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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Malaria ist eine Tropenkrankheit, dessen Erreger einzellige Parasiten der Gattung
Plasmodium spp. sind. Trotz der Bemiihungen innerhalb der letzten Jahre im Kampf gegen die
Malaria, starben im Jahr 2018 ca. 405.000 Menschen an den Folgen einer Malariainfektion,
insbesondere Kinder unter 5 Jahren.

Der Malariaerreger, welcher die meisten Todesfdlle verursacht, ist
Plasmodium falciparum. Dieser Parasit kommt insbesondere in Afrika vor, dem Kontinent mit
den meisten Malariainfektionen. Es gibt jedoch noch einen zweiten, insbesondere aufierhalb
Afrikas, weit verbreiteten Malariaerreger, Plasmodium vivax. Dieser Parasit wurde sehr lange
als , gutartig” in der Literatur beschrieben, da dieser Erreger nicht mit der schweren Form der
Malaria assoziiert wurde. Der Grund hierfiir ist, dass die schwere Form der Malaria immer
mit der Fahigkeit des Parasiten zu zytoadhdrieren verbunden wurde, diese aber nicht fiir
P. vivax beschrieben wurde. In P. falciparum sind die PfEMP1 (engl. Plasmodium falciparum
erythrocyte membrane protein 1) mafigeblich an der Zytoadhasion beteiligt. P. vivax besitzt zwar
keine solche Proteinfamilie, jedoch mit der vir-Genfamilie (engl. variant interspersed repeats)
eine Familie, von der postuliert wird, dass diese an der Zytoadhédsion von P. vivax beteiligt ist.

In dieser Arbeit wurden 13 transgene P. falciparum-Zelllinien hergestellt, welche je ein
spezifisches VIR-Protein synthetisieren. Diese wurden verwendet, da eine kontinuierliche
Zellkultur mit P. vivax noch nicht etabliert werden konnte. Von jeder transgenen Zelllinie
wurden fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen gemacht, um die Lokalisation des VIR-
Proteins innerhalb des infizierten Erythrozyten (iE) feststellen zu konnen. Dabei konnte der
Export der Proteine in das Zytosol des iE nachgewiesen werden, jedoch in Abhédngigkeit des
Entwicklungsstadiums des Parasiten. Nur fiir ein VIR-Protein konnte kein Export
nachgewiesen werden, dessen Signal wurde ausschliefilich innerhalb des Parasiten
beobachtet. Des Weiteren wurden, um eine Oberfldchenlokalisation nachzuweisen, Western
Blot-Analysen durchgefiihrt. Dafiir wurden die iE mit dem Enzym Trypsin behandelt, welche
alle sich an der Oberflache des Erythrozyten befindlichen Proteine abbaut. Diese Probe wurde
mit einer Probe, welche nicht mit Trypsin behandelt wurde in der Western Blot-Analyse
verglichen. Dabei konnte jedoch nur fiir eins der 13 untersuchten VIR-Proteine eine Abnahme

in der Signalintensitat nachgewiesen werden. Zuséatzlich wurden noch von jeder transgenen



Zusammenfassung

P. falciparum-Zelllinie die  Bindungseigenschaften @ an  die  vier @ humanen
Endothelzellrezeptoren CD36, ICAM-1, VCAM-1 und P-Selektin charakterisiert. Fiir die
Rezeptoren wurden transgene CHO-Zelllinien (engl. chinese hamster ovary cells) verwendet, die
den Rezeptor an der Oberfliche trugen. Als Vergleich wurde eine nicht transfizierte
P. falciparum-Stammkultur verwendet. Dabei konnte fiir fiinf VIR-Proteine eine Bindung an
CHO-CD36 detektiert werden, welche sich signifikant von der Stammkultur unterschied. Fiir
alle anderen VIR-Proteine konnte keine signifikante Bindung an CHO-CD36 nachgewiesen
werden und von keinem VIR-Protein eine Bindung an einen der anderen drei getesteten
Rezeptoren.

Im Hinblick darauf, dass auch P. vivax fiir schwere Malariafalle verantwortlich zu sein
scheint, ist es von grofler Bedeutung, diesen Erreger besser zu erforschen, um die
Mechanismen zu verstehen. Auf Grundlage diesen Wissens ist es dann hoffentlich mdoglich,

geeignete Therapiemafinahmen zu entwickeln und eventuell auch einen Impfstoff.

Summary

Malaria is a tropical disease whose pathogens are caused by unicellular parasites of the
genus Plasmodium spp. Despite the efforts made in recent years to combat malaria, in 2018,
approximately 405.000 people died as a result of malaria infection, especially children under
5 years of age.

The malaria pathogen that causes most deaths is Plasmodium falciparum. This parasite
is found particularly in Africa, the continent with the most malaria infections. However, there
is a second malaria pathogen, Plasmodium vivax, which is widespread, especially outside
Africa. This parasite has been described as "benign" in the literature for a very long time, as
this pathogen has not been associated with the severe form of malaria. The reason for this is
that the severe form of malaria has always been associated with the ability of the parasite to
cytoadhere, but this has not been described for P. vivax. In P. falciparum, the PfEMP1
(Plasmodium  falciparum erythrocyte membrane protein 1) are significantly involved in
cytoadhesion. On the other hand, P. vivax have the vir gene family (variant interspersed

repeats), a family which is postulated to be involved in the cytoadhesion of P. vivax.



Zusammenfassung

In this work 13 transgenic P. falciparum cell lines were produced, each of which
synthesizes a specific VIR protein. These were used because a continuous cell culture with
P. vivax could not yet be established. Fluorescence microscopic images were taken of each
transgenic cell line to determine the localization of the VIR protein within the infected
erythrocyte (iE). The export of the proteins into the cytosol of the iE could be detected, but in
dependence of the developmental stage of the parasite. Only for one VIR protein no export
has been detected; its signal was observed exclusively within the parasite. Furthermore,
western blot analyses were performed to detect surface localization. For this purpose, the iE
were treated with the enzyme trypsin, which degrades all proteins located on the surface of
the erythrocyte. This sample was compared with a sample that was not treated with trypsin
in the western blot analysis. However, only one of the 13 VIR proteins examined showed a
decrease in signal intensity. Additionally, the binding properties of each transgenic
P. falciparum cell line to the four human endothelial cell receptors CD36, ICAM-1, VCAM-1
and P-selectin were characterized. CHO (chinese hamster ovary cells) cell lines were used,
which express the receptor of interest on their surface as a GFP fusion protein. As comparison,
a non-transfected P. falciparum strain culture was used. For five VIR proteins a binding to
CHO-CD36 was detected, which differed significantly from the strain culture. For all other
VIR proteins no significant binding to CHO-CD36 has been detected and no VIR protein could
bind to any of the other three tested receptors.

The fact that P. vivax also appears to be responsible for severe malaria cases, it is of
great importance to better understand this pathogen in order to understand the mechanisms.
Based on this knowledge, it is hoped that it will then be possible to develop suitable therapies

and possibly also a vaccine.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Malaria

Malaria ist eine Infektionserkrankung, ausgelost durch Parasiten der Gattung
Plasmodium spp., welche bei der Blutmahlzeit {iber den Speichel einer weiblichen Anopheles-
Miicke tibertragen werden (Ramasamy 2014). Erste Berichte tiber Malaria gab es schon in der
Antike, beispielsweise durch den griechischen Arzt Hippokrates. Der Namensursprung von
Malaria ist jedoch lateinisch und leitet sich von mal aria ab, was iibersetzt schlechte Luft
bedeutet (Cunha and Cunha 2008). Auch in Deutschland gab es immer wieder Fille von
Malaria, jedoch ist sie seit etwa Mitte des 20 Jhd. nicht mehr endemisch. Der Grund hierfiir
sind die Trockenlegung von Feuchtgebieten, wodurch die Brutplitze fiir Miicken weniger
wurden, sowie die verbesserte medizinische Diagnostik und Versorgung (Frank et al. 2014).

Malaria kommt tiberwiegend in tropischen Regionen auf der ganzen Welt vor, wie in
Abbildung 1 zu sehen ist. Weltweit leben ca. 3,75 Milliarden Menschen in Gebieten, in denen
Malaria endemisch ist. Im Jahr 2018 gab es weltweit ca. 228 Millionen Félle von Malaria, an
deren Folgen ca. 405.000 Menschen verstorben sind. Die meisten Todesfdlle kommen dabei bei

der Personengruppe der unter 5-jahrigen Kinder vor (ca. 272.000 Todesfalle) (WHO 2019).

Bl Einer oder mehr Falle B Malaria-frei seit 2000
Keine Falle in 2017-2018 [ Keine Malaria
I Keine Félle in 2018 Keine Daten verflgbar

B Keine Félle (> 3 Jahre) in 2018

Abbildung 1: Weltweite Verbreitung von Malaria; World malaria report 2019, (WHO 2019).

Der Erreger der Malaria, sind Parasiten der Gattung Plasmodium. Es gibt ca. 200 Arten,

jedoch sind bis jetzt nur fiinf als humanpathogen beschrieben. Dieses sind P. falciparum, P.
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vivax, P. malariae, P. ovale und P. knowlesi (Al-Mekhlafi et al. 2010, de Koning-Ward et al. 2016).
Besonders hervorzuheben sind P. falciparum und P. vivax. Erstgenannter ist weltweit fiir ca. 97
% aller Malariaerkrankungen verantwortlich, wobei die meisten Infektionen (ca. 213
Millionen) in Afrika auftreten. Daneben ist noch P. vivax zu nennen, der aufSerhalb Afrikas fiir

sehr viele Malariaerkrankungen verantwortlich ist (WHO 2019).

1.2 Plasmodium vivax

P. vivax ist der zweithdufigste Malaria-Erreger auf der Welt mit jahrlich ca.
7,5 Millionen detektierten Malariafadllen. Dieser Parasit ist besonders in Mittel- und
Stidamerika, sowie Asien verbreitet. Jedoch ist dieser Erreger fiir wesentlich weniger
Todesfille verantwortlich als P. falciparum (WHO 2019).

Der Parasit infiziert ausschliellich eine bestimmte Vorstufe der Erythrozyten, die
Retikulozyten. Da diese jedoch nur 0,5-2,0 Prozent des peripheren Bluts im Menschen
ausmachen, erreicht der Parasit keine hohen Parasitimie, wie beispielsweise P. falciparum
(Galinski et al. 2013, Popovici and Ménard 2015). Dabei gibt es Diskussionen, ob die Infektion
von Retikulozyten eine evolutiondre Anpassung ist, da durch die geringere Parasitimie die
Letalitit des Wirtes abnimmt und das Uberleben und die Verbreitung des Parasiten
wahrscheinlicher ist (Galinski et al. 2013). Bei der Betrachtung einer Weltkarte mit Infektionen
von P. vivax féllt auf, dass es in Afrika nur sehr wenige Infektionen in Landern siidlich der
Sahara gibt. Eine Erklarung dafiir war das Fehlen des Duffy-binding protein auf der Oberflache
von Retikulozyten. Es wurde sehr lange angenommen, dass die Interaktionen zwischen dem
Duffy blood group antigen und Chemokinen, wie beispielsweise Interleukin-8 bei der Invasion
der Merozoiten in die Retikulozyten essenziell sin und es beim Fehlen dieses Proteins zu
keiner Infektion kommt (Miller et al. 1976, Horuk et al. 1993, Gunalan et al. 2016). Jedoch gibt
es seit wenigen Jahren Studien, in denen gezeigt wurde, dass es auch ohne diese Interaktion
zu einer Invasion von P. vivax in die Retikulozyten kommt (Ménard et al. 2010, Zimmerman
2017). Eine mogliche Proteinfamilie, die fiir die Bindung des Parasiten an die Retikulozyten
verantwortlich ist, sind die Retikulozyten-Bindungs-Proteine. Dabei konnte in mehreren
Studien gezeigt werden, dass diese Proteine fiir die Bindung an Retikulozyten und
Erythrozyten verantwortlich sind. Jedoch konnte noch nicht der entsprechende
Bindungspartner auf dem Retikulozyten, bzw. Erythrozyten bestimmt werden (Franca et al.

2016, Gruszczyk et al. 2016, Han et al. 2016, Gupta et al. 2017).
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Bei P. vivax sind alle Entwicklungsstadien des Parasiten im Blut sichtbar, bei
P. falciparum dagegen nur die Parasiten im Ringstadium (Lopes et al. 2014, Barber et al. 2015,
Adams and Mueller 2017). Daher passieren die mit P. vivax iE auch die Milz, welche u.a. die
Aufgabe hat, alte oder deformierte Blutzellen aus dem Blutstrom heraus zu selektionieren.
Damit dies nicht mit den infizierten Retikulozyten (iR) passiert, verdndert der Parasit die
Plastizitat der Retikulozyten dahingehend, dass diese verformbarer werden. Dadurch kénnen
diese im Gegensatz zu P. falciparum, der die Membran der iE versteift, die Milz passieren
(Suwanarusk et al. 2004, Handayani et al. 2009).

Eine weitere Besonderheit sind die sog. Schiiffner’schen Tiipfelungen, sichtbar als
kleine dunkle Granula im Zytoplasma der Retikulozyten. Dieses sind Caveolae, welche von
Vesikeln umgeben sind (Abbildung 2) (Aikawa et al. 1975). Jedoch konnte bis heute nicht
geklart werden, welche Aufgabe diese Vertiefungen auf der Zelloberflache haben (Sherling
and van Ooij 2016). Es wird jedoch vermutet, dass dieser Komplex entweder wichtig fiir die
Aufnahme von Nahrstoffen aus der Umgebung ist oder aber der Abgabe von Metaboliten
dient (Aikawa et al. 1975, Matsumoto et al. 1988, Udagama et al. 1988).

Abbildung 2: Elektronenmikroskopische
Aufnahme von einer Schiiffnerschen
Tiipfelung von P. vivax. C: Cavaeolae; V:
Vesikel, durch die Pfeile verdeutlicht;
verandert nach (Udagama et al. 1988)
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1.2.1 Lebenszyklus von P. vivax
Der Lebenszyklus von Plasmodium spp. beinhaltet zwei Wirte, einmal den

Zwischenwirt, der Mensch und den Endwirt, die Anopheles-Miicke (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Lebenszyklus des Malaria-Erregers P. vivax; verdndert nach (Popovici and Ménard 2015).

Die Ubertragung des Parasiten auf den Menschen startet mit der Blutmahlzeit einer
mit P. vivax infizierten weiblichen Anopheles-Miicke (Abbildung 3A). Dabei iibertragt diese mit
ihrem Speichel die Sporozoiten. Diese wandern innerhalb kiirzester Zeit in die Leber, dringen
dort in die Hepatozyten ein und entwickeln sich dann innerhalb von ca. 12 Tagen zu
tausenden neuen Merozoiten weiter. Die Zellen, die noch von der Leberzellmembran
umschlossen sind und die reifen Merozoiten beinhalten, werden als Merosome bezeichnet.
Diese wandern in die Blutbahn, platzen und entlassen die Merozoiten in den Blutkreislauf
(Abbildung 3C). Dort infizieren diese dann Retikulozyten. Ab diesem Punkt beginnt die
Blutphase. Sofort nach der Infektion verdndert der Parasit den Retikulozyten, um sich
weiterentwickeln zu konnen. So wird die Elastizitat des Retikulozyten erhoht und der Parasit
bildet neue Zellstrukturen in der Wirtszelle aus, damit z.B. Nahrstoffe aufgenommen werden
konnen. Ein Beispiel fiir eine solche Zellstruktur sind die Schiiffner’schen Tiipfelungen. Dabei

durchlauft er in seiner 48 Stunden dauernden Entwicklung insgesamt drei verschiedene
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Stadien: zuerst das Ringstadium, dann das Trophozoitenstadium und zuletzt das
Schizontenstadium. Im letzten Stadium beginnt P. vivax nach 38-40 h mit der Segmentierung.
Dabei teilt sich der Parasit und es bilden sich zwischen 8 und 32 neue Merozoiten. Wenn diese
vollstandig entwickelt sind, platzt die Zelle auf, die Merozoiten werden in den Blutstrom
entlassen und infizieren neue Retikulozyten. Dieser Zyklus wird als asexuelle Phase
bezeichnet (Abbildung 3D) (White et al. 2014, Ebstie et al. 2016, Price et al. 2007, Cowman et
al. 2012, Galinski et al. 2013, Popovici and Ménard 2015).

