Exp. 2.
Bindung von 3D7 an CD9
Experiment 2
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Abbildung 3.15: Auszdhlung der 3D7-Trophozoiten nach Bindung an Rx; Exp. 2.

Rx-Bindung iiber zwei Parasitengenerationen In einem nédchsten Versuch wurden die 3D7 Para-
siten in zwei aufeinanderfolgenden Generation an Rx-exprimierende Zellen gebunden; zum einen,
um eine Anreicherung derer Parasiten mit Bindungskapazitét zu erreichen und um zu untersuchen,
ob damit eine Anreicherung des dominierenden Transkriptes verbunden war. Band man mit 3D7
infizierte Erythrozyten in zwei aufeinanderfolgenden Generationen an Rx, liefs sich der Prozent-
satz der Parasiten mit Bindungskapazidt von ca. 1 % auf 33,7 % steigern (vgl. Tabelle 3.7 sowie
Abbildung 3.15). Die Bindung an die Kontrollzelllinie blieb in beiden Generationen konstant.

In der ersten wie der zweiten Generation an Parasiten mit Bindungskapazitdt waren wiederum
Gene der rif A- und der pfmc2tm-Familie exprimiert (vgl. Tabelle 3.2.1.2 sowie die Abbildungen 3.16
und 3.17). Wahrend die rif A-Transkripte {iber beide Generationen variabel verteilt waren, war das
dominierende pfimc2tm-Transkript in der ersten Generation zu 41,18 %, in der zweiten Generation
zu 71,43 % vertreten (siehe Tabelle 3.7).
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Genexpression 3D7, gebunden an Rx ; Exp. 2
Parasitenpopulation Sequenzen
(28 h Trophozoiten) [Multigenfamilie |Untergruppe [Expression [Anzahl(n) |Gen Verteilung (%)
Panning I var A n.e.
B n. e
[= n. e.
rif A N 12
PF110021 8,33
PFI0075w 8,33
PEDO060w 8,33
PF110009 8,33
B ne
stevor n e.
pfmc2tm v 21
A [ 17,65
PF110014 11,77
PFC1080c 5,
MAL7P1.58 5,88
PFF1525¢ 5,88
Panning II var A n.e
B
C n
Tif A 17
W
PF110009 11,76
PFL2640c S,WI
PFDO050w 5,88
PFC0010c 5,88
PF070138 5,88
B n.
stevor ne
pfmc2im v 19
PEAQ065w 9,52
PFTT0025 4,76
ungebunden var A ki n. a.
B v n. a.
C B a
rif A N 10]PFB1050w 10
PEAD020w 10
PF110021 10
PFI0075w 10
PFC0010c 20
PF070138 10
PFD1225w 10
MAL7P1.185 10
PPFA0045¢ 10
B N n.a
stevor K n.a
pfmc2tm v 11{PF100390 9,09
PFAD680c 9,09
PFF0060w 9,09
PF110014 9,09
PFC1080c 9,09
MAL7P1.58 18,18
PFF1525¢ 9,09
PF110025 9,09
MAL7P1.213 9,09
MAL7P1.5 9,09
n. e.: nicht exprimiert; n.a.: nicht analysiert
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Genexpression 3D7, gebunden an Rx ; Exp. 2
Parasitenpopulation Sequenzen
(28 h Trophozoiten) [Multigenfamilie |Untergruppe [Expression |Anzahl (n) |Gen Verteilung (%)
Kultur var A Kl n. a.
B ) n a.
C v n. a.
rif A v 10]PFB1050w 10
PF110021 10)
PFI0075w 10
PFC0010¢ 10
PF070138 10)
PFD1225w 10|
MAL7P1.185 10,
PFAD045¢ 10
PFB1010w 10
PF140006 10
B Al n. a.
stevor Kl n. a.
pfmc2tm v 10[PF100390 10
PFA0680c 10,
PFFOD60wW 10
PF110014 10
PFC1080c 10
MALYP1.58 10
PFF1525¢ 10
PF110025 10
MAL7P1.213 10
MAL7P1.5 10,
n. e.: nicht exprimiert; n.a.: nicht analysiert

Tabelle 3.8: Genexpressionsprofil der 3D7 Trophozoiten nach Bindung an Rx iiber zwei aufeinan-
derfolgende Generationen.
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Bindungsexperiment I Bindungsexperiment II

o PFB1050w o peatay

*:EEnouzow © PFI0075w

@ PFI1815¢c o PFDO0B0W

e PF110021 o PF110009

© PFI0075w o PFL2640c

© PFDO0B0w o PFD0O0S0wW

o PF110009 o PFC0010c
© PFO70138

ungebunden Kultur

® PFB1050w

RPTETE © PF110021
o PFI0075w

sl bty o PFC0010c

. e o PF070138

o FECOIT6 © PFD1225w

o PF070138 o MAL7P1.185

o PFD1225w o PFA0045c

o MAL7P1.185 © PFB1010wW

o PFA0045c © PF140006

Abbildung 3.16: Sequenzverteilung der rif A-Transkripte der 3D7 Trophozoiten nach Bindung an

Rx tiber zwei aufeinanderfolgende Generationen.

Bindungsexperiment I Bindungsexperiment II

e PF100390

o PFA0B80c ® PF100390

@ PFFO0G60w o PFFOS0W

© PF110014 © PFAQ0B5w

© PFC1080c o PF110025

© MAL7P1.58

o PFF1525¢

ungebunden Kultur

e PF100390
© PFAD680c

S Eraaney © PFFO060W

PR © PF110014

© PFC1080c ¢ PFC1080¢

© MAL7P1.58 o MAL7P1.58

o PFF1525¢c o PFF1525¢c

© MAL7P1.213 © PF110025

© PFBO0985C o MAL7P1.213

© MAL7P15 o MALTP1.5

Abbildung 3.17: Sequenzverteilung der pfmc2tm-Transkripte der 3D7 Trophozoiten nach Bindung
an Rx tiber zwei aufeinanderfolgende Generationen.
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32 h Trophozoiten 3D7, gebunden an ICAM-1; Exp. 1
Parasiten/100 CHO-Zellen Standardabweichung |gebundene Parasiten gesamt [%]
1. Priaabsorption (I) 57 3,16 243
Kontroll-Priabsorption (I) 13,4 3,14 6,5
Panning I 27 3,58 7,9
1. Praabsorption (II) 17,4 4,8 15,4
Kontroll-Priabsorption (II) 10,4 2,15 59
Panning II 51,8 4,12 79,6

Tabelle 3.9: Auszdhlung der 3D7-Trophozoiten nach Bindung an ICAM-1; Exp. 1.

Bindung von 3D7 an ICAM-1

Experiment 1

gebundene Trophozoiten [%]

Abbildung 3.18: Auszdhlung der 3D7-Trophozoiten nach Bindung an ICAM-1; Exp. 1.

3.2.2 Bindungsexperimente mit dem Kulturisolat 3D7 an ICAM-1

PfEMP1 ist als Bindungspartner fiir den Hirnendothelrezeptor ICAM-1, der an der seltenen, doch
schweren Komplikation der zerebralen Malaria beteiligt zu sein scheint, bekannt.

3.2.2.1 Bindungsexperimente

Die mit 3D7 infizierten Erythrozyten wurden jeweils iiber zwei Parasitengenerationen an eine auf
ihrer Oberflache ICAM-1 exprimierende CHO745-Zelllinie gebunden. Es wurden jeweils 500 CHO-
Zellen mit den an sie adhérierten infizierten Erythrozyten ausgezahlt. Das Experiment wurde vier
mal wiederholt. Wahrend der Experimente 3 und 4 wurden die Parasiten unter Zugabe von 4 %
humanem Serum kultiviert.
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32 h Trophozoiten 3D7, gebunden an ICAM-1; Exp. 2
Parasiten/100 CHO-Zellen Standardabweichung |gebundene Parasiten gesamt [%]
Praabsorption I 47,6 3,07 19,81
Panning I 15,8 2,31 5,1
Priabsorption I1 17,2 2,32 9,3]
Panning I 51,4 2,33 72,5

Tabelle 3.10: Auszdhlung der 3D7-Trophozoiten nach Bindung an ICAM-1; Exp. 2.

Bindung von 3D7 an ICAM-1

Experiment 2
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Abbildung 3.19: Auszédhlung der 3D7-Trophozoiten nach Bindung an ICAM-1; Exp. 2.

32 h Trophozoiten 3D7, gebunden an ICAM-1; Exp. 3
Parasiten/100 CHO-Zellen Standardabweichung |gebundene Parasiten gesamt [%]
1. Priaabsorption (I) 38,6 3,44 9,6
Kontroll-Priabsorption (I) 15,2 2,71 4,9
Panning I 23 3,03 6,3
1. Priabsorption (II) 31,6 3,14 11
Kontroll-Priabsorption (II) 8,4 3.2 4,7
Panning II 60,6 3,72 59

Tabelle 3.11: Auszdhlung der 3D7-Trophozoiten nach Bindung an ICAM-1; Exp. 3.

71
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Bindung von 3D7 an ICAM-1

Experiment 3
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Abbildung 3.20: Auszdhlung der 3D7-Trophozoiten nach Bindung an ICAM-1; Exp. 3.

32 h Trophozoiten 3D7, gebunden an ICAM-1; Exp. 4
Parasiten/100 CHO-Zellen Standardabweichung |gebundene Parasiten gesamt [%]
Praabsorption I 31 6,52 3,1
Panning I 15,2 2,14 1,57
Praabsorption I1 21,4 4,41 2,14
Panning II 50,2 3,71 45,14

Tabelle 3.12: Auszdhlung der 3D7-Trophozoiten nach Bindung an ICAM-1; Exp. 4.
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Bindung von 3D7 an ICAM-1

Experiment 4
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Abbildung 3.21: Auszdhlung der 3D7-Trophozoiten nach Bindung an ICAM-1; Exp. 4.

Der Prozentsatz der gebundenen infizierten Erythrozyten lag in der ersten Parasitengeneration
aller vier Bindungsexperimente unter Abzug derer Parasiten der Kontroll-Prdabsorption, die par-
allel zum Bindungsexperiment durchgefiihrt wurde, bei etwa 1 % (vgl. Tabelle 3.9 und 3.11). Im
Bindungsexperiment der darauffolgenden Generation liefs sich der Prozentsatz der Parasiten mit
Bindungskapazitit auf etwa 45 % bis zu tiber 70 % steigern (siehe Abbildungen 3.18, 3.19, 3.20 und
3.21). Es féllt auf, dass der Prozentsatz der Prdabsorption in den Experimenten 3 und 4, in denen die
Parasiten in Gegenwart von humanem Serum kultiviert wurden, auf 9,6 % (vgl. Abbildung 3.20)
respektive 3,1 % (vgl. Abbildung 3.21) sank. Infizierte Erythrozyten, die ohne Zugabe von humanem
Serum kultiviert wurden, banden zu etwa 20 % an die GFP-exprimierende CHO-Kontrollzelllinie
(vgl. Abbildung 3.18 und 3.19).

3.2.2.2 Expressionsanalysen

Da PfEMP1 als Bindungspartner von ICAM-1 bekannt ist, wurden in allen vier Experimenten die
Expressionsmuster der frithen Ringstadien analysiert, in denen die var-Gene exprimiert werden.
In Experiment 4 wurde zusétzlich das Transkriptionsprofil der adulten Trophozoiten untersucht.
Zu allen Zeitpunkten wurde die Expression aller Multigenfamilien in den Parasitenpopulationen

derer mit Bindungskapazitit, derer ohne und derer, die dem Experiment nicht unterzogen wurden,
analysiert.
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Genexpression 3D7, gebunden an ICAM-1, Exp. 1

Parasitenpopulation Sequenzen
(8 h Ringe) Multigenfamilie Untergruppe Expression  [Anzahl (n) |Gen Verteilung (%)
Panning I var A v 21
1820w 14,29
PFEl6dOW | 4
B n. e. -
C n.e.
rif A n. e.
B n. e.
stevor . e.
pfmcZtm n. e.
[Panning IT var A v
B n. e.
C n.e.
rif A n.e.
B n.e.
stevor n.e.
pfmclim n. e.
ungebunden var A v 10]PFDT235w 10
PFA0015¢ 10
PFI1820w 20
PFE1640w 30
PF11_0008 10
PFD0020¢ 10
PF0O8_0104 10
B v n. a.
stevor v n. a.
pfmcZtm v n. a.
[Kultur var A v TO[PFD1235w T0]
PFA0015¢ 10
PFI1820w 20
PFE1640w 20
PF11_0008 10
PFD0020c 10
PFF0005¢ 10
PF08_0104 10
B \ n. a.
C \ n. a.
rif A v n.a.
B \ n. a.
stevor v n. a.
pfmcltm v n. a.

n. e.;: nicht exprimiert; n. a.: nicht analysiert

Tabelle 3.13: Genexpressionsprofil der 3D7 Ringstadien nach Bindung an ICAM-1; Exp. 1
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Genexpression 3D7, gebunden an ICAM-1, Exp. 2

[Parasitenpopulation Sequenzen
(8 h Ringe) Multigenfamilie Untergruppe Expression Anzahl (n) |Gen Verteilung (%)
'T’anning 1T var A v 17
11 W fl
B n.e.
C n. e.
rif A n.e.
B n. e.
stevor ne.
pfmcZtm n. e
ungebunden var A W 12[PF13_0003 8,33
PFD1235w 8,33
PFA0015¢ 16,67
PFI1820w 16,67
PFE1640w 25|
PFD0020c 8,33|
PFF0005¢ 8,33
PF08_0104 8,33
B v n. a.
stevor v n. a.
pfmc2tm v n. a.
Kultur var A v TT[PFDI1235w 5,00]
PFA0015¢ 18,18
PFI1820w 18,18
PFE1640w 18,18
PF11_0008 9,09
PFD0020c 9,09
PFF0005¢ 9,09
PF08_0104 9,09
B \ n. a.
(@ v n. a.
rif A v n. a.
B v n. a.
stevor v n. a.
pfmcltm v n.a

n. e.: nicht exprimiert; n. a.: nicht analysiert

Tabelle 3.14: Genexpressionsprofil der 3D7 Ringstadien nach Bindung an ICAM-1; Exp. 2
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3.2. BINDUNGSEXPERIMENTE MIT INFIZIERTEN ERYTHROZYTEN

Genexpression 3D7, gebunden an ICAM-1, Exp. 3
[Parasitenpopulation Sequenzen
(8 h Ringe) Multigenfamilie Untergruppe Expression Anzahl (n) |Gen Verteilung (%)
'f’anning I var A v 19
B ne
C n.e
rif A n.e.
B n.e.
stevor n.e.
pfmcltm ne
[Panning IT var A v
B n. e
C n.e
rif A n.e
B n.e
stevor n.e.
pfmc2tm n.e.
ungebunden var A v ITIPFDT235w 9,091
PFA0015¢ 18,18
PFI1820w 18,18
PFE1640w 27,27
PF11_0008 9,09
PFD0020c 9,09
PFF0005¢ 9,09
B \ n.a.
stevor v n. a.
pfmcZtm v n. a.
Kultur var A Vv TO0[PFI3_0003 10
PFD1235w 10
PFA0015¢ 10
PFI1820w 20
PFE1640w 20
PF11_0008 10
PFF0005¢ 10
PF08_0104 10
B \ na.
& v n. a.
rif A v n.a.
B V n a.
stevor v n. a.
pfmcltm v n. a.
n. e.: nicht exprimiert; n. a.: nicht analysiert

Tabelle 3.15: Genexpressionsprofil der 3D7 Ringstadien nach Bindung an ICAM-1; Exp. 3
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Genexpression 3D7, gebunden an ICAM-1, Exp. 4
Sequenzen
Parasitenpopulation Multigenfamilie |Untergruppe |Expression |Anzahl (n) |Gen Verteilung (%)
anning IT “[BhRinge var A v i
B n. e
(g n. e
rif A n. e.
B n. e.
stevor n.e.
pfincZim n. e.
28 h Trophozoiten |var A v n.a
B n.e.
C n.e
rif A n. e
B n. e.
stevor n.e.
pfncZtm v ZT|PFATDGSwW 42,
MALYPL2TS 19,
D 9,52
PFF1525¢ 9,52
TATGSTC 952
PFFO060wW 4,76
PFBUYS5C 4,76
ungebunden [8h Ringe var A v T0[PFI3_0003 10
PFD1235w 10
PFA0015¢ 20
PFI1820w 20
PFE1640w 10
PF11_0008 10
PFD0020c 10
PFFO005¢ 10
B El n.a.
stevor v n. a.
pfmcZim V n. a.
28 h Trophozoiten |var A vV n. a.
B v n.a
stevor vV n.a
pfmcZim v IT|PFADD65wW 9,09
MAL7P1.213 9,09
PFF1525¢ 18,18
PFC1080¢c 18,18
PFB0985¢ 18,18
MAL7P1.58 9,09
PF100390 9,09
PEFOD6UW 9,09
Kultur [8 h Ringe var A v T2|PFDI235w 8,59
PFADD15¢ 16,67
PFI1820w 8,33
PFE1640w 25
PF11_0008 16,67
PFD0020c 8,33
PFFO005¢ 8,33
PFO8_0104 8,33
B v n.a.
C Rl n. a.
rif A v n. a.
B v n.a
stevor v n.
pfmc2im v n. a.
28 h Trophozoiten [var A v n.a.
B l n.a.
(o v n. a.
rif A V n. a.
B v n.a.
stevor v n a.
pfincZim v TO[PFADDGSwW 10
MAL7P1.213 20
MAL7P1.58 20
PFC1080¢ 10
PFB0985¢ 10
PF100390 20
PFFOD6UW 10
n. e.: nicht exprimiert; n. a.: nicht analysiert

Tabelle 3.16: Genexpressionsprofil der 3D7 Ringstadien und adulten Trophozoiten nach Bindung
an ICAM-1; Exp. 4



3.2. BINDUNGSEXPERIMENTE MIT INFIZIERTEN ERYTHROZYTEN

In den jungen Ringstadien acht Stunden nach Reinfektion aller Parasitenpopulationen, die in der
Lage waren, an ICAM-1 zu binden, waren lediglich Gene der Gruppe var-A exprimiert. Hier sind
insbesondere die Transkripte der drei Gene PF13_0003, PF11_0521 und PFD1235w detektiert wor-
den, die in allen analysierten Proben vertreten waren und dabei die drei hdufigsten Transkripte
darstellten (vgl. Tabellen 3.13, 3.14, 3.15 und 3.16). Die Transkripte von PF13_0003 bildeten in jeder
ICAM-1 bindenden Parasitenpopulation mit Prozentsidtzen von 33,3 % und 42,11 % in der ersten Pa-
rasitengeneration, und solchen von 47 % bis 55 % in der darauffolgenden das in hdufigster Frequenz
detektierte. Das Expressionsmuster derer Parasiten, die in Gegenwart von 4 % humanem Serum
kultiviert wurden (Experimente 3 und 4) unterschied sich nicht von dem derer, die ohne Serum
kultiviert wurden. Die Kontrollpopulationen der Parasiten ohne ICAM-1 Bindungskapazitdat und
der, die dem Bindungsexperiment nicht unterzogen wurden, zeigten in allen vier Experimenten ein
disperses Bild an var-A Sequenzen; daneben waren Gene aller anderen untersuchten Multigenfa-
milien exprimiert, deren Transkripte nicht sequenziert wurden.

Im vierten Experiment wurden zuséatzlich zu den Transkriptionsprofilen der jungen Ringstadien
die der adulten Trophozoiten analysiert. In der Population der ICAM-1 bindenden Parasiten der er-
sten wie zweiten Generation waren neben var-A Genen, deren Transkripte nicht auf ihre Verteilung
untersucht wurden, zusétzlich Gene der pfmc2tm-Familie exprimiert; mit 42,68 % am haufigsten
war das Transkript des Gens PFA0065w vertreten (vgl. Tabelle 3.16). Die adulten Trophozoiten der
Kontrollpopulationen exprimierten Gene aller untersuchten Familien, mit grofser Variabilitat der
pfmc2tm-Transkripte, aus denen zwischen zehn und zwolf Sequenzen generiert wurden. Die fol-
genden Abbildungen zeigen die Verteilungen der var-A und der pfmc2tm-Sequenzen in graphischer
Darstellung.