Neben der asexuellen Phase gibt es noch die sexuelle Phase, diese beginnt mit der
Bildung von Mikro- und Makrogameten im Menschen und endet mit der Bildung neuer
infektioser Sporozoiten in der Miicke. Die Gametozyten bilden sich bei P. vivax gleichzeitig
mit der ersten asexuellen Phase aus einem kleinen Teil der Merozoiten (Abbildung 3E). Bei
der ndchsten Blutmahlzeit einer weiblichen Anopheles-Miicke nimmt diese dann die
Gametozyten auf. Im Mitteldarm der Miicke verschmelzen die Mikro- und Makrogameten zu
Gameten, entwickeln sich weiter und bilden dann die Ookineten (Abbildung 3F). Diese
durchwandern das Epithelium des Darms und lagern sich an die Basallamina, welche sich an
der Auflenseite des Mitteldarmepithel befindet an und entwickeln sich dort weiter zu
Oozysten. Innerhalb dieser Oozysten vervielféltigt sich der Parasit und bildet tausende neue
Sporozoiten. Nach dem Aufplatzen der Oozysten wandern diese durch die Hamolymphe zu
den Speicheldriisen, durchdringen dort wieder das Epithelium um in die Speichelfliissigkeit
zu gelangen, um bei der nédchsten Blutmahlzeit auf den Menschen iibertragen zu werden
(Abbildung 3G). Damit ist der Lebenszyklus des Parasiten geschlossen (Gonzalez-Ceron et al.
2001, Bousema and Drakeley 2011, Galinski et al. 2013, Vallejo et al. 2016).

Eine Besonderheit, die nur bei den beiden Malaria-Erregern P. vivax und P. ovale
vorkommt, ist die Bildung von Dauerformen in der Leber, Hypnozoiten genannt (Trager and
Most 1963, Chin and Coatney 1971). Die Hepatozyten entwickeln sich nicht wie die anderen
weiter zu Merozoiten, sondern bleiben in ihrer Ausgangsform. Erst zu einem spéteren
Zeitpunkt entwickeln sich die Hypnozoiten weiter zu Merozoiten und verursachen dadurch
ein erneutes Auftreten der Malaria. Der Zeitpunkt kann zwischen wenigen Tagen bis hin zu
Jahren variieren (Abbildung 3B). Es konnte auch noch nicht geklart werden, was der Ausloser
fiir die Weiterentwicklung ist (Hulden and Hulden 2011, Galinski et al. 2013, Battle et al. 2014,

White et al. 2014, Dayananda et al. 2018). Diese Fahigkeit ist eine evolutiondre Anpassung an
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kaltere Regionen, in denen die Miicken nicht das ganze Jahr {iber vorkommen und Menschen

stechen (Hulden et al. 2008).

1.2.2 Krankheitshild, Verlaufsform und Behandlung

Das Krankheitsbild bei einer Malariaerkrankung ist sehr unterschiedlich. Sie kann bei
schwachen Symptomen als leicht bezeichnet werden, es gibt aber auch eine schwere
Verlaufsform, welche todlich enden kann. Betroffen von einer Erkrankung sind Menschen
jeden Alters, insbesondere jedoch Kinder unter 5 Jahren. Das haufigste Symptom ist Fieber
(>92 % aller Falle), gefolgt von Schiittelfrost, Kopfschmerzen und Schweiflausbriichen. Des
Weiteren kann es noch zu Bauchschmerzen, Erbrechen, leichten Durchfall oder trockenem
Husten kommen (Trampuz et al. 2003, Lalloo et al. 2016). Bei einer schweren Malaria sind
hédufige Komplikationen zerebrale Malaria, Lungenddem, Nierenversagen, schwere Anamie,
sowie Azidose und Hypoglykdamie (WHO 2000). Jedoch kommt die schwere Verlaufsform
hauptsachlich bei Infektionen mit P. falciparum und P. knowlesi vor, eine P. vivax Infektion ist
ohne Begleiterkrankung nur in sehr wenigen Fallen todlich (Milner 2018).

Am charakteristischsten fiir eine symptomatische Malariaerkrankung sind die
Fieberschiibe. Bei P. falciparum, dem Erreger der Malaria tropica, treten die Fieberschiibe
unregelmaflig auf. Im Gegensatz dazu treten bei P. vivax die Fieberschiibe alle 48 h auf (Malaria
tertiana). Bei beiden Erregern ist der Grund fiir das Fieber das Aufplatzen der infizierten
Erythrozyten im Schizontenstadium im asexuellen Zyklus (Price et al. 2007, Nerlich 2016,
Molnar et al. 2018). Im Gegensatz zu P. falciparum bildet ein Teil von P. vivax in der Leber eine
Dauerform, Hypnozoiten genannt, welche noch Monate bis Jahre spiter eine erneute
Erkrankung verursachen kann (Imwong et al. 2007).

Bei der Behandlung der Malaria wird eine kombinierte Therapie eingesetzt, bei der
mindestens zwei Medikamente verwendet werden, die unterschiedliche Wirkmechanismen
aufweisen. Bei P. falciparum wird eine Artemisininderivat und ein weiteres Medikament

verwendet und bei P. vivax Chloroquin und Primaquin (Basu and Sahi 2017).

1.3 Zytoadhasion von Plasmodium spp.

Manche Plasmodium-Arten sind in der Lage sich an die Rezeptoren von Endothelzellen
anzulagern, Zytoadhdsion genannt (Fatih et al. 2012, Jensen et al. 2020). Die verschiedenen
Arten weisen dabei unterschiedlich starke Auspragungen auf. Bei P. falciparum ist die

Zytoadhasion sehr ausgeprdagt und am besten von allen Plasmodien-Arten untersucht,
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wahrend fiir P. knowlesi die Zytoadhésion erst in einer Studie beschrieben wurde (Fatih et al.
2012, Lee et al. 2019). Hinweise auf eine Zytoadhéasion von P. ovale und P. malariae sind in der
Literatur nicht zu finden. Auch von P. vivax wurde lange angenommen, dass dieser keine
Zytoadhasion ausbildet. Der Grund hierfiir war, dass bei einer Malariaerkrankung von P.
vivax nur leichte Symptome beschrieben wurden, eine Zytoadhdasion aber sehr haufig mit einer
schweren Malariaerkrankung assoziiert wurde. Jedoch wurde das erste Mal von Carvalho und
Kollegen beschrieben, dass mit P. vivax infizierte Retikulozyten (iR) aus Patientenproben an
den Endothelzellrezeptor ICAM-1 binden (Carvalho et al. 2010).

Neben der Zytoadhdsion sind Plasmodien in der Lage, eine weitere Form der
Anlagerung auszubilden, die Rosettierung. Bei dieser lagern sich infizierte und nicht-infizierte

rote Blutkorperchen aneinander (Jensen et al. 2020).

1.3.1 Zytoadhasion bei P. falciparum

Am besten beschrieben ist die Zytoadhdsion fiir P. falciparum. Dieser Stamm ist
weltweit fiir die meisten Todesfélle durch die Malaria verantwortlich und die Zytoadhasion
wird als einer der Hauptfaktoren fiir diese Pathogenese angesehen (Smith et al. 2013, Jensen
et al. 2020). Es wird angenommen, dass die Zytoadhdsion durch die Mitglieder der variant
surface antigens (VSAs) vermittelt wird, die sich hauptsdchlich aus drei grofien
Multigenfamilien zusammensetzen. Dies sind die Plasmodium falciparum Erythrocyte
Membrane Protein 1 (PfEMP1), die Subtelomeric Variable Open Reading Frame (STEVOR) Proteine
und die repetitive interspersed family (RIFIN) Proteine (Howard et al. 1988, Chen et al. 1998,
Niang et al. 2014, Goel et al. 2015). P/EMP1 konnen mit einer Vielzahl an Wirtsrezeptoren,
Proteoglykanen und Glykosaminoglykane interagieren und eine Bindung vermitteln, die
STEVOR-Proteine mit Glykophorin C und RIFIN mit dem Rote-Blutkdrperchen Antigen
Gruppe A (Rowe et al. 2009, Lee et al. 2019, Jensen et al. 2020).

Die Multigenfamilie der RIFIN besteht aus 150 — 200 Genen pro Parasitengenom und
ist mit an der Rosettierung beteiligt (Goel et al. 2015, Saito et al. 2017). Des Weiteren wurde
eine Interaktion dieser Proteine mit Wirtsrezeptoren nachgewiesen, welche an der
Aktivierung des Immunsystems  beteiligt sind. Dies bewirkt, dass die
Immunsystemaktivierung unterdriickt wird (Saito et al. 2017). Daher wird vermutet, dass

diese Proteine Teil der Immunevasion sind (Lee et al. 2019).
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Auch die STEVOR-Proteine sind an der Rosettierung und der Immunevasion beteiligt,
zusatzlich sind sie noch von Bedeutung bei der Merozoiteninvasion (Niang et al. 2009, Niang
et al. 2014). Diese Multigenfamilie besteht aus 42 Genen, jedoch kann es Unterschiede in der
Anzahl zwischen verschiedenen P. falciparum-Isolaten geben (Wichers et al. 2019).

Die am besten untersuchte Multigenfamilie der VSAs sind die PfEMP1 Proteine,
welche von 60 Genen kodiert werden (Gardner et al. 2002). Die PfEMP1 sind in einer
Domanenstuktur aufgebaut, bestehend aus den cysteine-rich interdomain region (CIDRs), von
denen es drei Hauptklassen gibt, den Duffy-binding-like (DBL) Doménen, bestehend aus sieben
Hauptklassen, sowie der konservierten acidic intracellular segment (ATS) Domaéne. Diese
Domadnen kommen jedoch nicht zufillig hintereinander vor, sondern in einer definierten
Abfolge, wobei bisher 21 verschiedene Doménenkassetten beschrieben wurden (Rask et al.
2010) Diese Kassetten binden an verschiedene Wirtszellrezeptoren, wobei die wichtigsten
EPCR (engl. endothelial protein c¢ receptor), CD36 und ICAM-1 ( engl. intercellular adhesion
molecule 1) sind, aber auch an Nichtrezeptoren, wie CSA (Chondroitinsulfat A) (Lee et al. 2019,
Jensen et al. 2020). Weiterhin ermoglicht der Aufbau aus Domédnenkassetten eine Bindung an
verschiedene Rezeptoren (Janes et al. 2011, Lennartz et al. 2017). Fiir die Bindung an CD36
sind insbesondere die CIDRa2-6-Domanen verantwortlich. Im Genom von P. falciparum 3D7
konnten bei iiber 80 % der P/EMP1 CIDR-Domaénen gefunden werden, welche die Bindung an
CD36 vermitteln. Die Bindung an ICAM-1 wird durch einen Teil der DBLB-Domaéne vermittelt
(Smith 2014, Jensen et al. 2020).Im Parasiten wird immer nur ein Gen exprimiert, wodurch nur
eine definierte PfEMP1-Population auf der Oberfliche des iE lokalisiert ist. Dies wird als
mutually exclusive expression bezeichnet. Zusatzlich wechselt nach jedem Zyklus die Expression
des entsprechenden PfEMP1-Gens, wodurch eine antigene Variation entsteht. Dadurch ist es
fiir den Wirt schwieriger die Infektion zu bekdmpfen und es kann eine langanhaltende
chronische Infektion entstehen (Miller et al. 1994, Chen et al. 1998, Scherf et al. 1998, Jensen et
al. 2020).

Die PfEMP1 sind jedoch nicht gleichmafiig iiber den iE verteilt, sondern clustern in
Erhohungen auf der Erythrozytenmembran, die sogenannten Knobs. Die Knobs bestehen aus
mehreren Proteinen, wobei das wichtigste Protein KAHRP (knob-associated, histidin rich protein)
ist (Watermeyer et al. 2016, Cutts et al. 2017, Looker et al. 2019). Ist die Bildung dieses Proteins

gestort, findet keine Knob-Bildung mehr statt (Crabb et al. 1997).
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P. falciparum ist zusatzlich in der Lage, eine Rosettierung auszubilden, bei der ebenfalls
die drei Proteinfamilien P/EMP1, STEVOR und RIFIN von Bedeutung sind (Yam and Preiser
2017, Lee et al. 2019).

Eine weitere essenzielle Struktur, die die Proteine von P. falciparum aufweisen sind
Exportsignale. Dies sind Abfolgen bestimmter Aminosauren, die als Signal dienen, wodurch
das entsprechende Protein an einen definierten Ort innerhalb der Zelle transportiert wird
(Matthews et al. 2019). Das wichtigste Exportsignal ist PEXEL (engl. Plasmodium export
element) oder auch VTS (engl. wacuolar translocation signal) genannt, welches aus der
Aminosduresequenz RxLxXE/Q/D besteht, wobei das x eine beliebige Aminosdure sein kann
und die fiinfte Aminosdure entweder Glutaminsaure, Glutamin oder Asparaginsaure ist. Das
PEXEL-Motiv befindet sich 20-30 Aminosduren entfernt vom Signalpeptid des N-Terminus
(Hiller et al. 2004, Marti et al. 2004). Vor dem Transport muss das Motiv jedoch erst prozessiert
werden. Dabei erfolgt eine Spaltung zwischen dem Leucin und der zweiten beliebigen
Aminosdure (RxL"XE/Q/D) wodurch der sogenannte reife N-Terminus entsteht (Boddey et al.
2010, Russo et al. 2010). Dieser vermittelt den Export des Proteins, da gezeigt wurde, dass auch
kiinstlich erzeugte reife N-Termini zu einem Export fithren (Griiring et al. 2012). Jedoch
kommt es auch zu einem Export von Proteinen in P. falciparum, die keine der vorherigen
Exportsignale beinhalten. Diese werden als PNEPs (engl. PEXEL negative exported proteins)
bezeichnet. Im Gegensatz zu den PEXEL-Proteinen, bei denen ein Aminosaure-Motiv entdeckt
wurde, welches fiir die Prozessierung des Proteins von grofier Bedeutung ist, konnte bei den
PNEPs noch kein solches Aminosaure-Motiv gefunden werden. Die einzige
Struktureigenschaft, die alle PNEPs aufweisen, ist eine Transmembrandoméne. Deswegen

wird angenommen, dass diese fiir den Export essenziell ist (Spielmann and Gilberger 2010).