78



KAPITEL 3. ERGEBNISSE

Bindungsexperiment [

PF13_0003
PFD1235w
PFA0015¢
PFI1820w
PF11_0521
PFE1640w
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ungebunden

PFD1235w
PFADD15¢c
PFI1820w
PFE1640w \
PF11_0008|{ _—
PFD0020c
PFOB_0104

o000 0oee

Bindungsexperiment I

o000 ee

PF13_0003

PFD1235w
PF11_0521
PFADD15¢
PFI1820w
PFE1640w

® PFD1235w
@ PFAD015¢c
© PFI1820w
@ PFE1640w
© PF11_0008
o PFD0020c
© PFF0005c
© PF08_0104

Kultur

Abbildung 3.22: Sequenzverteilung der var-A-Transkripte junger Ringstadien nach Bindung an

ICAM-1 iiber zwei aufeinanderfolgende Generationen; Exp. 1.

Bindungsexperiment II

e PF13_0003
e PFD1235w
e PF11_0521
o PFI1820w

ungebunden

Coeoo0oo00oee

PF13_0003
PFD1235w
PFAQ015¢
PFI1820w
PFE1640w
PFD0020c
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PF08_0104

ceceococee

PFD1235w
PFAQD15¢
PF11820w
PFE1640w
PF11_0008
PFDO0020c
PFF0005¢
PF08_0104

Kultur

Abbildung 3.23: Sequenzverteilung der var-A-Transkripte junger Ringstadien nach Bindung an

ICAM-1 iiber zwei aufeinanderfolgende Generationen; Exp. 2.
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3.2. BINDUNGSEXPERIMENTE MIT INFIZIERTEN ERYTHROZYTEN

Bindungsexperiment I Bindungsexperiment I1

e PF13_0003 o PF13 0003

© PF11_0521

o CEdr © PF11_0521

© PFAQD15C  PEDIZo5w
e PFA0015c

ungebunden Kultur

e PF13_0003

® PFD1235w ® PFD1235w

® PFADO15¢c ® PFADD15c

1o : s
© PFE1640w

e PF11_0008 © PF11 0008

o PFD0O020c | ° PFFUEUSC

e PFFO005c o PF08_0104

Abbildung 3.24: Sequenzverteilung der var-A-Transkripte junger Ringstadien nach Bindung an
ICAM-1 iiber zwei aufeinanderfolgende Generationen; Exp. 3.

Bindungsexperiment I ungebunden Kultur

® PF13_0003

e PF13_0003 ¢ PED12aow o PrAOOTSC

o PF11_0521 © PFA0D15c . PR

® PFD1235w © PFI1820w © PFE1640w

© PFD0020c ¢ PFE1640w o PF11_0008
© PF11_0008 © PFDG020c
© PFD0O020c ® PFFDO0Sc
e PFFO005c © PFO8 0104

Abbildung 3.25: Sequenzverteilung der var-A-Transkripte junger Ringstadien nach Bindung an
ICAM-1 iiber zwei aufeinanderfolgende Generationen; Exp. 4.

Bindungsexperiment 11 ungebunden Kultur
& ¢ PFAD06Sw
" MALTP 213 o MALTP1.213 ® PFAOSSw
© MALTP1.58 ¢ PFF1525¢c % MALTP1.213
¢ PFF1625¢c * PFC1080c % MALTP1.58
® PFAQGE0c ¢ PFB09%85c PFC1080c
¢ PFFO0G0wW © MAL7P1.5 © PFB0985c
¢ PFB0985¢c * PF100390 : EE;%%:%&
* PFFO060w

Abbildung 3.26: Sequenzverteilung der pfmc2tm-Transkripte adulter Trophozoiten nach Bindung
an ICAM-1 iiber zwei aufeinanderfolgende Generationen; Exp. 4.
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Inhibition der Bindung von 3D7 an ICAM-1
mit aDBL2ECZ- Antiserum

gebundene Trophozoiten/
100 CHO-Zellen

& &

§
N
o O N

Abbildung 3.27: Inhibition der ICAM-1 Bindung mit «DBL2BC2-Antiserum.

3.2.2.3 Inhibition der Bindung

Gegen die vom dominierend exprimierten Gen der ICAM-1bindenden Parasitenpopulation, PF13_0003,
abgeleiteten rekombinanten DBL2C2-Doméne wurden Antikorper generiert und mit 3D7 infi-
zierten Erythrozyten mit unterschiedlichen Konzentrationen an aDBL2BC2-Antiserum vor dem
Bindungsexperiment inkubiert. Es wurden wiederum jeweils 500 Zellen ausgezahlt.

In den Kontrollen ohne Antiserum und mit Praimmunserum banden 32 respektive 32,4 parasitierte
Erythrozyten pro 100 CHO-Zellen. Die Zugabe von Antiserum in einer Konzentration von 1:10000
verringerte die Anzahl der gebundenen infizierten Erythrozyten auf elf. Eine Erhohung der Kon-
zentration auf 1:1000 bewirkte eine weitere Verringerung auf 2,4 Zellen pro 100 CHO-Zellen, in
Gegenwart von aDBL2BC2-Antiserum in einer Konzentration von 1:100 wurden im Durchschnitt
3,4 gebundene parasitierte rote Blutkdrperchen pro 100 CHO-Zellen gezihlt.

Die Bindung infizierter Erythrozyten an ICAM-1 lief sich also mit einem gegen die DBL2SC2-
Doméne von PF13_0003 gerichteten Antikorper spezifisch hemmen.
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3.2. BINDUNGSEXPERIMENTE MIT INFIZIERTEN ERYTHROZYTEN

3.2.3 Bindungsexperimente mit dem Patientenisolat BN1151209 an ICAM-1

Das Patientenisolat BNI151209 wurde iiber vier Wochen kultiviert, bevor es iiber zwei aufeinander-
folgende Parasitengeneration an eine ICAM-1 exprimierende CHO-Zelllinie gebunden wurde. Es

wurden jeweils 500 CHO-Zellen mit den an sie gebundenen infizierten Erythrozyten ausgezahlt.

3.2.4 Bindungsexperiment

32 h Trophozoiten BNI151209, gebunden an ICAM-1

Parasiten/100 CHO-Zellen Standardabweichung |gebundene Parasiten gesamt [%]
1. Priabsorption (I) 25,2 5,85 51
Panning I 19,2 3,97 4
1. Praabsorption (II) 11,8 2,79 3,3
Panning I1 41,4 6,9 17,11

Tabelle 3.17: Auszdhlung der BNI151209-Trophozoiten nach Bindung an ICAM-1.

Bindung von BNI151209 an ICAM-1
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Abbildung 3.28: Auszdhlung der BNI151209-Trophozoiten nach Bindung an ICAM-1.

Das in Gegenwart von 4 % humanem Serum kultivierte Patientenisolat band zu 5,1 % in der
ersten (1. Prdabsorption), zu 3,3 % in der zweiten Parasitengeneration (2. Praabsorption) an die
Kontroll-CHO-Zelllinie. Die Parasitenpopulation mit ICAM-1 Bindungskapazitit lief sich von 4 %
auf 17,11 % anreichern (Abbildung 3.28).
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3.2.4.1 Expressionsanalysen

Die Genexpression der Multigenfamilien wurde acht beziehungsweise 28 Stunden nach Reinfek-
tion der Erythrozyten jeweils fiir die Parasitenpopulationen der Generationen des ersten wie des
zweiten Bindungsexperiments, die tiber ICAM-1 Bindungskapazitdt verfiigten und fiir die Kon-
trollpopulationen derer ohne Bindungskapazitdt und derer, die dem Experiment nicht unterzogen
wurden, analysiert. In den jungen Ringstadien der Parasiten, die an ICAM-1 banden, waren in der
ersten wie in der zweiten Generation var-Gene der Gruppe A exprimiert. Ein Transkript dominierte
die anderen in der Anzahl der Sequenzen, in der ersten Generation bildete es 33,3 % aller Sequenzen,
in der zweiten Generation 40 %. Die Transkripte 2 und 3, die in der ersten Generation zu 27,78 %
und 22,22 % vertreten waren, wurden in der zweiten Generation zu 25 % respektive 10 % gefunden
(siehe Tabelle 3.18). In den adulten Trophozoiten wurden zuséatzlich zu den den var A Transkripten
solche der stevor-Familie gefunden, hier dominierte ein Transkript in der ersten Parasitengenera-
tion zu 47,06 %, in der zweiten lag es auf 57,9 % angereichert vor. Transkript 2 machte in beiden
Generationen ungefédhr ein Viertel der Sequenzen aus. In den Kontrollpopulationen waren diverse
Gene aller untersuchten Familien exprimiert.
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3.2. BINDUNGSEXPERIMENTE MIT INFIZIERTEN ERYTHROZYTEN

Genexpression BNI151209, gebunden an ICAM-1

Sequenzen
Parasitenpopulation Multigenfamilie |Untergruppe |Expression |Anzahl(n) [Nummer |Verteilung (%)
Panning I 8 h Ringe var A v 18
R
5 5,56
6 5,56
B n. e.
2 n. e.
rif A n. e.
B n. e.
stevor n. e.
pfinc2tm n. e.
28 h Trophozoiten  |var A V n.a
B n. e
C n. e.
rif A n. e.
B n. e.
stevor v
2 17,65
&) 1075
4 5,88
5 5,88
6 5,88
7 5,88
pfmcZim n. e.
Panning 11 [8h Ringe var A v 20
[ 5
5 5
6 5
8 5
9 5
B n. e.
C n. e.
rif A n.e.
B n. e.
stevor n. e.
pfmc2tm n.e.
28 h Trophozoiten  |var A v n.a
B n. e.
C n. e.
rif A n. e.
B n. e
stevor g
3
4
8
pfmecZtm n. e.
n. e.: nicht exprimiert; n. a.: nicht analysiert
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Genexpression BNI151209, gebunden an ICAM-1

Sequenzen
Parasitenpopulation Multigenfamilie |Untergruppe [Expression |Anzahl(n) [Nummer |Verteilung (%)
ungebunden |8 h Ringe var A v 10 2 10
4 10
5 10
6 10
7 10
8 10
9 10
10 10
11 10
12 10
B v n. a.
stevor N n.a
pfimnc2im v n. a
28 h Trophozoiten  |var A v n. a.
B vV n. a.
stevor v 12 2 8,33
3 16,67
5 8,33|
7 16,67
9 8,33
10 8,33
11 8,33
12 8,33
13 8,33
14 8,33
pfmcim v n.a
[Kultur 8h Ringe var A v T 10
2 10
4 10
5 10
6 10
8 10
9 10
11 10
12 10
13 10
B y n. a.
C N n. a.
rif A v n. a.
B B n. a.
stevor v n. a.
pfmc2tm N n. a.
28 h Trophozoiten  [var A v n. a.
B y n. a.
C \I' n. a.
rif A vV n. a.
B v n.a.
stevor Y 12 1 8,33
3 8,33
5 8,33
7 8,33
9 8,33
10 8,33
11 8,33
12 8,33
13 8,33
14 8,33
15 8,33
16 8,33)
pfmcZim v n. a.
n. e.: nicht exprimiert; n. a.: nicht analysiert

Tabelle 3.18: Genexpressionsprofil der BNI151209 Ringstadien und adulten Trophozoiten nach Bin-

dung an ICAM-1 tiber zwei aufeinanderfolgende Generationen.
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Bindungsexperiment 1 Bindungsexperiment II

ungebunden

Abbildung 3.29: Sequenzverteilung der varA-Transkripte von BNI151209 nach Bindung an ICAM-1
tiber zwei aufeinanderfolgende Generationen.

Bindungsexperiment I Bindungsexperiment II

Abbildung 3.30: Sequenzverteilung der stevor-Transkripte von BNI151209 nach Bindung an ICAM-1

iiber zwei aufeinanderfolgende Generationen.

86



3.3 Bindungsexperimente mit rekombinantem Protein

24 PfEMP1-Doménen des Kulturstammes 3D7 wurden fiir Bindungsexperimente am Schwingquarz
rekombinant exprimiert und renaturiert (vgl. 2.2.15). Es wurden DBLS-Doménen, in Kombination
mit und ohne der C-terminal anschlieSenden C2-Domine sowie diverse Kontrolldomé&nen der var-
Gengruppen A, Bund C fiir die Bindung an die Endotehlrezeptoren ICAM-1 und CD36 ausgewihlt.
Abbildung 3.31 zeigt alle rekombinant exprimierten Domé&nen im Schema. Die rekombinanten Pro-
teine waren in einer Ausgangskonzentration von 1 mg/mL in Puffer D gelost und wiesen Grofsen
zwischen 17 und 35 kDa auf.

PF13_0003 () IR [
(OELZETY) (GBLEE=CD)
PF11_0008 ) I S |
(OBLEE=CT) ~ var A
PFD0020c | | L L1 1 J
(CBL2EC))
PFII820w ([ JDBLI ) )

PF07_0050 =) N var B
(DEETEECIDRIG) (DBL2E+CT)

T —— (<) - ——
brsie)

pro7_0048 (R 1 ) )

var C

Abbildung 3.31: Rekombinante PFEMP-Domaénen.

3.3.1 PF07_0050_CIDR1« bindet an CD36

Isolierte CHO-Zellmembranen mit oberflichenstandigem Endothelrezeptor CD36 wurden an den
Schwingquarz gekoppelt (vgl. 2.2.21) und rekombinante Proteindomé&nen, abgeleitet vom Gen
PF07_0050, in unterschiedlichen Konzentrationen dariiber geleitet.

Rekombinantes DBL1a sowie DBL2f, jeweils in Konzentrationen von 100 ug/mL, wiesen keine
Bindungskapazitidtan CD36 auf. CIDR1a hingegen interagierte in der gleichen Proteinkonzentration
mit dem CD36-Rezeptor, die Bindung bewirkte einen Frequenzabfall um 65 Hz. In einem nédchsten
Versuch wurde der Bindungsnachweis von CIDR1a (100 ug/mL) wiederholt und im Anschluss auf
den selben Quarz rekombinantes CIDR1a einer Konzentration von 1 mg/mL geleitet, was zu einem
weiteren Frequanzabfall um 288 Hz fiihrte.
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Abbildung 3.32: Bindung von PF07_0050_DBL1«, PF07_0050_DBL2g und PF07_0050_CIDR1«a an
CD3e.
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Abbildung 3.33: Bindung von PF07_0050_CIDR1a an CD36 mit den Konzentrationen 100 pg/mL
und 1 mg/mL.
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Abbildung 3.34: Bindung von PF07_0050_DBL1«, CIDR1a und DBL2C2 an ICAM-1.

3.3.2 Bindung an ICAM-1

Im Folgenden wurde die Bindung unterschiedlicher PfEMP1-Doménentypen an den Endothelre-
zeptor ICAM-1 getestet.

Die von dem der var-Gengruppe B zugehorigen PF07_0050 abgeleiteten PFEMP-1-Doménen DBL1«,
CIDR1a und DBL2BC2 wurden in einer Proteinkonzentration von 100 ug/mL nacheinander iiber
den auf CHO-Zellmembranen exprimierten ICAM-1 Rezeptor geleitet. Wie der Abbildung 3.34
zu entnehmen, band PF07_0050_DBL2C2 mit einer relativen Bindungsstarke von 96 Hz. DBL1a
und CIDRla wiesen keine Bindungskapazitit auf, sie fiihrten dagegen zu einer Zunahme der
Resonanzfrequenz; dieses als positive mass effect bekannte Phanomen ist auf eine Viskositdtsanderung
der Lipid-Doppelschicht zuriickzufiihren.

3.3.2.1 DBL1«a bindet nicht an ICAM-1

Die Bindung rekombinanter DBL1a-Doménen, abgeleitet von je einem Vertreter der var-Gengruppen
A, B und C, wurde jeweils in den Konzentrationen 100 pg/mL und 1 mg/mL getestet. Keiner der
Doménen in unterschiedlichen Verdiinnungen konnte eine Bindungskapazitit an den Endothelre-
zeptor ICAM-1nachgewiesen werden. In Abbildung 3.35ist beispielhaft die iiber das Bindungsexpe-
riment von PFD0020c_DBL1a hinweg aufgezeichnete Resonanzfrequenz des Schwingquarzsensors
dargestellt.

3.3.2.2 DBL1¢ bindet nicht an ICAM-1

Die rekombinante PFI1820w_DBLle-Doméne bindet bei keiner der getesteten Konzentrationen
an ICAM-1. Das Ergebnis der mit 1 mg/mL hochsten eingesetzten Proteinkonzentration ist in
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Abbildung 3.35: Bindung von PFD0020c_DBL1a an ICAM-1.

Abbildung 3.36 gezeigt. Mit einem Anstieg der Resonanzfrequenz um 62 Hz zeigte sich auch hier
ein positive mass effect.

3.3.2.3 Wenige rekombinante DBLSC2-Dominen binden ICAM-1

Wurden die rekombinanten DBLB-Domaénen ohne die an sie C-terminal anschlieffende C2-Doméne
fiir die Bindungsexperimente eingesetzt, konnte mit keiner der sechs aus den var-Gengruppen
A, B und C abgeleiteten Doménen (siehe Abbildung 3.31) eine Bindung an ICAM-1 gezeigt wer-
den. Auch die jeweiligen C2-Doménen allein zeigten keine Bindung; beispielhaft ist dies fiir die
Proteindomé&nen PFD0020c_DBL2p und PFF0845c_C2 in den Abbildungen 3.37 und 3.38 gezeigt.
Wurden die rekombinanten DBLA-Domaénen in Kombination mit C2 fiir das Bindungsexperiment
eingesetzt, so zeigten die Proteine PF13_0003_DBL53C2, PFD0020c_DBL2BC2 und PFF0845¢c_DBL25C2
keine Interaktion mit ICAM-1 (beispielhaft in Abbildung 3.39 dargestellt). PF11_0008_DBL45C2 und
PF07_0050_DBL2BC2 konnte mit relativen Bindungsstdarken von ca. 150 Hz bei einer Proteinkon-
zentration von 1 mg/mL und ca. 90 Hz bei einer Konzentration von 100 ug/mL eine leichte Bindung
an ICAM-1 nachgewiesen werden (Abbildung 3.40 wie auch 3.34).

PF13_0003_DBL2BC2 zeigte bei einer Proteinkonzentration von 100 pg/mL mit einer relativen Bin-
dungsstarke von 181 Hz, respektive 781 Hz bei einer Konzentration von 1 mg/mL die vergleichs-
weise starkste Interaktion mit ICAM-1.

Die relative Bindungsstarke der PF13_0003_DBL2pC2-Doméne an ICAM-1 wurde unter den Prote-
inkonzentrationen 25 pg/mL, 50 ug/mL, 75 ug/mL, 100 pg/mL und 1 mg/mL getestet.

Im Konzentrationsbereich von 25 ug/mL bis 100 ug/mL stieg die relative Bindungstarke steil an und
schien bei 1 mg/mL in den Sattigungsbereich zu gelangen.
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Abbildung 3.36: Bindung von PFI1820w_DBL1e an ICAM-1.
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Abbildung 3.37: Bindung von PFD0020c_DBL2p an ICAM-1.
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Abbildung 3.38: Bindung von PFF0845c_C2 an ICAM-1.
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Abbildung 3.39: Bindung von PF13_0003_DBL5BC2 an ICAM-1.