1.3.2 Zytoadhasion bei P. knowlesi

Der zweite Malaria-Erreger, bei dem Zytoadhésion vermutet wird, ist P. knowlesi. Fiir
diesen Erreger konnten Fatih und Kollegen bisher als FEinzige zeigen, dass aus
Malariapatienten isolierte iE an ICAM-1, VCAM-1 und CD36 binden (Fatih et al. 2012). In einer
anderen Studie wird von einem Patienten berichtet, der an einer schweren Malaria, ausgelost
durch P. knowlesi, gestorben ist. Dabei wurden sequestrierte iE u.a. im Gehirn gefunden (Cox-
Singh et al. 2010). Weitere Falle oder Studien, die eine Adhéasion dieses Parasiten zeigt, sind

nicht bekannt.
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1.3.3 Zytoadhasion bei P. vivax

Von P. vivax wurde sehr lange angenommen, dass dieser Organismus nicht in der Lage
ist zu zytoadhdrieren (Lopes et al. 2014, Barber et al. 2015). Jedoch wurde in Studien
festgestellt, dass die Menge an zirkulierenden iR im Schizontenstadium nicht in Korrelation
steht zu der Menge an zirkulierenden Ringen und Trophozoiten (Lopes et al. 2014, Barber et
al. 2015). Dafiir wurde die Aktivitat von zwei Laktat-Dehydrogenasen gemessen und mit der
zuvor ermittelten Parasitimie verglichen. Dabei zeigte sich, dass die Aktivitidt der Enzyme
hoher war, als durch die Parasitimie zuldssig, wodurch angenommen wird, dass es einen Teil
nicht zirkulierender Parasiten gibt (Barber et al. 2015).

Bei weiteren Studien konnte die Bindung von reifen P. vivax infizierten Erythrozyten
(iE) an humanen Lungenendothelzellen, Gehirnendothelzellen von Totenkopfiffchen,
Kryoschnitten von Plazentageweben von Schwangeren mit Malaria, sowie an immobilisierter
Hyaluronsaure und immobilisiertem CSA nachgewiesen werden (Carvalho et al. 2010,
Chotivanich et al. 2012, Lopes et al. 2014). Auch konnte die Bindung von iE einer transgenen
P. falciparum-Zelllinie an ICAM-1 detektiert werden, welche ein spezifisches VIR-Protein
synthetisierte. ICAM-1 wurde dabei durch transgene CHO-Zellen synthetisiert (Bernabeu et
al. 2012). Eine Bindung von iE an CD36, wie sie fiir P. falciparum beschrieben ist, konnte bisher
nicht nachgewiesen werden (Carvalho et al. 2010). Es scheint jedoch regionale Unterschiede
im Bindungsverhalten zu geben, da Patientenproben aus Thailand keine Bindung an ICAM-1
zeigten, Patientenproben aus Brasilien hingegen schon (Carvalho et al. 2010, Chotivanich et al.
2012). Des Weiteren scheint P. vivax vermehrt an Lungenerkrankungen beteiligt zu sein, da
bei diesen Patienten vermehrt iR in der Lunge nachgewiesen wurden (Anstey et al. 2007,
Maguire et al. 2007, Val et al. 2017). Jedoch besitzt P. vivax keine Proteine vergleichbar mit
PfEMP1, welche fiir die Zytoadhédsion verantwortlich sein konnten. Er besitzt jedoch eine
andere grofle Proteingruppe, die VIR Proteine, von denen postuliert wird, an der Adhésion
beteiligt zu sein (Bernabeu et al. 2012, Lopez et al. 2013). Daher wurde postuliert, dass Proteine
dieser Genfamilie an der Adhésion beteiligt sind, jedoch konnte bis jetzt erst fiir eines von drei
untersuchten Proteinen eine Bindung an ICAM-1 gezeigt werden (Bernabeu et al. 2012).

P. vivax kann so wie P. falciparum eine Rosettierung ausbilden. Insbesondere wurde
diese Form der Anlagerung fiir Patienten aus Thailand beschrieben, aber auch bei Patienten
aus dem brasilianischem Amazonasgebiet (Udomsanpetch et al. 1995, Chotivanich et al. 1998,

Chotivanich et al. 2012, Marin-Menéndez et al. 2013). Wieso P. vivax rosettiert, konnte noch

13



Einleitung

nicht endgiiltig geklart werden, jedoch konnten Marin-Menéndez und Kollegen eine
Korrelation zwischen der Rosettierung und einer Anamie feststellen (Marin-Menéndez et al.

2013).

1.4 Die vir-Multigenfamilie von P. vivax

Mit der vir-Multigenfamilie besitzt P. vivax eine Genfamilie, welche zu der pir-
Genfamilie (engl. Plasmodium interspersed repeats) gezahlt wird. Mehrere Plasmodien-Arten
besitzen eine pir-Genfamilie, wie beispielsweise die rif in P. falciparum oder kir in P. knowlesi.
Die Aufgaben der pir-Gene ist noch nicht vollstandig geklart, aber es wurde postuliert, dass
sie an der Signalgebung beteiligt sind, ebenso am Transport und der Adhéasion (Cunningham
et al. 2010).

Bei einer ersten Analyse des Genoms vom P. vivax-Stamm Sall wurden 346
subtelomerisch lokalisierte vir-Gene annotiert, inklusiver verkiirzter Fragmente und
Pseudogene, die in 12 Subfamilien eingeteilt wurden (del Portillo et al. 2001, Carlton et al.
2008, Fernandez-Becerra et al. 2009). Bei einer neueren in silico-Analyse durch Lopez und
Kollegen mit demselben Sall-Genom konnten hingegen nur 295 vir-Gene als Mitglieder der
vir-Multigenfamilie annotiert werden, welche in zehn Subklassen eingeteilt wurden (Lopez et
al. 2013). Die Lange der Gene variiert zwischen 156-2316 bp und sie weisen zwischen 1-5 Exons
auf. Des Weiteren wurden bei einer in silico-Analyse bei 171 Gene eine Transmembrandomane
gefunden und bei 160 ein Motiv, welches Ahnlichkeit mit einem Exportsignal aus P. falciparum
hat (Carlton et al. 2008, Fernandez-Becerra et al. 2009). Die vir-Genfamilie ist eine sehr diverse
Familie, da bei Strukturanalysen entdeckt wurde, dass manche Subklassen Ahnlichkeiten mit
Proteinfamilien aus P. falciparum haben. So zeigen sich strukturelle Charakteristika zwischen
der Subklasse A und Proteinen aus der SURFIN-Familie, fiir die eine Beteiligung an der
Immunevasion postuliert wird. Strukturelle Charakteristika konnten auch zwischen der
Subklasse D und einer Proteinfamilie, die in den Maurer’schen Spalten lokalisiert (Pfmc-2tm-
Familie) gefunden werden (Merino et al. 2006, Carlton et al. 2008). Pfmc-2tm besitzen zwei
Transmembrandoménen, die einen kleinen extrazelluldren Loop an der Aufienseite der
Erythrozytenmembran bilden (Bachmann et al. 2012). Ein grofler Unterschied zu der var-
Multigenfamilie besteht jedoch darin, dass mehrere vir-Gene gleichzeitig exprimiert werden.
Dadurch wird angenommen, dass die VIR-Proteine unterschiedliche Funktionen im iR

tibernehmen (Fernandez-Becerra et al. 2005).
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1.5 Humane Endothelrezeptoren

Eine der wichtigsten Eigenschaften von P. falciparum fiir dessen Uberleben ist die
Zytoadhasion an spezifische Oberflachenstrukturen des Menschen. Durch diese Bindungen
entgeht der Parasit einer Milzpassage, wodurch er nicht aus dem Blutstrom herausgefiltert
werden kann (David et al. 1983). Wie oben beschrieben ist der wichtigste Parasiten-eigene
Bindungspartner die Proteine der P/EMP1-Familie (Pasternak and Dzikowski 2009). Diese
Familie wurde bereits sehr ausfiihrlich erforscht und es konnten einige Bindungspartner auf
Seite des menschlichen Wirts identifiziert werden. Die wichtigsten Bindungspartner sind
CD36, EPCR und ICAM-1. Daneben gibt es jedoch auch noch eine Vielzahl weiterer
Bindungspartner, wie beispielsweise P-Selektin, VCAM-1, oder auch CSA (Duffy and Fried
1999, Rowe et al. 2009, Metwally et al. 2017).

Wie oben beschrieben wird auch von P.vivax angenommen, dass dieser eine
Zytoadhésion ausbilden kann (Lopes et al. 2014, Barber et al. 2015). Bisher wurden aber erst
sehr wenige Bindungsstudien mit aus Patientenproben isolierten P. wvivax iE oder
ausgewdhlten VIR-Proteinen durchgefithrt. Dabei wurden neben Bindungen an
verschiedenen Endothelzellen aus u.a. Hirn oder Lunge auch Bindungen an Hyaluronsaure,
CSA und ICAM-1 festgestellt (Carvalho et al. 2010, Bernabeu et al. 2012, Chotivanich et al.
2012, Lopes et al. 2014).

1.5.1 CD36

Der humane Endothelrezeptor CD36 (engl. cluster of differentiation 36) ist ein Membran-
Glykoprotein bestehend aus einem Proteinstrang mit einer molekularen Masse von 88 kDa
und er gehort zur Klasse B der scavanger receptors (Febbraio et al. 2001, Ohgami et al. 2001,
Silverstein and Febbraio 2009). Er bildet eine Haarnadelstruktur mit einer langen Ektodomane
und zwei hydrophoben Transmembrandomaénen (Abbildung 4) (Pepino et al. 2014, Wei et al.
2017). An ihm binden modifizierte Lipoproteine, Polyanione oder apoptotische Zellen. CD36
kann auf einer Vielzahl von Zellen gefunden werden, u.a. Monozyten, Makrophagen, dem
Endothel oder dem Epithel (Greenwalt et al. 1992, Febbraio et al. 2001, Nicholson 2004). Als
Liganden wurden modifizierte Phospholipide, langkettige Fettsdauren und Proteine mit
Strukturdhnlichkeiten zu Thrombospondin, aber auch mit P. falciparum iE detektiert (Febbraio

et al. 2001, Li et al. 2010).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung von CD36; verindert nach (Wei et al. 2017). Das Protein besteht aus zwei
Transmembrandoméanen (TM1/TM2), sowie zwei kurzen intrazelluldren Enden und einem langen extrazelluldren Bereich.

Die Interaktion zwischen CD36 und P. falciparum iE ist sehr gut charakterisiert und
CD36 wurde als einer der Hauptbindungspartner fiir PFEMP1 charakterisiert (Barnwell et al.
1989, Baruch et al. 1995, Patel et al. 2004). Allerdings konnten bisher keine Korrelation
zwischen der Bindung von CD36 und der Entstehung einer zerebralen Malaria gezeigt werden
(Penha-Gongalves 2019).

Obwohl CD36 einer der Hauptbindungspartner von P. falciparum ist, konnten bis jetzt
keine Hinweise gefunden werden, dass auch P. vivax iR an diesen Rezeptor binden (Carvalho
et al. 2010). Zwar wurde in der Studie von Bernabeu und Kollegen eine Bindung unter
statischen Bedingungen detektiert, jedoch konnte die Bindung nicht durch spezifische
Antikorper inhibiert werden. Auch unter Fluss-Bedingungen konnte keine Bindung

festgestellt werden (Bernabeu et al. 2012).

1.5.2 ICAM-1

Das zweite Transmembran-Glykoprotein ICAM-1 (engl. intracellular adhesion molecule
1) hat eine Masse von 60 kDa im nicht-glykosylierten Zustand und zwischen 80-114 kDa, wenn
es glykosyliert ist. Es kommt auf der Oberfliche einer Vielzahl von Zellen, inklusive
Endothelzellen vor (van de Stolpe and van der Saag 1996). Bei einer Entziindungsreaktion
wird ICAM-1 hochreguliert und vermehrt auf der Oberflache prasentiert, dies geschieht durch
uw.a. die proinflammatorischen Zytokine TNF-a (Tumornekrosefaktor «) oder IL-1(3

(Interleukin-10) (Berendt et al. 1992).

16



Einleitung

Bei Autopsien von Patienten, die an Malaria verstorben sind, wurde entdeckt, dass bei
diesen viele P. falciparum iE an ICAM-1 gebunden haben. Daher wird angenommen, dass es
eine Korrelation zwischen der Bindung der iE an ICAM-1 und einer schweren Malaria,
insbesondere der zerebralen Malaria gibt (Turner et al. 1994, Armah et al. 2005). Auch bei in-
vitro Untersuchungen konnte diese Bindung gezeigt werden (Newbold et al. 1999, Ochola et
al. 2011). Jedoch gibt es auch Forschungsergebnisse, die keine Korrelation zwischen einer
Bindung und einer schweren Malaria feststellen konnten (Ockenhouse et al. 1991, Kun et al.
1999).

Fir P. vivax konnte bisher erst in zwei Publikationen eine Bindung unter statischen
Bedingungen an ICAM-1 nachgewiesen werden. In der Studie von Carvalho und Kollegen
wurden aus Patientenproben isolierte iE hinsichtlich ihrer Bindungseigenschaften untersucht
und eine Bindung an ICAM-1 nachgewiesen (Carvalho et al. 2010). Bei einer zweiten Studie
wurden transgene P. falciparum-Zelllinien hergestellt, welche jeweils ein vir-Gen exprimierten.
Diese Transfektanten wurden ebenfalls hinsichtlich ihres Bindungsverhaltens charakterisiert
und eine Transfektante zeigte eine Bindung an ICAM-1. Zusétzlich konnte die Bindung durch
spezifische Antikorper inhibiert werden und es wurde auch eine Bindung unter
Flussbedingungen detektiert (Bernabeu et al. 2012). Bei der Untersuchung der Bindung unter

Flussbedingung wird versucht, den Blutstrom im menschlichen Korper zu simulieren.

1.5.3 VCAM-1

VCAM-1 (engl. vascular cell adhesion molecule 1) oder auch CD106 ist ein Protein der
Immunglobulin-Superfamilie. Es hat eine molekulare Masse von 90 kDa und besteht aus einer
extrazellularen, einer intrazelluldaren und einer Transmembrandomaéne (Osborn et al. 1989). Es
kommt {iberwiegend auf Endothelzellen, z.B. in der Lunge vor und wird im Zuge einer
inflammatorischen Reaktion auf diesen prasentiert. Dort vermittelt VCAM-1 das Rollen von
verschiedenen Leukozytenarten, wodurch diese aus dem Blut in das Gewebe eindringen
konnen (Ley et al. 2007, Wittchen 2009, Abdala-Valencia et al. 2018, Kong et al. 2018).

Mit P. falciparum iE konnen an VCAM-1 binden, wie u.a. Untersuchungen mit
Patientenproben aus Thailand zeigen konnten (Ockenhouse et al. 1992, Hisaeda et al. 2005). In
der Literatur finden sich keine Studien, bei denen das Bindungsverhalten von mit P. vivax iR
untersucht wurde. Bei der Studie von Bernabeu und Kollegen konnte zwar eine Bindung unter

statischen Bedingungen von einer transgenen Zelllinie festgestellt werden, jedoch lies diese
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sich nicht durch spezifische Antikorper inhibieren und auch unter Fluss-Bedingungen wurde

keine Bindung detektiert (Bernabeu et al. 2012).