92



KAPITEL 3. ERGEBNISSE

N 50+
&=
ki
0. . AFDBL4p=+38 Hz
Mew . a P (P ke
1™ AN AF DBL4BC2 =-162 Hz
504 \ o “ /;"._. : | |
1 V™ ~ VAR |
|| | | \ “A |
-100 \ {]
‘A |
\ | |
--‘ |I
-150 |
|
1 |I III.H-'-. dJNf
-200 — v f e 100ul/min
II = BSA (Img/ml)
A 25ul/min
-250 Va m DBL4 (1mg/ml)
1 = DBL4BC2 (1mg/ml)
-300 T T v T T T T T y T T T
0 20 40 60 80 100 120
t [min]
Abbildung 3.40: Bindung von PF11_0008_DBL4pC2 an ICAM-1.
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Abbildung 3.41: Bindung von PF13_0003_DBL2BC2 an ICAM-1 (100 ug/mL).
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Abbildung 3.42: Bindung von PF13_0003_DBL2BC2 an ICAM-1 (1 mg/mL).
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Abbildung 3.43: relative Bindungsstarke von PF13_0003_DBL2BC2 an ICAM-1 in Abhdngigkeit der

Proteinkonzentration.
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Abbildung 3.44: Ausschnitt des Clustal W Alignments der sechs auf ihre Bindung getesteten
DBL25C2-Doménen.

dunkelblau: starker Binder; mittel-/hellblau: schwacher Binder; schwarz: keine Bindungskapazitdt; Aminoséduren, die an
der ICAM-1 Interaktion beteiligt sein konnten, sind blau dargestellt.

Um ein Motiv fiir die unterschiedlichen Bindungskapazitaten der sechs getesteten DBLBC2-Doménen
zu finden, wurden ihre Aminosduresequenzen miteinander verglichen. Das Alignment wurde mit
Clustal W berechnet und ist ausschnittsweise in Abbildung 3.44 dargestellt.

Die Domédnen mit Bindungskapazitdt haben ein Glycin, vier Cysteine, ein Glutamat und ein
Tyrosin gemeinsam und unterscheiden sich darin von den nicht bindenden Doménen, wobei
PF0845c_DBL2BC2 eine Ausnahme darstellt, da fiir diese Doméne, obwohl sie iiber diese Ami-
nosdurereste verfiigt, keine Bindungskapazitit nachgewiesen werden konnte. Gesetzt den Fall,
dass diese Aminosduren fiir die Interaktion mit ICAM-1 verantwortlich sind, ergibt sich folgendes

Sequenzmotiv:

GXoCXy14ECXH,CX5CX0Y.
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Kapitel 4
Diskussion

Die hohe Pathogenitét von Plasmodium falciparum ist auf seine Fahigkeit zur Sequestrierung zurtick-
zufiihren. Vermittelt wird die Bindung ans Wirtsendothel unter anderem durch das Oberfldchen-
protein PfEMP1. Um dem Immunsystem des Wirtes zu entgehen, nutzt der Parasit die Strategie
der Antigenen Variation, der Wechsel des prasentierten Proteins wird durch einen Transkriptions-
wechsel der var-Gene vollzogen. Der molekulare Mechanismus dieser fiir die Persistenz im Wirt

wichtigen Funktion ist kaum verstanden.

4.1 Antigene Variation

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden 20 P. falciparum-Isolate aus nicht-immunen Patienten {iber
mehrere Generationen auf ihre var-Genexpression iiberpriift. Dabei sollte analysiert werden, i) wie
viele Gene der drei var-Gengruppen A, B und C in einer Parasitenpopulation exprimiert werden
und ob ii) die Expression iiber die Generationen konstant bleibt oder ob ein Switching beobachtet
werden kann. Desweiteren sollte gekldrt werden, ob iii) die Expressionswechsel mit einem Wechsel

der prasentierten Proteine einhergehen.

4.1.1 Innerhalb einer Parasitenpopulation wird ein Gen dominant exprimiert

In allen untersuchten Isolaten, die maximal zwei genetische P. falciparum- Varianten beinhalteten,
konnten Transkripte der Gruppe A var-Gene detektiert werden, wobei die Gruppen B und C nicht
in allen Féllen exprimiert wurden. Hierbei wurde jeweils hauptséachlich ein Transkript gefunden;
entweder blieb es iiber die analysierten Generation stabil oder wechselte mit der Generation. Da
diese Ergebnisse das Produkt ganzer Zellpopulationen - und nicht einzelner Zellen - sind, ldsst
sich schliefSen, dass die var-Genexpression hoch organisiert verlduft, da fast alle Parasiten einer
Population das gleiche Gen exprimieren, selbst wenn die Expression mit der Generation wechselt.
Diese Beobachtung der stringenten var-Genexpression konnte auch von Kaestli et al. gemacht
werden [64]. In ihrer Studie fanden sie lediglich ein dominantes DBL1a-Transkript pro genetischer
Variante in Parasitenpopulationen, die aus infizierten Kindern eines malariaendemischen Gebietes
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isoliert worden waren. Uber ihre viermonatige Studiendauer stellten sie in verschiedenen Genen
unterschiedliche Wechselraten fest; so wechselte die Expression mancher var-Gene schnell, andere
blieben iiber Wochen stabil.

4.1.2 Gruppe A var-Gene switchen schneller als solche der Gruppen B und C

Erstmalig wurde die detaillierte Analyse der var-Genexpression von Parasitenpopulationen mit
grofitenteils nur einer genetischen Variante unmittelbar nach Isolierung aus Wirtsblut sowie iiber
sukzessive in vitro-Generationen in dieser Arbeit durchgefiihrt. Dabei konnte beobachtet werden,
dass Gene der Gruppe A Wechselraten von bis zu 100 % besitzen. In den schnell switchenden Isola-
ten waren oftmals nur Gene der Gruppe A exprimiert, blieb die Genexpression konstant, waren es
zumeist alle drei Gengruppen. Wie anhand der beiden schnell switchenden Isolate 12 und 19 gezeigt
werden konnte, geht im Laufe der Kultivierung eine disperser werdende Expression aller Gengrup-
pen mit einer sinkenden Switchingrate einher. Dieses Phanomen macht Immunselektionsdruck als
Voraussetzung einer stringenten var-Genexpression mit hohen Switchingraten wahrscheinlich und
erklart die Diskrepanz zwischen den Switchingraten, die aus in vivo- und in vitro-Daten gewonnen
wurden. So stellten Roberts et al. fest, dass sich adhésive Eigenschaften langzeitkultivierter Isolate
mit Raten von 2,4 % dndern [62]. Andererseits fanden Peters et al. gravierende Unterschiede in der
var-Genexpression wahrend und nach der Passage durch mit dem Kulturisolat 3D7 experimentell
infizierter Patienten. Aufgrund ihrer Beobachtungen postulierten sie - wiahrend der akuten Phase
der Infektion - Switchingraten von mindestens 16 % [51].

Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen dafiir, dass Gene der Gruppe A grundsitzlich hohere Wech-
selraten haben als solche der Gruppen B und C; sie werden durch verschiedene Studien unterstiitzt,
die fanden, dass telomer lokalisierte Gene der Gruppe A schneller switchen als zentromer lokalisierte
Gene der Gruppe C und auch als solche der Gruppe B, obwohl auch sie telomer bzw. subtelomer
lokalisiert sind [51, 52, 31, 72]. Die Wechselgeschwindigkeit von var-Genen wird nicht nur durch ihre
AN-, sondern auch durch ihre AUS-Raten bestimmt; diese scheinen eine intrinsische Eigenschaft
des jeweiligen Gens zu sein [31]. Dem gemifl wurde in dieser Studie bei allen iiber einen liange-
ren Zeitraum kultivierten Isolaten eine konstante, disperse Expression der Gruppe B- und C-Gene
beobachtet. Die préferierte Expression dieser Gene nach Kultivierung konnte auch von anderen
Arbeitsgruppen gezeigt werden [73, 72, 74].

4.1.3 Switching der Genexpression fiihrt zum Prasentationswechsel vom PfEMP1

Im Rahmen dieser Arbeit ist es erstmalig gelungen, einen unmittelbaren Zusammenhang zwischen
dem Wechsel der var-Genexpression und dem Wechsel des an der Erythrozytenoberfliche pra-
sentierten Proteins herzustellen. Durch Immunfluoreszenzanalysen konnte das Produkt des acht
Stunden nach Infektion exprimierten Gens nach 24 Stunden auf der Erythrozytenoberfldche de-
tektiert werden. Da dies fiir zwei Generationen in denen die Expression des var A-Gens wechselte
gezeigt werden konnte, war es gelungen, das Switching nicht nur auf Transkriptionsebene, sondern

98



KAPITEL 4. DISKUSSION

auch auf Proteinebene nachzuweisen. Aufgrund des immensen Zeit- und Kostenaufwandes konnte
dies lediglich am Beispiel des Patientenisolates 19 durchgefiihrt werden.

41.4 Modell

P. falciparum entgeht durch den regelméafliigen Wechsel der an der Erythrozytenoberfliche pra-
sentierten Antigene dem Immunsystem des Wirtes. In der akuten Phase der Infektion sind hohe
Switchingraten insofern plausibel, als sie dem Parasiten ungehinderte Vermehrung und damit die
Etablierung im Wirt gewéhrleisten. Aufgrund empirischer Beobachtungen und theoretischer Uber-
legungen wurde ein mathematisches Modell entwickelt, das var-Wechselraten von mindestens 18
% in der frithen Phase der Infektion postuliert [51, 63]. Diese Funktion wére durch die telomer gele-
genen, schnell switchenden var A-Gene erfiillt; je schneller die Prasentation eines Antigens wechselt,
desto geringer ist die Wahrscheinlichkeit, vom Immunsystem erkannt zu werden, desto schneller ist
aber andererseits das Repertoire an var-Genen und seinen Produkten erschopft. Fiir die Persistenz
im Wirt miisste also die Switchingrate iiber einen lingeren Zeitraum abnehmen. Moglicherweise
spielen hierfiir die Genprodukte der Gruppe B und vor allem C eine Rolle, die sich durch langsame-
re Aus-Raten auszeichnen. Bei diesen Uberlegungen muss bedacht werden, dass jedes préasentierte
Antigen Bindungseigenschaften ans Wirtsendothel aufweisen muss; anderenfalls wiirde der Parasit
durch die Milz eliminiert - unabhéngig von hohen oder niedrigen Wechselraten. In der Situation
in vivo gibt es einen Selektionsdruck auf die Expression bewédhrter Bindungstypen, und somit - auf
Dauer - gegen hohe Switchingraten. Die hohen var-Wechselraten der Gruppe A-Gene zu Beginn der
Infektion und die Tendenz zur Expression langsam switchender Gruppe C-Gene sind somit offenbar
die Resultante aus optimaler Immunevasion und Aufrechterhaltung von Bindungskapazitét.