1.5.4 P-Selektin

P-Selektin ist Bestandteil der Selektin-Familie, eine Familie, deren Mitglieder an der
Adhéasion von Leukozyten an der Membranoberfliche beteiligt sind (Moore et al. 1995,
Zuchtriegel et al. 2015). Das Protein hat je nach Glykosylierung eine molekulare Masse
zwischen 120-140 kDa und ist aus drei distinkten Motiven aufgebaut: einem Lektin, einer
epidermalen Wachstumsfaktor-Domaéne (engl. epidermal growth factor) und einer Anzahl von
Konsensus-Wiederholungseinheiten (engl. short consensus repeats) (Lasky 1991, Geng et al.
2004). Weiterhin weist das Protein eine Transmembrandoméne auf, wobei das C-terminale
Ende intrazelluldr lokalisiert ist (Geng et al. 2004). P-Selektin befindet sich nicht kontinuierlich
auf der Oberflaiche von Endothelzellen, wie beispielsweise der Lunge, sondern nur bei einer
inflammatorischen Reaktion, ausgeldst durch verschiedene inflammatorische Stimuli, u.a.
TNF-a. Ansonsten ist das Protein bei Endothelzellen in Weibel-Palade Korperchen gelagert
und bei inaktivierten Thrombozyten in a-Granula. Bei einer inflammatorischen Antwort wird
P-Selektin an die Oberfldache der Zelle transportiert und vermittelt dort die Rekrutierung von
Leukozyten iiber das sich auf den Leukozyten befindliche Glykoprotein PSGL-1 (engl. P-
selectin glycoprotein ligand-1) (Geng 1995, Vestweber and Blanks 1999, Geng et al. 2004). Dies ist
der Erstkontakt zwischen Zelle und Leukozyt, worauthin dieser erst noch etwas iiber die Zelle
rollt, bis eine feste Bindung an P-Selektin und anderen Rezeptoren entsteht (Vestweber and
Blanks 1999, Zuchtriegel et al. 2015).

1998 wurde von Ho und Kollegen das erste Mal beschrieben, dass P-Selektin auch ein
Rezeptor fiir P. falciparum iE ist und Senczuk und Kollegen konnten zeigen, dass P/EMP1 der
Ligand ist (Ho et al. 1998, Senczuk et al. 2001). Dies konnte auch in neueren Studien bestatigt
werden (Metwally et al. 2017). Eine Interaktion zwischen P-Selektin und P. vivax iR wurde

bisher noch nicht beschrieben.

1.6 Zielsetzung

Die Zytoadhdsion von Plasmodium falciparum iE ist bereits sehr gut untersucht und es
wurden verschiedene Proteinfamilien identifiziert, die an der Adhasion beteiligt sind, sowie
die entsprechenden Rezeptoren auf Wirtsseite. Fiir P.vivax, den zweithaufigsten

Malariaerreger, wurde fiir lange Zeit keine Zytoadhdsion beschrieben. Die Frage, ob mit

18



Einleitung

P.vivax infizierten Retikulozyten eine Zytoadhdsion ausbilden, wurde sehr lange
vernachlassigt, da im Gegensatz zu P. falciparum alle Entwicklungsstadien des Parasiten im
Blut sichtbar sind. Jedoch wurde in neueren Studien gezeigt, dass die Menge an zirkulierenden
infizierten Retikulozyten im Schizontenstadium nicht in Korrelation zu der Menge an
zirkulierenden infizierten Retikulozyten im Ring- und Trophozoitenstadium steht. Daher
wird angenommen, dass sich ein geringer Anteil, der sich im Schizontenstadium befindlichen
infizierten Retikulozyten an das Endothel anlagert. Auch konnte schon eine Genfamilie
identifiziert werden, von der vermutet wird, dass deren kodierten Proteine an der
Zytoadhasion beteiligt sind. Es handelt sich hierbei um die 295 Mitglieder umfassende vir-
Genfamilie. Es wurden auch Adhédsionsversuche mit ausgewdhlten VIR-Proteinen
durchgefiihrt und eine Bindung an ICAM-1 nachgewiesen.

Daher sollen in der vorliegenden Arbeit ausgewdhlte VIR-Proteine hinsichtlich ihrer
Lokalisation und Bindungseigenschaften untersucht werden. Dafiir wurden 12 Kandidaten
ausgewahlt, die eine Transmembrandomine aufweisen. Ein weiterer Kandidat soll als
Kontrolle dienen, da dieser keine Transmembrandomane besitzt. Dafiir sollen P. falciparum
Transfektanten generiert werden, die die ausgewdhlten vir-Gene exprimieren, um
anschlieSend mittels Immunfluoreszenzanalyse die Lokalisation der entsprechenden VIR-
Proteine innerhalb des infizierten Erythrozyten zu detektieren. Von allen Kandidaten wird die
Bindung unter statischen Bedingungen an vier ausgewahlten Rezeptoren (CD36, ICAM-1,
VCAM-1, P-Selektin) getestet. Wird bei einem VIR-Protein eine Bindung detektiert, so soll
diese Bindung im Anschluss an dem jeweiligen Rezeptor unter Fluss-Bedingungen analysiert

werden.
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2 Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Gerit

Hersteller

Nucleofector™ 2B Device
Innova 4200

Mr. Frosty

Nitrogen Container
PerfectBlue Gel System
PerfectBlue Tank-Elektroblotter Web S
Thermomixer compact
Function Line CO:Inkubator
RH Basic

EVOS XL

EVOS FL Auto

Axioscope M1

cx31

Orca C4742-95

NanoDrop 2000

CG840

2 /20/ 200/1000uL Pipetten
S1 Pipettierhilfe

Ibidi Pump System-10902
Class II BSC

EPS301

Vario MACSTM

VE2

SPO 51

Sartorius BP210S

Lonza Group Ltd, Schweiz

New Brunswick Scientific, USA
Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Thermo Fisher Scientific, USA
PEQLAB Biotechnologie, Erlangen
VWR International, LLC, USA
Eppendorf AG, Hamburg

Heraeus Instruments, Hanau
Janke & Kunkel IKA, Staufen
Thermo Fisher Scientific, USA
Thermo Fisher Scientific, USA
Zeiss, Jena

Olympus, Hamburg

Hamamatsu Phototonics K.K., Japan
Thermo Scientific, Langenselbold
Sartorius AG, Gottingen

Gilson, USA

Thermo Scientific, Langenselbold
ibidi GmbH, Martinsried

ESCO Labculture®, Singapur
Amersham pharmacia biotech, USA
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Janke & Kunkel IKA, Staufen
Scaltec, Gottingen

Sartorius AG, Gottingen
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SW 20

Rotina 48 centrifuge
Rotor JA-10; Rotor JA-12
Curix 60

Mikro rapid/K
CL-GPKR Zentrifuge
Forma 700 Series
Primus 25

Centrifuge 5424

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Name

Julabo, Seelbach

Hettich Technology, Tuttlingen
Beckman Coulter, Krefeld
AGFA, Belgien

Hettich Technology, Tuttlingen
Beckman Coulter, Krefeld
Thermo Scientific, Langenselbold
MWG-Biotech, Ebersbach

Eppendorf AG, Hamburg

Hersteller

u-Slide 0,8 Luer ibiTreat

Cryordhrchen 1,6 ml

DakoCytomation Pen

Deckglaschen

Deckgladschen 24 x 65 mm, Dicke 0,13-0,16 mm
Gasflasche (1 % O2, 5 % CO2, 94 % N2)
Gelkassetten

Gewebekulturflasche 250 ml (T75)
Gewebekulturflasche 50 ml (T25)
Hydrophobische Filter, 0.45um, Steril
Hyperfilm-ECL

MACS® columns CS

Mikro-Schraubrohre 2 ml, PP

Millipore Stericup Vacuum Filter
Nitrocellulose blotting, Amersham 0,45 um
Membrane Protran, Amersham 0,45 pm
Parafilm

Pasteurpipette

Petrischalen mit Noppen, 60 mm, 92mm, 140 mm

Perfusion Set yellow/green

ibidi GmbH, Martinsried
Sarstedt, Niimbrecht
Biocompare, Danemark

Thermo Fisher Scientific, USA
R. Langenbrinck, Emmendingen
Air liquid, Diisseldorf

Thermo Fisher Scientific, USA
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Thermo Fisher Scientific, USA
GE Healthcare, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Sarstedt, Nuiimbrecht

Merck, Darmstadt

GE Healthcare, USA

GE Healthcare, USA

Bemis, USA)

Brand, Wertheim

Sarstedt, Niimbrecht

ibidi GmbH, Martinsried
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Pipettenspitzen 1-10/20-200/100-1000 ul Sarstedt, Niimbrecht

Pipettenspitzen mit Filter 1-10/20-200/100-1000 ul ~ Sarstedt, Niimbrecht

Serologische Plastikpipetten 5/10/25 ml Corning, USA

Transfektionskiivetten 0,2 cm Bio-Rad, Miinchen

1,5 ml Safe-lock Reaktionsgefafse Sarstedt, Niimbrecht

2 ml Safe-lock Reaktionsgefafse Sarstedt, Niimbrecht

Nunc™ 14 ml “round-bottom” Réhrchen, PPS Falcon, USA

15 ml Konische Zentrifugationsrohrchen Sarstedt, Niimbrecht

50 ml Konische Zentrifugationsrohrchen Sarstedt, Niimbrecht

TC-Platte 24 Wellm Standard F Sarstedt, Nimbrecht

Cover Slips 13 mm Sarstedt, Niimbrecht

3-Wege-Hahn Discofix
20 mL Spritze
Sterican 0,9 mm Kaniile

PCR SingleCap 8er Softstrip 0,2 mL

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
B. Braun Melsungen AG, Melsungen
B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Biozym Scientific, Hessich Oldendorf

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien, deren Bezugsquelle nicht aufgefiihrt wurden von der Firma

Sigma-Aldrich (USA), Carl Roth (Karlsruhe) oder Merck (Darmstadt) bezogen.

Chemikalie/Reagenz Hersteller

Accutase PAN-Biotech, Aidenbach
Albumax II Gibco, Life Technologies, USA
Ampicillin Roche, Mannheim

BSA - engl. Bovine Serum Albumin
Dako ,, Fluorescence Mounting Medium®
Desoxynucleotide (dNTPs)

DTT (1,4,-dithiothreitol)

Fotales Rinderserum, Hitze inaktiviert
G153 Dev

G 354

GeneRuler™ 1kb Plus

Biomol, Hamburg

Agilent Technologies, USA

Thermo Fisher Scientific, USA
Biomol, Hamburg

Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund
AGFA, Belgien

AGFA, Belgien

Thermo Fisher Scientific, USA
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Gentamicin 40mg/ml

G-418 BC (Neomycin) (50 ml)
Ham’s F12

Humanes Blut (0+)
Immersionsol 518 N
MOWIOL 4-88

Leica CV Mount

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder

Penicillin-Streptomycin (10000 U/ml)

Proteaseinhibitor-Mix

RPMI + L-Glutamin; + 25 mM HEPES; -NaHCO3

UltraPureTM agarose

Wasser fiir Molekularbiologie (Ampuwa)

10x CutSmart™ Puffer

6x Loading Dye

2.1.4 Kits

Name

Ratiopharm, Ulm

Greiner Bio-One, Frickenhausen
PAN Biotech, Aidenbach
UKE, Hamburg

Zeiss, Jena

Calbiochem

Leica Biosystems, Nufdloch
Thermo Fisher Scientific, USA
Thermo Fisher Scientific, USA
PAN Biotech, Aidenbach
Roche, Mannheim
AppliChem, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific, USA
Fresenius Kabi, Bad Homburg
New England BioLabs, USA
Thermo Fisher Scientific, USA

Hersteller

In-Fusion® HD Cloning Plus
NucleoBond® Maxi
NucleoSpin® Gel and PCR Clean up

NucleoSpin® Plasmid

2.1.5 Software und Datenbank

Software/Datenbank

Takara Bio Inc., Japan

Macherey-Nagel, Diiren
Macherey-Nagel, Diiren
Macherey-Nagel, Diiren

Hersteller

Axio Vision Rel. 4.7
Protein Blast

Image] 1.52p
InterPro

Mac Vector 13.5.5 (39)
My Samples 2.0
PlasmoDB

Zeiss, Jena
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
National Institute of Health, USA
ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/
MacVector, Inc., USA

mydata GmbH, Langenhagen
EuPathDB Project Team, USA
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Prism® (Version 8)

PumpControl Software (Version 1.5.2)

SignalP 4.1
TMHMM 2.0
30f5

2.1.6 Antikorper

GraphPad, USA
Ibidi, Martinsried

bioware.ucd.ie

cbs.dtu.dk/services/ TMHMM

dkfz.de/mga2/30f5

In Tabelle 1 und Tabelle 2 sind die in dieser Arbeit verwendeten Erst- und Zweitantikorper

aufgelistet. Folgende Versuche wurden mit diesen durchgefiihrt: Immunfluoreszenzassay

(IFA) und Western Blot-Analyse (WB). In der IFA wurde der Farbstoff Hoechst33342 (Sigma-

Aldrich, USA) fiir die Kernfarbung verwendet.

Tabelle 1: Liste mit den verwendeten Erstantikdrpern

Name Organismus Verdiinnung Quelle
IFA WB
o -HA, High Affinity Ratte 1:100 1:3000 Hoffmann-LA
(monoklonal) Roche, Schweiz
a -SBP1 Maus 1:1000 1:2000 BNITM
(AG Spielmann)
o -Spectrin Kaninchen 1:200 Sigma-Aldrich,
USA
a-ATS (6H1) Maus 1:10000 1:500 The Walter & Eliza Hall
(monoklonal) Institute, Australia
a-ETRAMP5 Kaninchen 1:400 BNITM,
(AG Spielmann)
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Tabelle 2: Liste mit den verwendeten Zweitantikdrpern

Name Organismus Konjugat Verdiinnung Quelle
IFA WB
o -Ratte Ziege HRP 1:5000 Dianova, Hamburg
a -Kaninchen Schwein HRP 1:10000 Dako A/S, Danemark
a -Ratte, Esel Alexa 1:400 ThermoFischer
IgG (H+L) Fluor 594 Scientific, USA
a -Maus, Ziege Alexa 1:400  1:5000 ThermoFischer
IgG (H+L) Fluor 488 Scientific, USA
o -Kaninchen Ziege Alexa 1:400 ThermoFischer
Fluor 488 Scientific, USA
2.1.7 Vektoren
Tabelle 3: Liste der fiir die Transfektion verwendeten Vektoren
Name Quelle
pARL1-GFP AG Spielmann, BNITM
PARL1-3xHA AG Spielmann, BNITM

2.1.8 Oligonukleotide

Tabelle 4: Liste der verwendeten Oligonukleotide (Hersteller: Eurofins, Ebersberg)

Name Sequenz (5'— 3)
PARL1_forw CTATAGATTATTTTCATTGTCTTCACA
PARL1_rew CAGTTATAAATACAATCAATTGG

InF-3x-HA -060690F
InF-3x-HA-060690R
InF-3x-HA-0606090Seq
InF-3x-HA-101560F
InF-3x-HA-101560R
InF-3x-HA-101560Seq
InF-3x-HA -113230F
InF-3x-HA-113230R
InF-3x-HA-113230Seq
InF-3x-HA -115475F

CTCGACCCCGGGATGGTACCATGGGAAGTATAACT
GATATTCCATCCTAGGTTGTGTTGAATAAGCAAA
GTGGAAATCCAGGACATAGAAATCCACCACC
CTCGACCCCGGGATGGTACCATGGAAGAACCATGT
GATATTCCATCCTAGGTGCTGGATAATATGG
GCTTCAAGATTAAAGGCAAGTAGATTAAAAGCACC
CTCGACCCCGGGATGGTACCATGGAAAAAGATCC
GATATTCCATCCTAGGACTATTACTTAATAAAGAT
GTGATACAAGTCAAAGTGGAAATATGTTAATAGG
CCCCGGGATGGTACCATGGAAGAAGAGGATITG
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InF-3x-HA-115475R TTTACTCATCCTAGGTCCTGAACTACTCTGGGAAGAAGCTTG

2.1.9 Restriktionsendonukleasen

Tabelle 5: Liste der verwendeten Restriktionsendonukleasen

Name Erkennungssequenz Hersteller

Avrll 5...C | CTAGG...3’ New England BioLabs, USA
3..GGATCTC...5

Kpnl 5...GGTAC|C...3’ New England BioLabs, USA
3"...C 1 CATGG...5

Xhol 5...C | TCGAG...3’ New England BioLabs, USA
3..GAGCTTC...5

2.1.10 Synthetische VIR-Gene

PVX_000020 wurde durch spezifische Oligonukleotide in einer Vorstudie direkt aus
einem P. vivax-Isolat mittels PCR amplifiziert.

Die synthetischen vir-Gene povx_050690, pvx_060690, pvx_093715, pvx_101560,
pvx_113230 und povx_115475 wurden von invitrogen GeneArt Synthesis (Thermo Fisher
Scientific, USA) hergestellt. Die anschlieSende Klonierung in den pARL1-Vektor erfolgte
mittels InFusion-Technik. Als Vorlage wurde P. vivax Sal-I verwendet.

Die synthetischen vir-Gene PVX_068690, pvx_077695, pvx_081850, puvx_096925,
pvx_097525 und povx_107235 wurden von der Firma GenScript (USA) synthetisiert. Des

Weiteren wurde die Klonierung der vir-Gene in den pARL1-3xHA-Vektor ebenfalls von dieser

Firma durchgefiihrt.

2.1.11 Puffer, Medien und andere Losungen

Die in dieser Arbeit verwendeten Losungen wurden vor ihrer Verwendung entweder steril

filtriert oder autoklaviert.
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2.1.11.1 P. falciparum-Zellkultur
RPMI mit Albumax II (Komplettmedium)

RPMI 15,87 g/L
Natriumbicarbonat 1g/L
D-(+)-Glucose-Monohydrat 2 g/L
Albumax II 5¢g/L
Hypoxanthin 0,028 g/L
(Gelost in 5 mL, 1IN NaOH)
Gentamycin 0,2 g/L
Add 1L Aqua dest.; pH 7,2

Malaria Freezing Solution (MES)

D-Sorbitol 30 g/L
NacCl 6,5 g/L
Add 1L Aqua dest.

Glycerol (autoklaviert) 280 mL/L
90 %ige Percolllosung
Percoll-Stocklosung 45 mL
10x PBS 5mL
WR99210 Stocklésung

WR99210 20 mM
In 1 mL DMSO

Vor Verwendung 1:1000 der WR99210-
Stocklosung in RPMI mit Albumax II
Blut (sterile, humane Erythrozyten,

Blutgruppe 0+)

10x PBS fiir die P. falciparum Zellkultur

NaCl 1,37M
KCl 28,6 mM
Na:HPOs (wasserfrei) 80,6 mM
KO2POs 14,7 mM
Add 1L Aquadest.; pH 7,4
Synchronisierungslésung

(5 %iges D-Sorbitol)

D-Sorbitol 25 g/L
Add 500 mL Aqua dest.

Malaria Thawing Solution (MTS)
NaCl 35g/L
Add 1L Aqua dest.

60 %ige Percolllosung

90 %ige Percolllosung 6,7 mL
D-Sorbitol 08¢g
Zellkulturmedium 3,3 mL
Bindungsmedium

RPMI 1640 16,4 g/L
Glucose (wasserfrei) 20 g/L
Add 1L Aqua dest.; pH 7,2
Giemsa-Firbelosung
Giemsa-Stocklosung 10 %

Add 100 mL Aqua dest.
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2.1.11.2 CHO-Zellkultur

Zellkulturmedium (Komplettmedium)

Ham’s F12 mit L-Glutamin und 25 mM

HEPES 500 mL
Fetales Kalberserum 50 mL
(inaktiviert bei 56 °C fiir 45 min)
Penicillin/Streptomycin Mix 5 mL
(100x)

Einfrierlosung fiir CHO-Zellen
CHO-Zellkulturmedium 45 mL
DMSO (10 % - steril) 5mL

2.1.11.3 Puffer und Lésungen
50x TAE-Puffer
Tris (pur) 2M
Natriumacetate 250 mM

Na2-EDTA (wasserfrei) 100 mM

Add 2 L Aqua dest.

TE-Puffer

Tris-HCl (pH 8,0) 10 mM
EDTA 1 mM

Stripping-Puffer

Glycin pH 2,5 02M

DTT 50 mM
Tween20 0,05 % (v/v)
LB-Medium

LB-Medium (Lennox) 20 g/L

Add 1L Aqua dest.

10x PBS fiir die CHO-Zellkultur

NaCl 1,37 M
KCl 27 mM
Na:HPOs (wasserfrei) 101 mM
KH2POx 18 mM

Add 1L Aquadest.; pH 7,4

TB-Puffer

NazPOs 90 mM
KCl 5 mM
CaCl 0,15 mM
HEPES 50 mM
pH7,3

10x TBS

Tris-HCl pH 7,5 05M
NaCl 1,5M
10x TBE

Tris 892 mM
Borsaure 890 mM
Na:EDTA, pH 8,0 20 mM
LB-Agar

LB-Agar (Lennox) 35 g/L
Add 1L Aqua dest.
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10x Kathodenpuffer

Tris 0,1M
Tricin 0,1M

SDS 0,1 % (w/v)
pH 8,25

Coomassie-Farbel6sung
Methanol 45 % (v/v)
Eisessig 10 % (v/v)
Coomassie Billiant Blue R 0,05 % (w/v)

ECL-Losung A

Tris-HC1 pH 8,6 100 mM
Luminal 50 mg
Add 200 mL Aqua dest.

SDS-PAGE-Sammelgelpuffer

Tris-Pure 0,5M
SDS 0,4 % (W/v)
pH 6,8

10x SDS-Elektrophoresepuffer

SDS 1 % (w/v)
Tris 250 mM
Glycin 1,92 M
Weiser Puffer

Na:HPOx 218¢g
KH2HPO4 098¢

Add 2L Aqua des.; pH 7,0

TBS-Tween
0,05 % Tween20 (v/v) in 1x TBS

10x Anodenpuffer
Tris 02M

pH 89

Coomassie-Entfarbel6sung

Methanol 45 % (v/v)
Eisessig 10 % (v/v)
Aqua dest. 45 % (v/v)
ECL-Lésung B

DMSO 10 mL

Parahydroxycoumarinsdure 11 mg

SDS-PAGE-Trenngelpuffer

Tris-Pure 1,5M
SDS 0,4 % (W/v)
pH 88

2x Laemmli-Puffer

Tris-HCl1 pH 6,8 100 mM
SDS 4 % (w/v)
Glycerol 20 % (v/v)
Bromphenolblau 0,02 % (w/v)

Vor Gebrauch Zugabe von 100 mM DTT

10x Transferpuffer

Glycin 960 mM
Tris pH 8,3 125 mM
SDS 0,2 % (w/v)

Vor Gebrauch 20 % Methanol (v/v) zugeben
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2.1.12 E. coli-Stamme
E. coli Stella-Zellen (Takara Bio. Inc., Japan)
One Shot™ TOP10 E.coli (Invotrogen, USA)

2.1.13 P. falciparum-Stamme

3D7-Stamm (AG Spielmann, BNITM, Hamburg)

2.1.14 CHO-Zelllinien

Name Vektor Konjugat
CHO-745-AcGFP-Klon3 pAcGFP-N1 -
CHO-745-CD36-AcGFP-Klon3 pPAcGFP-N1 CD36

CHO-745-ICAM-1-AcGFP pAcGFP-N1 ICAM-1
CHO-VCAM-1-AcGFP pAcGFP-N1 VCAM-1
CHO-745-P-Selektin-AcGFP-Klon4 pAcGFP-N1 P-Selektin

2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Plasmodium falciparum Zellkultur

2.2.1.1 Kultivierung von P. falciparum

Die Kultivierung des Laborstamms P. falciparum 3D7-BNI erfolgte in Petrischalen mit
einem Volumen von 5 mL, 10 mL oder 20 mL. Als Kulturmedium wurde RPMI 1640 mit 0,5 %
Albumax II verwendet. Der Hamatokritwert betrug 5 %, verwendet wurde Blut mit der
Blutgruppe 0+. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C und einer Gaszusammensetzung von 1 %
Sauerstoff, 5 % Kohlendioxid und 94 % Stickstoff. Das Medium wurde mindestens jeden

dritten Tag gewechselt, bei einer Parasitimie von > 5 % erfolgte der Wechsel taglich.

2.2.1.2 Giemsa-Farbung

Fiir die Bestimmung der Parasitimie sowie des Entwicklungsstadium des Parasiten,
wurden Ausstriche angefertigt, luftgetrocknet, ca. 20 Sekunden in Methanol fixiert und
anschlieffend fiir mindestens 10 min in einer 10 %igen Giemsaldsung angefarbt. Im Anschluss
wurde die Farbelosung abgewaschen, die Ausstriche luftgetrocknet und mittels eines

Lichtmikroskops untersucht.
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2.2.1.3 Synchronisierung von P. falciparum mittels Sorbitol

Um die P. falciparum-Kultur zu synchronisieren, wurde der Zuckeralkohol Sorbitol
verwendet. Dafiir wurde die Kultur fiir 5 min bei 800 x g zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Sediment mit dem 6-fachen Volumen in vorgewarmten 5 %igen Sorbitol
resuspendiert. Die Kultur wurde fiir 5 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert und regelmaflig
geschiittelt. Im Anschluss wurde fiir 5 min bei 800 x g zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und das Sediment einmal mit Kulturmedium gewaschen. Die weitergehende

Kultivierung erfolgte wie in Kapitel 2.2.1.1 beschrieben.

2.2.1.4 Anreicherung der Parasiten mittels MACS-Saule

P. falciparum nutzt u.a. das in den Erythrozyten enthaltene Hamoglobin als
Nahrstoffquelle. Dabei wird dieses zu Hamozoin degradiert, welches Fe(IlI) enthalt. Dieses ist
magnetisch und ermdoglicht eine Anreicherung der reiferen Parasitenstadien mittels eines
Magneten. In dieser Arbeit wurde ein Vario MACS™ Magnet der Firma Miltenyi Biotec
verwendet. Die P. falciparum Kultur hatte mindestens eine Parasitimie von 5 % und ein
Volumen von 40 mL. Am Magneten wurde eine MACS CS-Sédule befestigt, die iiber einen
Dreiwegehahn mit einer Kaniile (0,8 mm) sowie einer 20 mL-Spritze verbunden war. Fiir die
Aquilibrierung der Sdule wurde entweder PBS/ 1% BSA (Kontrolle der
Oberflachenlokalisation mittels Trypsin-Behandlung, Kapitel 2.2.1.9) oder auf 37 °C
vorgewdarmtes Bindungsmedium (Bindungsexperimente unter Flussbedingungen, Kapitel
2.3.13) verwendet. Die Spritze wurde mit der entsprechenden Losung befiillt und die Saule
durch vorsichtiges Auf- und Abziehen der Spritze dquilibriert, wobei alle Luftblasen entfernt
wurden. Die Durchflussgeschwindigkeit wurde auf ca. 1 Tropen pro Sekunde eingestellt und
anschliefiend die Parasitenkultur auf die Sdule geladen. Nach Durchfluss der Kultur wurde
die Sdule mit 50 mL der entsprechenden Losung (PBS/1 % BSA oder Bindungsmedium)
gewaschen, ohne dass die Sdule trocken lief. Vor der Elution der reifen Parasiten wurde die
Saule vom Magneten gel6st, um 180° gedreht und mit der Offnung in ein Zentrifugenréhrchen
(50 mL) gehalten. Fiir die Elution wurde das in der Spritze verbliebene Volumen (20 mL) in
die Sdule injiziert. Zur Kontrolle der Qualitdt wurde eine Giemsa-Farbung durchgefiihrt und

fiir die Quantitat eine Zellzahlbestimmung in einer Neubauer-Zahlkammer.
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2.2.1.5 Anreicherung der Parasiten mittels Percoll-Gradient

Neben der Anreicherung der Parasiten mittels MACS-Saule ist es auch moglich diese
mittels eines Percoll-Gradienten aufzutrennen. Dabei ist es moglich, nach Trophozoiten,
Schizonten, Merozoiten und Zelltrimmern zu selektionieren. Fiir die Transfektion von
P. falciparum mittels Elektroporation (Kapitel 2.2.1.6) wurden Schizonten benétigt. Diese
befinden sich nach dem Zentrifugieren zwischen den beiden Phasen. Dafiir wurden 4 mL einer
60 %igen Percoll-Losung langsam am Rand in ein Zentrifugenrohrchen (15 mL) pipettiert. Die
Kultur (Parasitdmie > 5 %) wurden in 8 mL Kulturmedium resuspendiert und vorsichtig auf
die Percoll-Losung gegeben. Anschlieflend wurde fiir 6 min bei 2000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde bis 1 cm iiber der braunlichen Phase abgenommen und dann die braune
Phase vollstindig in eine neues Zentrifugenrohrchen {iiberfiihrt. Nachfolgend wurde die
Percoll-Losung durch 1x Waschen mit Kulturmedium entfernt. Der Uberstand wurde fast
vollstandig verworfen und das Sediment mit den isolierten Schizonten wurde fiir die

Transfektion verwendet (Kapitel 2.2.1.6).

2.2.1.6 Transfektion von P. falciparum mittels Elektroporation

Mit der Transfektion wird der Prozess bezeichnet, bei dem Fremd-DNA in eine
eukaryotische Zelle eingebracht wird. In dieser Arbeit wurde das Protokoll fiir die
Transfektion von zirkuldaren Plasmiden in den Kern von P. falciparum nach Moon und Kollegen
verwendet (Moon et al. 2013). Fiir die Transfektion wurden 50 pg Plasmid-DNA in 10 uL TE-
Puffer resuspendiert und mit 90 puL TB-Puffer verdiinnt. Von den isolierten Schizonten
wurden 15 pL zu der verdiinnten Plasmid-DNA, gemischt und in eine 0,2 cm
Transfektionskiivette iiberfiihrt. Die Elektroporation erfolgte bei 310 V und 950 uF mit Hilfe
des Nucleofector™ 2b Device der Firma Lonza, Schweiz. Im Anschluss wurde die
Zellsuspension in ein 1,5 mL-Reaktionsgefafs, welches vorher mit 500 puL vorgewarmten
Kulturmedium und 300 pL frischem Blut (0+) befiillt worden ist, tiberfiihrt und fiir 30 min bei
37 °C und 650 rpm auf einem Schiittler inkubiert. Danach wurde die Zellsuspension in 5 mL
aufgenommen und in eine Petrischale {iberfiihrt. Die weitere Kultivierung erfolgte wie in

Kapitel 2.2.1.1 beschrieben. Der Selektionsmarker wurde nach 24 h hinzugegeben.
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2.2.1.7 Einfrieren von P. falciparum-Dauerstabilaten

Fiir die Herstellung von Dauerstabilaten wurde eine Parasitenkultur verwendet, die
eine moglichst hohe Parasitamie (Ringstadium) aufwies. Diese wurde fiir 5 min bei 800 x g
zentrifugiert und anschlieBend der Uberstand verworfen. Das Sediment wurde in dem
4-fachen Volumen vorgewarmter Malaria freezing solution (MES) resuspendiert und dann in ein
Kryorohrchen {iberfiihrt. Das Einfrieren erfolgte unter kontrollierten Bedingungen (1 °C pro

Minute) tiber Nacht bei -80 °C. Die langfristige Lagerung erfolgte in fliissigem Stickstoff.