4.2 Zytoadhidrenz

P. falciparum ist als einziger der humanpathogenen Erreger zur Sequestrierung befahigt; die Kenntnis
iiber die Bindungspartner dieser Interaktion zwischen parasitirem Protein und Wirtsendothelre-
zeptor ist die Voraussetzung dafiir, diese Bindung blockieren zu kénnen.

4.21 Bindungsexperimente mit infizierten Erythrozyten

Die Bindung infizierter Erythrozyten an den Hirnendothelrezeptor ICAM-1 ist mit den Komplika-
tionen einer zerebralen Malaria assoziiert [6, 7]. Mit Rx wurde kiirzlich ein neuer, auf Endothelzellen
des Gehirns exprimierter Rezeptor identifiziert, an den infizierte Erythrozyten binden konnen. Im
Gegensatz zu ICAM-1, iiber dessen Interaktion mit PFEEMP1-Molekiilen mehrere - mitunter wider-
spriichliche - Daten vorliegen, ist {iber den Liganden auf Seiten des Parasiten in Bezug auf Rx nichts
bekannt.

In diesem Teil der Arbeit sollten die Interaktionspartner infizierter Erythrozyten mit den Hirnendo-
thelrezeptoren ICAM-1 und Rx identifiziert werden, indem die Bindungseigenschaften in Zusam-
menhang mit den Expressionsprofilen der variablen Oberflichenantigene gestellt wurden. Hierfiir
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wurde eine Methode etabliert, in der infizierte Erythrozyten iiber zwei Parasitengenerationen an
den Endothelrezeptor gebunden wurden, um die Bindungscharakteristika mit der Genexpression
variabler Oberflichenantigene innerhalb einer Parasitengeneration iiber zwei erythrozytéare Zyklen
hinweg miteinander vergleichen zu konnen.

4211 Bindung an Rx

Die Bindung an den erst kiirzlich als Interaktionspartner fiir infizierte Erythrozyten identifizierten
Rezeptor Rx wurde in diesem Versuchsteil erstmalig ndher charakterisiert.

var-Genprodukte scheinen nicht an der Bindung an Rx beteiligt zu sein Das Kulturisolat 3D7
wurde an den Endothelrezeptor Rx gebunden und die Expression der var-Gene in jungen Ringsta-
dien untersucht. Da var-Gene aller drei Gruppen inaktiviert vorlagen, scheint eine Beteiligung von
PfEMP1 an der Bindung an Rx unwahrscheinlich. Da sich die Inaktivierung auch auf die darauf-
folgende Generation erstreckte und die Gruppen danach sukzessive aktiviert wurden - Gruppe C-
Transkripte waren ab der dritten, Gruppe A und B Transkripte ab der sechsten Generation nach dem
Bindungsexperiment detektierbar (Tabelle 3.4) - scheint die Expression der var-Gene streng reguliert
zu sein. Die Gene der rif-, stevor- und pfmc2tm-Familie wurden in jungen Ringstadien derer Parasi-
ten mit Bindungskapazitit bis einschliefSlich der achten Generation nach dem Bindungsexperimet
nicht exprimiert; es ist bekannt, dass die Transkription der 2TM-Superfamilie im Trophozoiten-
stadium stattfindet [46, 47, 48], jedoch konnte auch ein Expressionsfenster wenige Stunden nach
Infektion nachgewiesen werden (A. Bachmann, unveroffentlichte Daten). Die Ergebnisse sind de-
nen dieser Arbeit analog: In den Kontrollpopulationen der ICAM-1 Bindungsexperimente waren in
jungen Ringstadien Gene der 2TM-Familie in disperser Verteilung exprimiert (siehe Tabellen 3.13,
3.14, 3.15, 3.16 sowie 3.18). Wihrend der Expressionsanalysen der jungen Ringstadien nach den
Rx-Bindungsexperimenten wurden diese Kontrollen nicht durchgefiihrt (siehe Tabelle 3.4).

Der Prozentsatz einer 3D7-Parasitenpopulation mit Rx-Bindungskapazitit kann auf 33,7 % an-
gereichert werden 2,2 % der infizierten Erythrozyten im ersten, 1,3 % der infizierten Erythrozyten
im zweiten Experiment banden in der ersten Generation an den Rezeptor Rx (Tabellen 3.5 und 3.7).
Nachdem die Parasitenpopulation in der darauffolgenden Generation wiederum an Rx gebunden
wurde, konnte der Prozentsatz der infizierten Erythrozyten mit Bindungskapazitit auf 33,7 % ge-
steigert werden. Aufgrund der starken Anreicherung kann davon ausgegangen werden, dass die
Bindung der 3D7-Population an Rx spezifisch ist.

pfmc2tm-Genprodukte sind moglichweise fiir die Rx-Bindung verantwortlich In den 28 Stun-
den alten Trophozoiten der Generation nach den Bindungsexperimenten waren Gene der pfmc2tm
sowie der rif A-Familie exprimiert. Wahrend die Transkripte der letzteren iiber beide Generationen
variabel verteilt waren, war das dominierende pfmc2tm-Transkript PF100390 in der ersten Gene-
ration zu 41,18 %, in der zweiten Generation zu 71,43 % vertreten (siehe Tabelle 3.2.1.2 sowie
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Abbildungen 3.14 und 3.17). Die bevorzugte Expression dieses Transkripts und dessen Anreiche-
rung gibt einen Hinweis auf eine mogliche Beteiligung seines Produktes an der Bindung an Rx;
diese konnte durch Immunfluoreszenzanalysen und Inhibitionsversuche mit spezifischen Anti-
korpern gegen PF100390 bewiesen (oder widerlegt) werden. Auch miisste der genaue Zeitpunkt
des ersten Auftretens des Transkriptes innerhalb eines Entwicklungszyklusses von P. falciparum
bestimmt werden, da 28 Stunden nach Infektion die Bindung an den Rezeptor bereits vollzogen
sein miisste. PEIMC2TM-Proteine wurden - neben Lokalisation in der parasitophoren Vakuole und
deren Membran [75, 48] - an der Erythrozytenoberflache nachgewiesen [76]. Zwischen den beiden
Transmembrandoménen liegt ein ca. 17 Aminosduren langer, hypervariabler, extrazelluldrer, Loop
[76]; ob dieser Teil fiir eine Interaktion mit Rx ausreicht, muss tiberpriift werden. Es wird als un-
wabhrscheinlich erachtet, dass rif-A-Genprodukte eine Rolle an der Rx-Bindung spielen, da sich die
disperse Sequenzverteilung auch nach der zweiten Adhésionsgeneration nicht d&ndert (siehe Tabelle
3.2.1.2 sowie Abbildungen 3.13 und 3.16).

4.2.1.2 Bindungsexperimente an ICAM-1

In diesem Versuch wurde die Bindung an ICAM-1 unter Flielbedingungen untersucht.

Der Prozentsatz einer 3D7-Parasitenpopulation mit ICAM-1-Bindungskapazitit kann auf bis zu
79,6 % angereichert werden In vier unabhidngigen Bindungsexperimenten {iber zwei aufeinan-
derfolgende Parasitengenerationen konnte der Prozentsatz derer Parasiten mit Bindungskapazitat
von zwischen 1,57 % und 7,9 % in der ersten Adhdsionsgeneration auf zwischen 45,14 % und 79,6 %
in der zweiten Adhédsionsgeneration angereichert werden (Abbildungen 3.18, 3.19, 3.20 und 3.21).
Der Prozentsatz derer Parasiten, die in der Praabsorption an die Kontrollzelllinie banden, lag in den
Experimenten 1 und 2 bei 24,3 % respektive 19,8 %, in den Experimenten 3 und 4 bei 9,6 % respektive
3,1 %. In den Experimenten 3 und 4 wurden die infzierten Erythrozyten unter Zugabe von 4 % hu-
manem Serum kultiviert, da es Hinweise gibt, dass die effiziente Prasentation der PPEMP1-Proteine
auf der Erythrozytenoberfliche die Gegenwart von Serum, und hierbei insbesondere Lipoprotein
niedriger Dichte (LDL), bedarf [77]. Die deutlich niedrigeren Praabsorptionswerte in diesen Expe-
rimenten werden einerseits auf eine Abséttigung der Bindungsstellen auf den CHO-Zellen durch
mehr Protein im Medium, andererseits auf mehr PfEMP1-Molekiile auf der Erythrozytenoberfla-
che und somit die relative Unterreprasentation anderer, CHO-zellbindender, Oberfldchenproteine
zuriickgefiihrt. Auf die Genexpression hatte die Serumzugabe keinen Einfluss (s.u.).

Das PF13_0003-Genprodukt ist neben anderen offenbar an der ICAM-1-Bindung beteiligt Da
PfEMP1 als Bindungspartner von ICAM-1 bekannt ist, wurden die Expressionsmuster der var-
Gene acht Stunden nach Reinfektion der Erythrozyten analysiert. Es zeigte sich eine exklusive
Transkription der Gruppe A-Gene und hierbei insbesondere die der Gene PF13_0003, PF11_0521
und PFD1235w, wobei PF13_0003 mit Prozentsdtzen von bis zu 42,1 % in der ersten und bis zu 55 %in
der zweiten Addhsionsgeneration am hdufigsten detektiert werden konnte (Tabellen 3.13, 3.14, 3.15
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und 3.16). Die Bindungskapazitdt des PF11_0521-Genproduktes an ICAM-1 konnte kiirzlich gezeigt
werden [40] (siehe auch 4.2.3.2). In adulten Trophozoiten derer Parasiten mit Bindungskapazitit sind
neben Genen der Gruppe varA auch solche der pfmc2tm-Familie exprimiert und hierbei insbesondere
das Gen PFA0065w, dessen Sequenzen zu 42,68 % am haufigsten vertreten waren. Eine Beteiligung
dieses Genprodukts an der ICAM-1-Bindung muss allerdings erst nachgewiesen werden.