2.2.1.8 Auftauen von P. falciparum-Dauerstabilaten

Um die Dauerstabilate aufzutauen wurden diese im 37 °C-Wasserbad erwarmt.
Anschliefend wurde die Zellsuspension in ein Zentrifugenréhrchen (15 mL) tiberfithrt und
das Kryordhrchen mit der gleichen Menge vorgewarmten Malaria Thawing Solution (MTS)
nachgespiilt und ebenfalls in das Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt. Die Kultur wurde 5 min bei
800 x g zentrifugiert und der Uberstand vollstandig abgenommen. Das Sediment wurde
anschliefend zweimal mit je 1 mL MTS gewaschen. Dann wurde das Sediment in 5 mL

Kulturmedium resuspendiert und unter Standardbedingungen kultiviert.

2.2.1.9 Kontrolle der Oberflachenlokalisation mittels Trypsin-Behandlung

Um zu iberpriifen, ob die untersuchten VIR-Proteine an der Oberfliche der iE
lokalisieren, wurden ein tryptischer Verdau der Oberflichenproteine durchgefiihrt. Trypsin
ist eine Protease, die Peptidbindungen selektiv nach den basischen Aminosauren Lysin und
Arginin spaltet. Bei einer anschlieffenden Western Blot-Analyse kann dann ein moglicher
Unterschied in der Signalintensitdt zwischen Kontrolle und mit Trypsin behandelter Probe
nachgewiesen werden.

Per MACS angereicherte Parasiten (Kapitel 2.2.1.4) wurden dreimal mit 1x PBS
gewaschen und die Zellen in 1x PBS so resuspendiert, dass sich eine Zellzahl von 1x10°
Zellen/uL ergab. In allen nachfolgenden Schritten wurde die Fliissigkeitsmenge immer so
gewahlt, dass die Zellzahl 1x10¢ Zellen/uL betrug. Dann wurde die Probe gleichmaflig auf
zwei 1,5 mL Reaktionsgefafie verteilt. Die eine Probe wurde 10 min bei 2000 x g und 4 °C
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Sediment in PBS versetzt mit 1 mg/mL
Trypsin resuspendiert. Anschliefend wurde die Probe 30 min bei 37 °C inkubiert. Die
Reaktion wurde mit Trypsininhibitor (2 mg/mL in PBS) gestoppt (5 min, auf Eis).

Wahrenddessen wurde die zweite Probe die ganze Zeit auf Eis gelagert. Alle nachfolgenden
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Schritte wurden fiir beide Proben gleich durchgefiihrt. Die Proben wurden 10 min bei 4 °C
und 2000 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Sediment in HEPES-Puffer (pH
7,2) resuspendiert. Anschlieflend wurden die Proben in fliissigem Stickstoff eingefroren und
bei 37 °C im Heizblock wieder aufgetaut, dies erfolgte dreimal. Im Anschluss wurden die
Proben 10 min bei 4 °C und 8000 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Sediment
dreimal mit PBS gewaschen. Danach wurde die Probe in 2x Lammli-Puffer resuspendiert und
fiir 5 min bei 95 °C inkubiert. Nach dem Abkiihlen wurde die Probe mit Proteinase-
Inhibitorenmix M (100x) versetzt, aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C

gelagert.

2.2.2 CHO-Zellkultur

2.2.2.1 Kultivierung von CHO-Zellen

Fiir die CHO-Zellen wurden zwei verschiedene Gewebekulturflaschen verwendet, die
sich hinsichtlich ihrer Grundflache unterschieden (T25 = 25 cm?; T75 =75 cm?), aber beide fiir
adhdrent-wachsende Zellen geeignet sind. Fiir die T25-Flasche wurden 5 mL Kulturmedium
verwendet und fiir die T75-Flasche 15 mL, die Inkubation erfolgte bei 37 °C und 5 % COs=. Das
Wachstum der Zellen (Konfluenz) wurde mit einem Inversmikroskop kontrolliert und um die
Vitalitdt zu erhalten spatestens jeden dritten Tag verdiinnt. Dafiir wurde das verbrauchte
Kulturmedium abgenommen und die Zellen mit vorgewadrmten 1x CHO-PBS gewaschen. Um
die Zellen abzuldsen wurde Accutase auf diese gegeben (T25-Flasche = 300 uL; T75-Flasche =
1000 pL) und fiir 5 min bei 37 °C inkubiert. Anschlieflend konnten die Zellen durch leichtes
Klopfen abgelost werden und die Accutase wurde mit Kulturmedium inhibiert. Die
Verdiinnung erfolgte in Abhangigkeit der Konfluenz und betrug zwischen 1:2 und 1:30. Die
Flaschen wurden wieder mit frischem Kulturmedium aufgefiillt und zu transgenen CHO-

Zelllinien Neomycin (G418; 50 mg/mL; Endkonz. 0,7 mg/mL) gegeben.

2.2.2.2 Einfrieren von CHO-Dauerstabilaten

Fiir die Herstellung von Dauerstabilaten wurden Zellkulturflaschen verwendet, die
eine moglichst hohe Konfluenz an CHO-Zellen aufwiesen. Die Zellen wurden wie oben
beschrieben mit Accutase abgelost, in 5 mL (T25), bzw. 10 mL (T75) Zellkulturmedium
resuspendiert, zentrifugiert (5 min, 300 x g) und der Uberstand verworfen. In Abhingigkeit
von der Grofle des Sediments wurde dieses in 3 — 8 mL CHO-Einfrierlosung resuspendiert
und als 1 mL Aliquots in Kryorohrchen eingefroren. Das Einfrieren bei -80 °C erfolgte in
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speziellen Behdltern, die eine langsame Abkiihlung bewirken (1 °C pro Minute), fiir die
Langzeitlagerung wurden die Zellen anschliefiend in Behalter mit fliissigem Stickstoff

uberfuhrt.

2.2.2.3 Auftauen von CHO-Dauerstabilaten

Die Dauerstabilate wurden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Der Inhalt des
Kryorohrchens wurde vollstiandig in ein Zentrifugenréhrchen (15 mL) tiberfiihrt und mit 1 mL
vorgewarmten Kulturmedium nachgespiilt. Das Zentrifugenrohrchen wurde dann auf 10 mL
mit Kulturmedium aufgefiillt und fiir 2 min bei 300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Sediment in 5 mL Kulturmedium resuspendiert, in eine T25-Kulturflasche
iiberfiihrt und transgene CHO-Zelllinien mit Neomycin versetzt. Die Kultur wurde dann nach

Standardbedingungen kultiviert.
2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)
Die DNA-Amplifikation wurde mittels PCR durchgefiihrt. Im Nachfolgenden ist der

Reaktionsansatz fiir 20 pL aufgefiihrt:

DNA-Matrize 1 uL
Oligonukleotide forward (10 uM) 2 uL
Oligonukleotide reverse (10 uM) 2 uL
dNTPS (je 2,5 puL) 2 uL
5x Green Go Taq Flexi Buffer 4 uL
MgCl: (25 mM) 1,5 uL
Go Tag DNA-Polymerase (5 U/ puL) 0,2 uL
Nuklease-freies Wasser 7,3 uL
Gesamtvolumen 20 pL

Die verwendeten Temperaturen und Zeiten fiir die einzelnen PCR sind in der nachfolgenden

Auflistung aufgefiihrt.
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Parameter der PCR fiir PVX_115475. Parameter der PCR fiir PVX 060690,
PVX101560 und PVX_113230.

95 °C 2 min 95 °C 2 min

95 °C 45 sek 95 °C 45 sek

56 °C 30 sek 30 Zyklen 56 °C 30 sek 30 Zyklen
68 °C 1 min 10 sek 68 °C 2 min 10 sek

72 °C 10 min 72 °C 10 min

2.3.2 Restriktionsverdau

Mittels des Restriktionsverdaus wurde iiberpriift, ob das in den pARL1-Vektor ligierte
DNA-Fragmente die korrekte Grofie aufwies und die Klonierung erfolgreich war. Dafiir
wurden Enzyme der Firma New England Biolabs GmbH verwendet. Im nachfolgenden ist der

Reaktionsansatz aufgefiihrt:

pARL1-Vektor mit Zielgen 2 uL
Enzym 1 1 uL
Enzym 2 1 uL
10x CutSmart Buffer 1 uL
Nuklease-freies Wasser 5uL
Gesamtvolumen 10 uL

Verwendet wurden folgende Restriktionsenzyme in Kombination:
e Kpnl+Avrll (Zielgen)
e Kpnl+Xhol (Zielgen +3x-HA-Tag)
Die Reaktionen fanden bei 37 °C im Heizblock fiir 1,5 h. Sollte der Vektor im Anschluss fiir

die Ligation verwendet werden, erfolgte die Reaktion iiber Nacht.

2.3.3 Agarosegel-Elektrophorese

Bei der Agarosegel-Elektrophorese werden DNA-Fragmente auf Grund ihrer Grofie
aufgetrennt, in dieser Arbeit erfolgte dies zu analytischen und praparativen Zwecken. Die
Agarose wurde in TAE-Puffer gelost, wobei dessen Konzentration in Abhangigkeit der

erwarteten Fragmentgrofle entweder 1 % oder 2 % (w/v) betrug. Fiir die spétere Visualisierung
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unter UV-Licht wurde die Agarose mit Ethidiumbromid (0,1 pug/mL) versetzt. Die Proben
wurden mit 6x Ladepuffer (Thermo Fischer Scientific, USA) versetzt. In jede Vertiefungen des
Gels wurde eine Probe pipettiert, zusatzlich dazu in einer weiteren Spur der Marker GeneRuler
1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fischer Scientific, USA). Als Laufpuffer wurde 1x TAE
verwendet und eine Spannung von 100 Volt an das Gel angelegt. Die Laufzeit variierte nach

Konzentration der Agarose, sowie nach der Grofse des DNA-Fragments.

2.3.4 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Bei dieser Methode wird die in einem Agarosegel aufgetrennte DNA aus dem Gel
extrahiert, wobei unerwiinschte Nebenprodukte oder Enzyme im Gel verbleiben. Die
Extraktion von DNA aus einem Agarosegel erfolgte mit Hilfe des Kits NucleoSpin PCR and Gel

Clean-Up (Macherey-Nagel, Diiren) nach Herstellerangaben.

2.3.5 Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Mit Hilfe der Sequenzierung wurde iiberpriift, ob das DNA-Fragment die korrekte
Nukleotidsequenz aufweist oder es beispielsweise wahrend der PCR zu einer Mutation oder
Deletion kam. Dafiir wurden 12 pL Vektor (pARL1_3x-HA + Zielgen) mit 3 pL eines fiir die
Sequenzierung geeigneten Oligonukleotids in einem 1,5 mL Reaktionsgefafs vermischt. Die
Sequenzierung wurde durch die Firma Microsynth AG, Schweiz nach Sanger durchgefiihrt.
Nach Erhalt der Daten wurden diese mit Hilfe des Programms MacVector (Vers. 13.5.5 (39))

mit der Originalsequenz verglichen.

2.3.6 Ethanolfillung

Da fiir die Transfektion von P. falciparum eine definierte Menge an DNA (50 ug)
benétigt wurde, musste diese mittels Ethanol prazipitiert und in 10 uL TE-Puffer
resuspendiert werden. Mit Hilfe der DNA-Konzentration wurde errechnet, welches Volumen
vom Groflansatz eingesetzt werden musste. Dazu wurde 1/10 Volumen 3 M Natrium-Acetat,
pH54 und das dreifache Volumen 100 % Ethanol dazu gegeben und gut vermischt.
Anschliefend wurde die Probe 10 min bei 14 000 x g zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Zum Sediment wurde 50 pL 70 %iger Ethanol gegeben und erneut fiir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Sediment luftgetrocknet.
Anschlieffend wurden 10 uL TE-Puffer dazu gegebenen und bis zur Verwendung bei -20 °C

gelagert.
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2.3.7 Klonierung mittels InFusion-Technik
Fiir dieses Experiment wurde das InFusion HD Cloning Kit der Firma Takara Bio Inc.,
Japan verwendet. Es wurde das beiliegende Protokoll verwendet, jedoch wurde nur die Halfte

des angegebenen Ansatzes verwendet.

2.3.8 Transformation

Bei der Transformation wird fremde Plasmid-DNA mittels eines Hitzeschocks in einen
chemisch-kompetenten E. coli-Stamm eingebracht. Verwendet wurden die E. coli-Zellen, die
dem InFusion HD Cloning Kit beilagen, sowie das Plasmid, welches mittels InFusion-Technik
hergestellt worden ist. Die Bakterien wurden auf Eis aufgetaut, 50 uL in ein frisches 1,5 mL-
Reaktionsgefafs tiberfiihrt und mit 2,5 uL des InFusion-Ansatzes vermischt. Die Suspension
wurde fir 30 min auf Eis inkubiert, anschlieflend fiir 45 sek in einen 42 °C warmen Heizblock
gestellt und abschlieflend wieder fiir 5 min aus Eis gelagert. Zu der Suspension wurden dann
500 pL vorgewdarmtes SOK-Medium gegeben und 1 h bei 37 °C und 800 rpm im Heizblock
inkubiert. Danach wurde die Probe 1 min bei 12 000 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen
und das Sediment in 100 uL LB-Medium resuspendiert. Davon wurden 25 uL auf eine LB-
Platte ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Als Selektionsmarker wurde das
Antibiotikum Ampicillin verwendet, da der pARL1-Vektor eine Ampicillinresistenz

vermittelt.
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2.3.9 Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Zu analysierende Proteine wurden auf Grund ihrer Masse in einem Polyacrylamid-Gel

aufgetrennt. In Tabelle 6 ist die Zusammensetzung der Gele aufgelistet.

Tabelle 6: Zusammensetzung der unterschiedlichen Trenn- und Sammelgele zur Gréentrennung von Proteinen mittels SDS-
PAGE und Tricin-Gelen.

SDS-PAGE Tricin-Gel
6 %iges 10 %iges 12 %iges 5 %iges Trenngel Sammelgel

Trenngel Trenngel Trenngel Sammelgel

Wasser 6,22 4,65 39 3,05 0,5 3,20
30 % Acrylamid 2K
2,25 3,25 4,5 0,65 - -
Mix 37,5:1 (mL)
30 % Acrylamid 2K
- - - - 3,25 -
Mix 49:1 (mL)
30 % Acrylamid 2K
- - - - - 0,65
Mix 32:1 (mL)
Glycerin (mL) - - - - 1,5 -
SDS-
Trenngelpuffer 2,82 2,82 2,82 - - -
pH 8,8 (mL)
SDS-
Sammelgelpuffer - - - 1,25 - -
pH 6,8 (mL)
3x Gelpuffer
. ] _ ; 2,25 1,15
pH 8,45 (mL)
25 % APS (uL) 75 75 75 25 25 25
TEMED (uL) 15 15 15 5 7,5 7,5
Fiir die Analyse von Proteinen mit einer erwarteten Masse von unter 40 kDa wurden
Tricin-Gele verwendet, bei allen anderen Proteinen wurde ein 6 %, 10 % oder 12 %ige SDS-
Polyacrylamid-Gele (SDS PAGE) verwendet. Zu den vorher erzeugten Proben (Kapitel 2.2.1.9)
wurden 100 mM DTT (1IM) gegeben und fiir 5 min auf 95 °C erhitzt. Die SDS-PAGE erfolgte
in 1x SDS-Elektrophoresepuffer. Je verwendetes Gel wurde eine Stromstirke von 20 mA

verwendet bis die Lauffront das Sammelgel durchwandert hat, dann wurde die Stromstarke

auf 40 mA je Gel erhoht.
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2.3.10 Western Blot-Analyse

Mittels der Western Blot-Analyse und unter zu Hilfenahme von spezifischen
Antikorpern kann ein bestimmtes Protein detektiert werden. Dafiir wurden elektrophoretisch
getrennte Proteine (Kapitel 2.3.9) mit 1x Transferpuffer auf eine Nitrozellulose-Membran
transferiert. Dies erfolgte bei einer Stromstarke von 400 mA, die Zeit variierte zwischen 1 und
2 h, in Abhéngigkeit der Proteinmasse. Ob der Transfer erfolgreich war, konnte mittels des
Prestained Protein Ladder (Thermo Fischer) iiberpriift werden. Alle nachfolgenden Schritte
erfolgten in einem Zentrifugenrohrchen (50 mL) auf einem Rollschiittler. Um unspezifische
Bindungen zu verhindern, wurde die Membran fiir 30 min in 5 % Milchpulver (1x TBS-Puffer)
inkubiert. Der primére Antikorper, gelost in TBS/5 % Milchpulver wurde tiber Nacht bei 4 °C
zusammen mit der Membran. Nach drei zehnminiitigen Waschschritten mit 1x TBS-Tween 20
erfolgte die Inkubation mit dem HRP-gekoppelten Zweitantikorper fiir 2h bei RT. Im
Anschluss wurde die Membran zwei fiir 10 min mit 1x TBS-Tween 20 gewaschen, sowie
einmal abschlieflend fiir 10 min nur mit TBS. Fiir die Entwicklung mit ECL-Losung wurden 5
mL ECL-Losung A mit 500 uL ECL-Lésung B und 1,5 puL 30 %igem H:0: vermischt und fiir
2 min bei RT auf die Membran gegeben. Das Chemolumineszenz-Signal wurde mit einem
Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare, USA) detektiert. Sollte die Membran fiir eine
weitere Antikorper-Analyse verwendet werden, wurde die Membran zweimal in Stripping-
Puffer bei 55 °C fiir 1 h inkubiert, dazwischen und am Ende dreimal mit 1x TBS gewaschen.
Nach erneuter Blockierung der Membran mit 1x TBS/5 % Milchpulver konnte ein neuer

Primdrantikorper auf die Membran gegeben werden.

2.3.11 Immunfluoreszenzanalyse

Bei der Immunfluoreszenzanalyse (IFA) werden mit einem Fluoreszenzfarbstoff
konjugierte Antikorper verwendet, um Proteine innerhalb einer fixierten Probe im
Fluoreszenzmikroskop zu visualisieren. Dabei wurden in diesem Versuchsaufbau zwei
verschiedene Proteine gleichzeitig lokalisiert, wobei darauf geachtet wurde, dass die beiden
Erstantikorper aus verschiedenen Organismen kamen und die Zweitantikérper mit zwei
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert waren. Die verwendeten Antikorper mit der
jeweiligen Verdiinnung in 1x PBS/1 % BSA sind in Tabelle 1 und Fehler! Verweisquelle
konnte nicht gefunden werden. aufgefiihrt. Fiir den IFA wurden Ausstriche der jeweiligen

Parasitenkultur angefertigt, luftgetrocknet und anschlieffend fiir 30 min bei RT in Aceton
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fixiert. Mittels eines Silikonstiftes (DakoCytomation, USA) wurde der Ausstrich in vier
gleichgrofie Felder aufgeteilt. Jedes einzelne Feld wurde mit 100 pL 1x PBS 10 min rehydriert
und anschlieflend 60 pL der jeweiligen Primdrantikorperlosung, verdiinnt in 1x PBS/1% BSA
auf jedes Feld gegeben. Die Inkubationsdauer betrug 2 h in einer abgedunkelten feuchten
Kammer. Danach wurde die Losung abpipettiert und dreimal fiir je 10 min mit PBS auf einem
Tischschiittler gewaschen. Anschliefend wurde auf jedes Feld der entsprechende
Zweitantikorper verdiinnt in 1x PBS/1% BSA gegeben und zusétzlich noch der Kernfarbstoff
Hoechst 33342 (1:500). Die Inkubationsdauer des Zweitantikorpers betrug 1 h, ebenfalls in
einer abgedunkelten feuchten Kammer. Nach der Inkubation wurde der Ausstrich wie vorher
beschrieben gewaschen, auf jedes Feld ein kleiner Tropfen MOWIOL gegeben und mit einem
Deckglas bedeckt. Die Ausstriche wurden getrocknet und bis zur Auswertung im
Kiihlschrank gelagert. Fiir die Mikroskopie wurde das Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axioskop
M1 mit einer 100x/1,4 Immersionsollinse verwendet, sowie eine Hammatsu Orca C4742-95
Kamera und das Zeiss Axiovision Programm. Fiir die Bildbearbeitung wurde das Programm

Image] (National Institute of Health, USA) verwendet.

2.3.12 Bindungsexperimente unter statischen Bedingungen

Mit dieser Methode ist es moglich, eine quantitative Aussage dariiber treffen zu
konnen, in welchem Umfang die Plasmodien-Parasiten an einen spezifischen Rezeptor binden.
Als Rezeptoren wurden entweder CD 36 oder ICAM-1 verwendet, die von transgenen CHO-
Zellen synthetisiert wurden. Gekoppelt waren diese Proteine mit einem GFP, wodurch es
moglich war, die korrekte Proteinherstellung in den Zellen wunter einem
Fluoreszenzmikroskop zu kontrollieren. Als Negativkontrolle wurde eine CHO-Zelllinie
verwendet, die mit einem Vektor transfiziert worden ist, in dem sich nur das gfp-Gen, aber
kein Rezeptorgen befand (CHO-GFP). Fiir dieses Experiment wurde eine hoch synchronisierte
Parasitenkultur verwendet, bei der die Parasiten ein Alter zwischen 28 und 30 Stunden
aufwiesen. 48 h vor dem Bindungsexperiment wurden die CHO-Zellen als Triplikat in einer
Platte mit 24 Vertiefungen ausgesat. Das Volumen pro Vertiefung betrug, falls nicht anders
angegeben, 500 uL. Dabei befand sich in jeder Vertiefung ein rundes Deckglaschen, welches
30 min mit 1 % Gelatine gel6st in 1x PBS tiberschichtet wurde. Zusatzlich wurde pro Parasiten-
Zelllinie noch eine T25-Flasche mit CHO-GFP-Zellen ausgesat (Praabsorptionsflasche). Die

Zellzahl pro Vertiefung betrug 1,5x10* Zellen, resuspendiert in Bindungsmedium. Am Tag des
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Bindungsversuchs wurde die Parasitimie, sowie die Zellzahl der Plasmodien bestimmt und
diese in Bindungsmedium so verdiinnt, dass die Parasitdamie 5 % betrug. Zusatzlich wurde
noch frisches Blut hinzu gegeben, so dass der Hamatokritwert bei 1 % lag. Die Losung wurde
30 min bei 37 °C inkubiert. 10 min vor Ablauf der Inkubationszeit wurden die
Praabsorptionsflaschen mit 4 mL Bindungsmedium gewaschen, fiir 5 min bei 37 °C inkubiert
und das Medium anschliefSend wieder abgesaugt. Dann wurden die Parasiten in die Flasche
gegeben und fiir 1 h bei 37 °C inkubiert, wobei die Flasche alle 15 min vorsichtig geschwenkt
wurde. Nach 45 min wurde das Medium aus den Platten mit den CHO-Zellen abgesaugt und
diese mit Bindungsmedium fiir mind. 5 min bei 37 °C inkubiert. Nach einer Stunde wurden
die praabsorbierten Parasiten in die jeweiligen Vertiefung mit den CHO-Zellen gegeben und
fiir 1 h bei 37 °C inkubiert, wobei wieder alle 15 min die Platte vorsichtig geschwenkt wurde.
Wahrend der Inkubationszeit wurde eine neue Platte vorbereitet, in die pro Vertiefungen 600
uL Bindungsmedium pipettiert wurden. Diese Platte wurde in einem 45 ° Winkel fixiert.
Danach wurden die Deckgldschen mit einer Pinzette aus den Vertiefungen geholt, in
Becherglasern, gefiillt mit Bindungsmedium, vorsichtig gewaschen und dann fiir 45 min bei
RT mit der bewachsenen Seite nach unten in die vorbereitete Platte gelegt. Im Anschluss
wurden die Deckgldschen mit der bewachsenen Seite nach oben in eine neue Platte tiberfiihrt
und mit 1 % Glutaraldehyd (verdiinnt in 1x PBS) tiberschichtet. Die Inkubationszeit betrug 30
min bei RT. Die Glutaraldehydverdiinnung wurde abgesaugt und die Zellen mit einer
Giemsafarbelosung (1:10 verdiinnt in weiffem Puffer) 15 min bei RT gefarbt. Danach wurden
die Zellen durch dreimaliges eintauchen in Aqua dest. gewaschen und luftgetrocknet. Die
Deckgldaschen wurden dann mit einem Tropfen CV Leica Mounting Solution mit der
bewachsenen Seite nach unten zeigend auf einem Objekttrager fixiert und tiber Nacht
getrocknet. Die Auswertung erfolgte mit einem Lichtmikroskop, wobei ermittelt wurde, wie
viele infizierte Erythrozyten an 100 CHO-Zellen gebunden haben. Als Kontrollen, dass keine
unspezifischen Bindungen an den CHO-Zellen stattgefunden haben, wurden Deckglaschen,
bewachsen mit CHO-GFP verwendet; fiir die Positivkontrolle wurde eine nicht transfizierte

3D7-Zelllinie verwendet, deren Bindungskapazitat bekannt war.

2.3.13 Bindungsexperimente unter Flussbedingungen
Diese Methode wurde verwendet, um die Bindungseigenschaften der iE der

verschiedenen Transfektanten an einen ausgewdhlten Endothelzellrezeptor zu
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charakterisieren. In dieser Arbeit wurde der unidirektionale Laminarfluss untersucht. Daher
steht in dieser Arbeit der Begriff Flussbedingung fiir die unterschiedlichen Flussraten (mL/s).
Um die Flussbedingung weiter zu definieren, wurde die Scherkraft verwendet. Dieses ist die
Kraft erzeugt durch den Fluss, welche auf die Zellen wirkt. Dabei stehen die Flussrate und die
Scherkraft in direkter Korrelation, steigt die Flussrate, so steigt auch die Scherkraft. Die
Scherkraft wird in dyn/cm?angegeben.

Fiir die Durchfiihrung der Experimente wurde das Flow Chamber System der Firma ibidi
GmbH (Martinsried, Deutschland) verwendet. Dieses System ermdoglicht einen
kontinuierlichen unidirektionalen Laminarfluss bei verschiedenen wahlbaren Parametern.
Fiir die Steuerung wurde die PumpControl Software der Firma ibidi GmbH verwendet.

Als Rezeptor wurde CD36 verwendet, welcher von transgenen CHO-Zellen
synthetisiert wurde. Fiir diese Experimente wurden synchrone iE im Trophozoitenstadium
(ca. 28 h nach Invasion) verwendet. 48 h vor dem Experiment wurden transfizierte CHO-
Zellen ohne Rezeptorgen in einer T75-Flasche so ausgesdt, dass am Tag des Versuchs die
Konfluenz bei ca. 80 % lag. Zusatzlich wurden 1,5 x10° CHO-CD36-Zellen in einer
Flusskammer (u-Slide 0,8 Luer ibiTreat) ausgesat und bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert. Das
Kulturmedium enthielt den Selektionsmarker G418 (50 mg/mL). Das Kulturmedium wurde
bis zum Versuchstag morgens und abends gewechselt.

Am Tag vor der Versuchsdurchfithrung wurden die Schlduche und die Reservoire
zusammen gebaut und fiir 24 h bei 37 °C vorgewarmt. Zusatzlich wurden noch ca. 50 mL
Bindungsmedium fiir 24 h bei 37 °C warmgestellt.

Am Tag der Versuchsdurchfiihrung wurden die iE im Trophozoitenstadium wie in
Kapitel 2.2.1.4 mittels MACS-Saule angereichert. Anschliefend wurden die isolierten iE in
Bindungsmedium aufgenommen und zusammen mit den CHO-GFP-Zellen 1 h bei 37 °C
inkubiert (Praabsorption). Wahrenddessen wurden 12,6 mL Bindungsmedium in die
Reservoire gegeben, die Flusseinheit an das Pumpensystem angeschlossen und bei 50 mbar
gespiilt, bis alle Blasen aus dem System entfernt waren. Nach der Praabsorption wurden die
PARL_PVX_XXXXXXH4 iE in ein Zentrifugenrdhrchen tiberfiihrt und fiir 5 min bei 800 x g
zentrifugiert. AnschliefSfend wurde die Zellzahl bestimmt, 1x10” Zellen in 1 mL aufgenommen
und in ein Reservoir gefiillt. Die Flusskammer wurde an die Flusseinheit angeschlossen, wobei
darauf geachtet wurde, dass die Schlduche mit einer Klemme verschlossen waren. Die

Klemme wurde bis Versuchsbeginn nicht mehr gelost. Die Flusskammer wurde in das
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Inversmikroskop eingebaut, die Klammer gelost und die Kontrollprogramme fiir das
Pumpensystem und fiir das Inversmikroskop gleichzeitig gestartet. Fiir das Programm der
Flusseinheit wurden die in Tabelle 7 aufgefithrten Parameter eingestellt. Fiir die Aufnahmen
wurde das Inversmikroskop EVOS FL Auto (Thermo Fisher Scientific, USA) mit einer 20x/0,5

Linse verwendet. Das Mikroskop hat alle 5 Sekunden ein Bild aufgenommen.

Tabelle 7: Parameter fiir die Bindungsexperimente

Scherkraft [dyn/cm?] 6 4 3 2 1,5 0,9

Zeit [min] 10 10 10 10 10 30

2.3.14 Auswertung der Bindungsversuche

Die Bindungsversuche wurden mit dem Programm Image] (Version 1.52p, National
Institutes of Health, USA) ausgewertet. Dafiir wurden die Einzelbilder in das Programm als
Bildsequenz importiert und die Anzahl der gebundenen iE gezahlt, die bei jeder Scherkraft

gebunden haben.
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3 Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war es, VIR-Proteine zu identifizieren, welche die Bindung
zwischen Endothelzellrezeptoren und infizierten Erythrozyten vermitteln. Eine solche
Interaktion konnte bisher erst einmal fiir ein VIR-Protein nachgewiesen werden (Bernabeu et
al. 2012). Deshalb wurde in dieser Arbeit von 13 VIR-Proteine die Lokalisation innerhalb des
infizierten = Erythrozyten  ermittelt, =~ Untersuchungen zu  einer = mdglichen
Oberflachenlokalisation —durchgefiihrt, sowie die Bindungseigenschaften an vier
Endothelzellrezeptoren untersucht.