Die Bindung an ICAM-1 kann mit einem spezifischen Antikorper blockiert werden Mit einem
Antikorper gegen die PF13_0003-DBL2BC2-Domaéne konnte die Bindung von mit dem Kulturstamm
3D7 infizierten Erythrozyten konzentrationsabhéngig inhibiert werden (Abbildung 3.27). Die Bin-
dung der PF13_0003-DBL2C2-Doméne an ICAM-1 scheint daher spezifisch zu sein, zumal neben
i) der spezifischen Inhibition ii) die préferierte Expression des PF13_0003-Gens gezeigt und iii) die
Bindung der rekombinanten PF13_0003-DBL2SC2-Doméne an ICAM-1 unter FlieSbedingungen
nachgewiesen werden konnte (siehe 4.2.3.2).

Bei einer Antikorperkonzentration von 1:100 adhérierten durchschnittlich noch 3,4 infizierte Ery-
throzyten pro 100 CHO-Zellen. Diese konnten auf solche Zellen zuriickzufiihren sein, die nicht tiber
die PF13_0003-DBL2BC2-Domaéne, sondern iiber das PF11_0521- oder das PFD1235w-Genprodukt
an ICAM-1 binden. Interessant wiére festzustellen, ob mit aPF13_0003-DBL2C2 auch die Adha-
renz anderer Isolate an ICAM-1 inhibiert werden kann, da die Problematik eines PfEMP1-basierten
Impfstoffes in erster Linie auf der hohen Variabilitdt zwischen verschiedenen P. falciparum-Stammen
beruht (siehe 4.3).

Bindungsexperimente mit dem Patientenisolat BNI151209 an ICAM-1 Der Prozentsatz der in-
fizierten Erythrozyten mit Bindungskapazitit an ICAM-1 konnte tiber zwei aufeinanderfolgende
Adhasionsgenerationen von 4 % auf 17,11 % gesteigert werden (siehe Abbildung 3.28). Dieser
vergleichsweise niedrige Anstieg konnte mit einem Switching der var-A-Gene in einem Teil der Pa-
rasitenpopulation erkldrt werden; im ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass nach vier
Wochen Kultivierung die var-Genexpression weitgehend konserviert ist und Expressionswechsel
selten stattfinden; allerdings ist es durchaus moglich, dass dieses Ereignis dennoch in einem Teil
der Parasitenpopulation nach der ersten Adhdsionsgeneration stattgefunden hat, die daraufhin
ihre Bindungskapazitdt an ICAM-1 verloren haben. Durch die Uberlagerung an Sequenzen derer
Parasiten, die weder in der ersten noch in der zweiten Generation iiber ICAM-1-Bindungskapazitat
verfligten, ist nicht zu erwarten, diesen Expressionswechsel in der Kontrollpopulation der unge-
bundenen infizierten Erythrozyten beobachten zu kénnen (Tabelle 3.18).

Die Genexpression der VSA-Multigenfamilien wurde in acht Stunden alten Ringen und 28 Stunden
alten Trophozoiten untersucht. In jungen Ringen konnten Transkripte der var-A-Gene detektiert
werden; ein Transkript schien préferiert exprimiert worden zu sein, es stellte in der ersten Adha-
sionsgeneration 33,3 %, in der zweiten 40 % aller Sequenzen dar. In adulten Trophozoiten wurden
zusdtzlich Gene der stevor-Familie exprimiert, hier dominierte ein Transkript in der ersten Ad-
hésionsgeneration zu 47,06 % in der Anzahl der Sequenzen, in der zweiten zu 57,9 %. Es fallt
auf, dass im Vergleich mit dem Kulturisolat 3D7 wiederum var-Gene der Gruppe A exprimiert
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waren. Leider kann iiber die Ahnlichkeit der hauptséchlich exprimierten Transkripte der ICAM-1-
bindenden Populationen des 3D7- sowie des Patientenisolates keine Aussage getroffen werden, da
der sequenzierte Bereich der var-Transkripte weitgehend im 5” untranslatierten Bereich liegt, und
die Genomsequenz des Patientenisolates nicht bekannt ist. Im Gegensatz zur 3D7 Parasitenpopu-
lation, in der zusétzlich Gene der pfmc2tm-Familie exprimiert waren, waren es im Patientenisolat
BNI151209 solche der stevor-Familie. Es spricht viel dafiir, dass VSA-Multigenfamilien gemeinsam
reguliert werden.

4.2.2 Regulation der VSA-Multigenfamilien

In allen in dieser Arbeit durchgefiihrten Bindungsexperimenten fiel auf, dass in den Populationen
derer Parasiten mit Bindungskapazitit Multigenfamilien exklusiv exprimiert worden waren; es
wird postuliert, dass die Produkte der transkribierten Gene fiir die Interaktion mit den Endothel-
rezeptoren Rx respektive ICAM-1 verantwortlich sind. Es ist bekannt, dass die var-Genexpression
mutually exclusive verlduft, in einer Zelle pro Zeitpunkt also nur ein var-Gen aktiv, die anderen
stumm vorliegen [50, 51, 52, 53]. Moglicherweise unterliegen nicht nur die var-Gene innerhalb ihrer
Familie, sondern gemeinsam mit den Vertretern der pfmc2tm-, der rif- und der stevor-Familie einer
strikten Regulation. So konnte das Phanomen beobachtet werden, dass mit der Herabregulierung
der var-Genexpression auch die der anderen VSA-Multigenfamilien eingeschlossen war, woraus
auf die Existenz eines gemeinsamen Aktivierungsfaktors geschlossen wurde [58]. Die Ergebnisse
der Bindungsexperimente dieser Arbeit sprechen dafiir, dass die Expression einer Multigenfamilie
die gleichzeitige Expression einer anderen erlaubt und die iibrigen ausschliefit. So wurde - unter
Ausschluss der restlichen VSA-Multigenfamilien - die gleichzeitige Expression von pfmc2tm- und
rif A-Genen (siehe 3.2.1.2), die gleichzeitige Expression von varA und pfmc2tm (siehe 3.2.2.2) oder
von varA und stevor (siehe 3.2.4.1) beobachtet. Da aktive var-Promotoren und solche der rif-Familie
sich eine expression site in der Peripherie des Nukleus teilen, wird postuliert, dass beide Familien
auch untereinander exklusiv exprimiert werden [78]. Desweiteren war die verstarkte Aktivierung
der pfmc2tm-Gene mit einer Repression der stevor-Gene verbunden [58]; moglicherweise haben
beide Genfamilienprodukte eine d4hnliche Funktion, der Ausschluss der einen bei Aktivierung der
anderen wiirde demnach eine redundante Expression verhindern - und dem Wirtsimmunsystem
nicht unnétigerweise Antigene prasentieren. Nach der Bindung an Rx wurde in den jungen Ringen
keine der VSA-Multigenfamilien exprimiert. Es ist denkbar, dass ein weiterer Mitspieler der varia-
blen Oberfldchenantigene mit Rx interagiert, und dessen Genexpression die der anderen reprimiert.
In dieser Arbeit konnte die surf-Multigenfamilie als moglicher Kandidat ausgeschlossen werden
(die Daten wurden nicht gezeigt). Wie bereits erwédhnt, beziehen sich die Ergebnisse auf eine Pa-
rasitenpopulation; welche Genfamilien innerhalb einer Zelle pro Zeitpunkt gemeinsam exprimiert
werden, kann daher nur spekuliert werden.
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4.2.3 Bindungsexperimente mit rekombinantem Protein

Da jedes P. falciparum-Isolat tiber die gleichen PEEMP1-Doménentypen verfiigt, die aber innerhalb
eines Isolates sowie zwischen den Isolaten hochgradig variieren, wurde im dritten Teil dieser
Arbeit die Bindung 24 rekombinant exprimierter PFEMP1-Domédnen an Endothelrezeptoren mit
Schwingquarzsensoren untersucht. Es wurden DBLS-Doménen in Kombination mit und ohne der
C-terminal anschlieffenden C2-Doméne sowie diverse Kontrolldoméanen der var-Gengruppen A, B
und C fir die Bindung an die Endotehlrezeptoren ICAM-1 und CD36 ausgewaihlt.

4.2.3.1 CIDR1a bindet CD36

Die meisten mit P. falciparum-Isolaten infizierten Erythrozyten sind in der Lage, an den Endothel-
rezeptor CD36 zu binden [20]. Die CIDR1a-Doméne verschiedener Isolate wurde als Interaktions-
partner fiir CD36 beschrieben [36, 37]; aufgrund der Sequenzvariabilitit zwischen verschiedenen
Domaénen, die alle tiber Bindungskapazitit verfiigen, wird eine konservierte Faltung postuliert, die
die Bindung vermittelt [79]. In dieser Arbeit band die PF07_0050_CIDR1a-Doméne unter FlieSbe-
dingungen an CD36, nicht aber an ICAM-1 (Abbildungen 3.33 sowie 3.34). Diese Kontrolle diente
als Hinweis, dass die Proteindominen korrekt renaturiert wurden, und die Interaktionen mit den
Endothelrezeptoren spezifisch waren.

4.2.3.2 Wenige rekombinante DBLFC2-Dominen binden ICAM-1

Mehrere Studien konnten zeigen, dass die Kombination aus DBLS und C2 die Bindung an ICAM-1
vermittelt [38, 26, 27, 28], jedoch konnen nicht alle DBLSC2-Doménen an ICAM-1 binden, und es
bestehen widerspriichliche Ergebnisse, welche Charakteristika fiir eine Interaktion gegeben sein
miissen. So sprechen die Ergebnisse einer Studie von Howell et al. dafiir, dass ein geringer Teil des
DBLSC2-Repertoires des Kulturisolates IT4 an ICAM-1 binden kann, aber keine der Domédnen mit
Bindungskapazitit von einem var-Gen der Gruppe A abgeleitet war [39]. Dagegen konnten Oleini-
kov et al. nur eine, der Gruppe A zugehorige, DBLC2-Doméne im Kulturstamm 3D7 identifizieren,
die an ICAM-1 bindet [40].

In dieser Arbeit konnte unter Fliebedingungen weder mit der rekombinanten DBL- noch mit der
C2-Domiéne allein eine Bindung an ICAM-1 gezeigt werden (Abbildungen 3.37 und 3.38).

Bei der der var-Gruppe B zugehorigen PF07_0050_DBL2BC2- und die der Gruppe A zugehori-
gen PF11_0008_DBL4SC2-Domine konnte eine leichte Bindung an ICAM-1 beobachtet werden
(Abbildung 3.40 wie auch 3.34). PF13_0003_DBL2BC2 zeigte die vergleichsweise stdrkste Inter-
aktion mit ICAM-1 (Abbildungen 3.41 und 3.41); diese war ab einer Proteinkonzentration von
25 pg/mL nachzuweisen und schien bei 1 mg/mL in den Sattigungsbereich zu gelangen (Abbil-
dung 3.43). Die PF13_0003_DBL2pC2-Domine ist von demjenigen Gen abgeleitet, das bei den in
dieser Arbeit durchgefiihrten Bindungsexperimenten mit infizierten Erythroyzten an ICAM-1 in
Parasiten mit Bindungskapazitdt in hochster Frequenz exprimiert wurde (Abbildungen 3.22, 3.23,
3.24 und 3.25). Mit einem gegen diese Doméne gerichteten Antikérper konnte die Bindung infi-
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zierter Erythroyzten an ICAM-1 konzentrationsabhidngig gehemmt werden (Abbildung 3.27). Die
Daten, die auf Transkriptions- sowie auf Proteinebene generiert wurden, weisen darauf hin, dass
PF13_0003_DBL2BC2 ein Interaktionspartner von ICAM-1 ist (siehe auch 4.2.1.2).

Durch Sequenzvergleiche konnten Gemeinsamkeiten innerhalb der Domé&nen mit Bindungskapa-
zitdt ermittelt werden. Gesetzt den Fall, dass diese Aminosiuren fiir die Interaktion mit ICAM-1
verantwortlich sind, ergibt sich das Sequenzmotiv GX;CXy_14ECX>,CX3CX5Y. Im Folgenden wur-
den die Sequenzen der in dieser Arbeit untersuchten DBLSC2-Doménen mit der Sequenz der von
Oleinikov et al. als starker Binder identifizierten Doméane PF11_521_DBL2BC2 verglichen. Es zeigte
sich, dass auch sie iiber das postulierte Sequenzmotiv verfiigt. Im Genom von 3D7 existieren unter
den 18 DBLSC2-Doménen drei weitere mit diesem Motiv, neben der PFL1950w_DBL2SC2- und
der PFL0020w_DBL2BC2- auch die PFL1235w_DBL2BC2-Domaéne; das von letztgenannter abgelei-
tete Gen war in eines der drei in hochster Frequenz exprimierten Gene derer Parasiten, die tiber
ICAM-1-Bindungskapazitit verfiigten (Tabellen 3.13, 3.14, 3.15 und 3.16). In weiteren Versuchen
sollten alle Doménen, die iiber dieses Sequenzmotiv verfiigen, auf ihre Bindungseigenschaften
getestet werden. Auch wire interessant festzustellen, ob einer Doméne ohne Bindungskapazitat
durch Mutationen, die zum postulierten Bindungsmotiv fiihren, Bindungskapazititen verliehen
werden konnen. Der Zusammenhang zwischen Sequenz und Bindungskapazitat scheint so unmit-
telbar allerdings nicht zu sein; es konnte das Phdanomen beobachtet werden, dass Doménen mit
Bindungseigenschaften und solche ohne mitunter mehr Sequenziibereinstimmungen haben, als
bindende Doménen untereinander [34].

PEIS 0000 DLBRCY (ol & 5 o8 & S ols Waauimisnp ol bl s e v

KGSG
PF070050_DBL2BC2 T (: QK TQ

PF13_0003_DBL2BC2 = = = = = = = = = = = = = = & 4 o = & = & = = = = =
PF11_0008 DBLAPC2Z = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = QKNP

PRI30000 DELSPCY o= = == = = = = = mimimiszaimo = = & = = 8 wisimm miee

I W L Q DAI SYK Y LMILY
PF070050_DBL2BC2 NNM Q VP Y I LY
PF13_0003_DBL2BC2 ( K E|F|IN K QK K K\Y|E - -
PF11_0008_DBLABC2 N QK VEKJRSVR VPKRMQK QA SVRV

Yy . 1 LY

Abbildung 4.1: Ausschnitt des Clustal W Alignments der auf ihre Bindung getesteten DBLBC2-
Doménen im Vergleich zu PF11_521_DBL2pC2.

dunkelblau: starker Binder; mittel-/hellblau: schwacher Binder; violett: starker Binder von Oleinikov et al.; schwarz: keine
Bindungskapazitdt; Aminosduren, die an der ICAM-1 Interaktion beteiligt sein konnten, sind blau dargestellt.

In derselben Arbeit von Oleinikov et al. konnte PF13_0003_DBL2BC2 keine Bindungskapazitat
nachgewiesen werden [40]; die rekombinant exprimierte Doméne ist am C-Terminus um ca. 40
Aminosduren grofer als die in dieser Studie exprimierte Doméne. Da gezeigt werden konnte, dass
bereits das erste Drittel der C2-Domaéne als Anhang zur DBLS-Domaéne fiir eine Bindung an ICAM-
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1 ausreicht [26], ist es denkbar, dass die C-terminal Verldangerung zu einer sterischen Hinderung
und/oder einer anderen Faltung fiihrte, die die Bindung an ICAM-1 verunmdoglichte. Ob sich die
DBLS und die C2-Doméne zu einer gemeinsamen Struktur falten oder unabhédngig voneinander,
oder ob die C2-Domaine lediglich als Strukturgeber oder Abstandshalter dient, ist nicht bekannt
[28, 80].

4.3 Klinische Relevanz

Die an der Erythrozytenoberfldche prasentierten variablen Antigene sind, in Abhhéngigkeit ihrer
Expositionsdauer und ihrer Bindungseigenschaften, fiir Schwere und Verlauf der Malaria tropica
mit verantwortlich. So konnte die Fahigkeit infizierter Erythrozyten, ICAM-1 zu binden mit den
Komplikationen der zerebralen Malaria in Zusammenhang gestellt werden [7, 81, 82]. Diese schwe-
re Form der Malaria tritt auffalligerweise hauptsachlich bei Kindern unter fiinf Jahren auf; es konnte
gezeigt werden, dass zerebrale Malaria mit der stringenten Expression von PfEMP1 Varianten der
Gruppe A assoziiert ist [83]. Die in dieser Arbeit bestimmten hohen Switchingraten der Gruppe A
var-Gene konnten die Ursache dafiir sein, dass Patienten zerebraler Malaria niedrige Antikorper-
Titer gegen P. falciparum-Antigene aufweisen [84, 85], da durch den raschen Expositionswechsel
keine Immunantwort des Wirtes aufgebaut werden kann. Die erfolgreiche Etablierung der Infek-
tion im Wirt erlaubt es dem Parasiten, diversere Antigene - wie die heterogenen Varianten der
Gruppen B und C- zu exprimieren. Es wird angenommen, dass das Immunsystem unterreprasen-
tierte Antigen-Subpopulationen weitgehend ignoriert [86, 87, 88]. Uberlebt ein Patient eine schwere
Malaria unbehandelt, wird diese daher in eine milde, chronische Form {ibergehen. Vollstandige
Immunitdt kann allerdings nie erreicht werden; eine chronische oder regelméflige Infektion mit P.
falciparum ist die Voraussetzung fiir den Erhalt einer sogenannten Semiimmunitat.

Ein PfEMP1-basierter Impfstoff konnte die Transmission des Parasiten wohl nicht verhindern, da
Parasiten, die wenig virulente, heterogene variable Oberfldchenantigen exprimieren, nicht angegrif-
fen wiirden [84]. Allerdings wiirden die schwersten Formen der Malaria tropica und damit nahezu
alle P. falciparum-bedingten Todesfdlle beseitigt. Als Kandidatenantigene kamen bereits DBL1a
und CIDR1a in Frage, da diese Doménen als Bestandteil der konservierten Kopfstruktur in allen
PfEMP1-Varianten vorhanden sind [89]. Eine sterile Immunitdt konnte in Affen der Gattung Aotus
mit homologen, nicht aber mit heterologen Parasiten erreicht werden [90]. Aufgrund der hohen Va-
riabilidt in den Sequenzen, aber der vergleichsweise stark restringierten Bindungskapazitdten der
PfEMP1-Molekiile, sollte ein Impfstoff auf der Sekundér- und Tertidrstruktur der Epitope basieren,
die an der Interaktion mit Wirts-Endothelrezeptoren beteiligt sind. Im Verlauf dieser Arbeit ist es
gelungen, ein Sequenzmotiv zu identifizieren, das moglicherweise die Bindung an ICAM-1 ver-
mittelt. Des Weiteren wurde mit der Gewinnung eines Kristalls der PF13_0003_DBL25C2-Doméne,
deren starke Interaktion mit ICAM-1 nachgewiesen werden konnte, begonnen. Die in ersten Ver-
suchsansitzen gebildeten Kristalle waren allerdings zu klein zum Vermessen.
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Abbildung 4.2: PF13_0003_DBL2BC2-Kristall.

Alle P. falciparum-Isolate verfiigen tiber DBLFC2-Doménen, von denen aber nur ein geringer Teil Bin-
dungskapazitiatan ICAM-1 besitzt. Durch Auflosung der molekularen Struktur der PF13_0003_DBL25C2
konnte der Zusammenhang zwischen Primar- und Tertidrstruktur des Proteins erschlossen werden.
Damit wére es moglich, das Potenzial eines Parasiten, an ICAM-1 zu binden und somit eine zere-
brale Malaria zu verursachen, anhand der Nukleotidsequenz vorherzusagen. Des Weiteren konnte
aufgrund der Epitopstruktur ein Inhibitor synthetisiert werden. Waren mit P. falciparum infizierte
Erythrozyten nicht mehr in der Lage, an ICAM-1 zu binden, konnten somit die schweren Kompli-
kationen einer zerebralen Malaria beseitigt werden.
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