Da eine kontinuierliche Zellkultur mit P. vivax nicht mdglich ist, wurde entschieden,
eine P. falciparum Stammkultur 3D7 mit je einem VIR-Proteine zu transfizieren. Dafiir wurde
das jeweilige VIR-Protein in den sog. pARL1-Vektor kloniert, welcher eine Promotorregion
hat, die von P. falciparum erkannt wird. Zusatzlich wurde noch die codon usage an das Genom
von P. falciparum angepasst. Im nachfolgenden werden die infizierten Erythrozyten der
P. falciparum-Zelllinien, welche mit einem vir-Gen transfiziert wurden, wie folgt bezeichnet:
PARL_PVX_XXXXXXH4-iE, wobei die sechs X fiir die Zahl des VIR-Proteins steht; die mit der

Stammkultur 3D7 infizierten Erythrozyten als 3D7-iE

3.1 Insilico-Analysen der 13 VIR-Proteine

In dieser Arbeit wurden 13 VIR-Proteine aus P. vivax untersucht. Deren Auswahl
erfolgte auf Grundlage einer vorangegangenen Arbeit (Lubiana 2017). Bei der Auswahl der
Proteine wurde darauf geachtet, dass diese mit einer Ausnahme alle mindestens eine
Transmembrandoméne haben und verschiedene Grofien aufweisen. Das Protein ohne
Transmembrandomaéane sollte als Kontrolle verwendet werden. In Tabelle 8 ist der
schematische Aufbau der 13 VIR-Proteine dargestellt. Des Weiteren wurden mittels einer in
silico-Analyse nach Doménenregionen innerhalb der 13 VIR-Proteine gesucht. Dafiir wurde
das Onlineprogramm InterPro verwendet (https://www.ebi.ac.uk/interpro/; Stand 14.02.2012).
Dabei wurde bei allen VIR-Proteinen mit Ausnahme von PVX 050690 eine
Transmembrandomine gefunden (Tabelle 8; Dunkelgrau). Nur in der Sequenz von
PVX_000020 konnte ein Signalpeptid detektiert werden (Tabelle 8; Blau). Des Weiteren
wurden die Proteine dahingehend analysiert, ob sie ein PEXEL (RxLxE/Q/D) oder PEXEL-

dhnliches Motiv (RxLxx) innerhalb der ersten 70 Aminosduren aufweisen. Dafiir wurde das
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Onlineprogramm 30f5 verwendet (https://www.dkfz.de/mga2/30f5/30f5.html; Stand
14.02.2020). Dabei wurde bei dem VIR-Protein PVX_096925 ein PEXEL-Motiv gefunden und
ein PEXEL-ahnliches Motiv bei PVX_097525 und PVX_101560. Zusatzlich wurde noch nach
einem reifen N-Terminus (MAQ/MAA/MEE) gesucht. Dieser wurde bei PVX_081850,
PVX_107235, sowie PVX_115475 nachgewiesen (Tabelle 8; Griin).

Tabelle 8: Ubersicht iiber den Aufbau der fiir diese Arbeit ausgewihlten VIR-Proteine und deren errechnete molekulare
Masse. Angegeben ist die errechnete molekulare Masse der VIR-Proteine in kDa inklusive des 3xHA-Tags. Hellgrau: VIR-Protein;
Dunkelgrau: Transmembrandoméne; Blau: Signalpeptid; Griin: reifer N-Terminus; Gelb: PEXEL-Motiv; Orange: PEXEL-
dhnliches Motiv; Rot: 3xHA-Tag.

Gen-ID Schematische Darstellung kDa
PVX_050690 M 443 AS 51,4
PVX_000020 [ B W22As 324
PVX_060690 [ | W 6o4 AS 76,6
PVX_068690 [ | M 567 AS 62,5
PVX_077695 [ | M 533 AS 64,2
PVX_081850 [ | M 646 AS 71,2
PVX_093715 [ | B 528 AS 58,2
PVX_096925 [ M 307 AS 33,9
PVX_097525 [ M 546 AS 60,2
PVX_101560 [ | [ | M 101 AS 54,1
PVX_107235 [ | M 620 AS 68,3
PVX_113230 [ M 430 AS 47,4
PVX_115475 [ | [ | M 105 AS 44,7
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3.2 Vergleich von zwei C-terminalen Markierungen fiir die Detektion der
VIR-Proteine

PVX_113230 H B 430 AS A

Uberlagerung Trans B

Trophozoit

Schizont

a-HA Hoechst Uberlagerung Trans C

Trophozoit

Schizont

Abbildung 5: Vergleich der Lokalisierung von dem GFP-Fusionsprotein PVX_113230 mit dem 3xHA-Fusionsprotein
PVX_113230 in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: Schematische Darstellung des Fusionsproteins PVX_113230-GFP,
bzw. -3xHA. Am C-Terminus ist der Lokalisierungsmarker dargestellt, der entweder aus einem 3xHA-Tag (rot) besteht oder aus
GFP (griin) (Transmembrandomaéne: dunkelgrau) B-C: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur
Lokalisation des Fusionsproteins PVX_113230 in den zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Uberpriifung der
Lokalisation des Fusionsproteins mit dem Marker GFP. C: Uberpriifung der Lokalisation des Fusionsproteins mit dem Marker
3xHA. Fiir die Detektion des 3xHA-Tags wurde ein spezifischer Antikorper verwendet. Ein zweiter fluoreszenzmarkierter
Antikorper wurde verwendet, um den ersten Antikorper zu detektieren. Fiir die Kernfarbung wurde der Farbstoff Hoechst
verwendet.

Um die Fusionsproteine zu detektieren, wurde an deren C-Terminus ein Marker
fusioniert. Im ersten Versuchsansatz wurde GFP verwendet, da dadurch die Analyse der
Fusionsproteine ohne zusétzlichen Farbeschritt im Fluoreszenzmikroskop moglich ist. In
einem zweiten Versuchsansatz wurde als Marker ein 3xHA-Tag verwendet. Dieser ist kleiner
als das GFP (4,3 kDa zu 26,9 kDa), jedoch ist die Detektion aufwendiger, da diese mittels eines
Antikorpers geschieht. Aus diesem Grund wurde zuerst der erste Versuchsansatz probiert.

Wie in Abbildung 5B zu sehen ist, wurde das GFP von der Zelle produziert. Jedoch
zeigt sich bei der Uberlagerung, dass das GFP-Signal in beiden untersuchten
Entwicklungsstadien (Trophozoit und Schizont) mit dem Parasiten und der Kernfarbung

kolokalisiert. Bei der Zelllinie mit dem 3xHA-Tag markierten Fusionsprotein ist ein
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punktiertes Muster im Zytoplasma des Erythrozyten (beide untersuchten Stadien) und an der

Erythrozytenoberflache (nur Schizontenstadium) zu sehen (Abbildung 5C).

3.3 Vergleich der Lokalisation von SBP1 und der ATS-Domdne der
PfEMP1

Um zu tiberpriifen, ob es eine Kolokalisation zwischen dem Signal des a-SBP1-
Antikorper (SBP1 engl. skeleton binding protein 1) und dem a-ATS-Antikorper gibt, wurde eine

Immunfluoreszenzanalyse mit diesen beiden Antikorpern mit pARL1_PVX_081850t4-iE
durchgefiihrt.

SBP1 Hoechst Uberlagerung Trans

».

o . . .

Abbildung 6: Kolokalisation zwischen den Signalen vom «a-ATS-Antikérper und a-SBP1-Antikorper.
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zur Lokalisation vom Maurer’schen Spaltenprotein SBP1 und der ATS-Domaéne der
PfEMP1 im Trophozoitenstadium des Parasiten. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Griiner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa
Fluor 488 Fiir die Kernfarbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet.

Es konnte eine partielle Kolokalisation zwischen dem Signal vom a-ATS-Antikorper
und a-SBP1-Antikorper nachgewiesen werden, zu sehen an den gelben Punkten in Abbildung

6, Uberlagerung.

3.4 Lokalisation von 13 VIR-Proteinen im iE und deren Kolokalisation mit

P. falciparum spezifischen Zellkompartimenten

Um die zu untersuchenden VIR-Proteine im infizierten Erythrozyten lokalisieren zu
kénnen, wurde von jedem VIR-Protein eine Immunfluoreszenzanalyse durchgefiihrt. Es
wurden immer zwei spezifische Erstantikorper verwendet, wovon der eine den 3xHA-Tag
und der andere eines der spezifischen Zellkompartimente detektiert (Protein der
parasitophore Vakuolenmembran, Protein der Maurer'sche Spalten, das Oberflachen-
assoziierte Protein PfEMP1, sowie ein Protein aus der Erythrozytenmembran). Fiir die
Visualisierung der Erstantikorper wurden zwei weitere Antikorper verwendet, welche mit
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen konjugierter waren. Der Zweitantikorper, welcher
den a-HA-Antikorper detektiert, war mit dem Farbstoff Alexa Fluor 594 (rotes Signal)
konjugiert. Der andere Zweitantikorper, welcher den Erstantikorper gegen eines der

Zellkompartimente detektiert, war mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor 488 (griines
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Signal) konjugiert. Von jeder Transfektante wurden insgesamt 120 iE ausgezahlt. Dabei wurde
notiert, wo im iE das Signal des VIR-Proteins lokalisiert war und ob es zu einer Uberlagerung
von dem 3xHA-Signal der Fusionsproteine mit dem Signal der vier Zellkompartimente kam
(Kolokalisation; sichtbar an den gelben Punkten in den Uberlagerungsbildern). Im

nachfolgenden sind die Ergebnisse dieser Analysen aufgefiihrt.

PVX_050690
A PVX_050690
100
80
Il Nein
, 60
° a0 £ Ja
20
0
T s, T S T S T S,
Kolokalisation mit EM PVM MS ATS
B Trophozoit C Schizont

B Para Il Para

Abbildung 7: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_050690-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A:
Kolokalisierung des Fusionsproteins PVX_050690-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM),
parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer’schen Spalten (MS), und ATS-Doméne des P/EMP1 Proteins. T: Trophozoit; S:
Schizont. Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewahlten Zellkompartiment.
B, C: Ubersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: Lokalisierung im Parasiten; Es wurden
je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA-Signal ausgezahlt.

PVX_050690 ist in dieser Arbeit das einzige untersuchte VIR-Protein, bei dem keine
Transmembrandomaéne, Signalpeptid, PEXEL-, bzw. PEXEL-dhnliches Motiv oder reifer N-
Terminus vorhanden ist.

Wie in Abbildung 8, sowie in Abbildung 7B und C zu sehen ist, wurde das Signal des
VIR-Proteins in beiden untersuchten Entwicklungsstadien nur im Parasiten detektiert. Eine
Kolokalisation konnte nur fiir das Protein der parasitophoren Vakuolenmembran (PVM),
ETRAMPS (Abbildung 8, Abbildung 7A) nachgewiesen werden. Es konnte keine
Kolokalisation mit Spektrin, SBP1 oder der ATS-Domaéne der P/EMP1 festgestellt werden.
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PVX_050690 Ml 443 ASA
a-HA a-Spektrin Hoechst Uberlagerung Trans B

Trophozojt . . . !

- . . . -
a-HA a-ETRAMP Hoechst Trans C

o . . . !

- . . . !
a-HA a-SBP1 Hoechst Uberlagerung Trans D

o . . . !

o . . . !
a-HA a-ATS Hoechst Uberlagerung E

o . . . .
o . . . !

Abbildung 8: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_050690-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: Schematische
Darstellung des Fusionsproteins PVX_050690-3xHA (3xHA: rot) B-E: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener
Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins PVX_050690-3xHA in den zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B:
Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C:
Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D:
Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem Maurer'schen Spalten-Protein SBP1. E: Uberpriifung einer
Kolokalisation des Fusionsproteins mit der ATS-Doméne des Oberflachen-assoziierten Proteins PfEMP1. Roter
Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Griiner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 488 Fiir die Kernfarbung wurde der Farbstoff
Hoechst verwendet.
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PVX_000020 u B W22 aAs A
a-HA a-Spektrin Hoechst Uberlagerung Trans B
Trophozojt . . . !
- . . . -
a-HA o-ETRAMP Hoechst Uberlagerung Trans C
o . . . !
- . . . !
a-HA a-SBP1 Hoechst Uberlagerung Trans D
o . . . !
o . . . !
a-HA a-ATS Hoechst Uberlagerung Trans E
.Q -~ .
Trophozoit R ..q .
. .
o . . . . !

Abbildung 9: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_000020-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: Schematische
Darstellung des Fusionsproteins PVX_000020-3xHA (3xHA: rot; Transmembrandoméne: dunkelgrau; Signalpeptid: blau) B-E:
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins PVX_000020-3xHA in den
zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
Maurer’schen Spalten-Protein SBP1. E: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit der ATS-Domine des
Oberflachen-assoziierten Proteins P/EMP1. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Griiner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor
488 Fiir die Kernfarbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet.
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Abbildung 10: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_000020-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A:
Kolokalisierung zwischen dem Fusionsproteins PVX_000020-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM),
parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer’schen Spalten (MS), ATS-Doméne des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S:
Schizont; Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewéhlten Zellkompartiment.
B, C: Ubersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: im Parasiten; MS: in den Maurer’schen
Spalten; OF: an der Erythrozytenoberfldche. Es wurden je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA-Signal ausgezahlt.

Bei der Analyse der Aminosduresequenz von PVX_000020 wurde ein Signalpeptid und
eine Transmembrandomane nachgewiesen (Abbildung 9A). In den IFA-Bilder (Abbildung 9)
ist zu sehen, dass im Trophozoiten- und Schizontenstadium das Signal sowohl im Parasiten
als auch punktuell im Zytosol des iE zu sehen ist. Dies zeigen auch die Ergebnisse der
Auszahlung beziiglich der Lokalisation (Abbildung 10B und C). Im Trophozoiten ist das
Signal am haufigsten im Parasiten und den Maurer’schen Spalten zu sehen (59,2 %), gefolgt
von einer Lokalisation nur im Parasiten (38,3 %) und nur zu einem geringen Teil im Parasiten
und an der Oberflache (2,5 %). Im Schizont verlagert sich die Verteilung des Proteins aus dem
Parasiten heraus in den iE. Der Anteil, bei dem das Signal nur im Parasiten sichtbar war, hat
sich auf 19,2 % verringert, ebenso wie bei der Detektion des Signals im Parasiten und in den
Maurer’schen Spalten (40,8 %). Gering zugenommen hat der Anteil der iE, bei denen das
Signal im Parasiten und an der Oberflache zu sehen war (4,2 %). Des Weiteren ist das Signal
bei 35,8 % der Schizonten nur in den Maurer’schen Spalten zu sehen.

Es konnte keine Kolokalisation zwischen dem VIR-Protein und Spektrin beobachtet
werden. Mit ETRAMPS kolokalisierten im Trophozoitenstadium 100 % der mikroskopierten
iE und im Schizontenstadium 66,7 %. Eine partielle Kolokalisation mit SBP1 fand in 43,3 %
(Trophozoit), bzw. 70 % (Schizont) statt, zu sehen an den gelben Punkten in Abbildung 9D.

Auch bei den Bildern mit ATS sind gelbe Punkte in beiden Stadien zu sehen. Hierbei fand eine
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Kolokalisation im Trophozoitenstadium in 46,7 % der mikroskopierten iE statt, sowie bei 53,3

% der iE im Schizontenstadium.
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Abbildung 11: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_060690-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A:
Kolokalisierung zwischen dem Fusionsproteins PVX_060690-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM),
parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer’schen Spalten (MS), ATS-Doméne des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S:
Schizont; Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewahlten Zellkompartiment.
B, C: Ubersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: im Parasiten; MS: in den Maurer’'schen
Spalten; OF: an der Erythrozytenoberfldche. Es wurden je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA -Signal ausgezahlt.

Das VIR-Protein PVX_060690 weist nur eine Transmembrandoméne und kein
Exportsignal auf. In beiden untersuchten Stadien ist ein im Zytosol des iE verteiltes
punktiertes Muster zu sehen, wobei im Trophozoitenstadium bei einem Teil der untersuchten
iE das Signal ausschliefSlich im Parasiten detektiert wurde (12,5 %). In 70,8 % der untersuchten
iE wurde das Signal im Parasiten und in den Maurer’schen Spalten gesehen und in 16,7 % nur
in diesen (Abbildung 11B). In den Schizonten war das Signal bei sehr wenigen iE im Parasiten
zu sehen (0,8 %) und hauptsachlich in den Maurer’schen Spalten (87,5 %). Des Weiteren wurde

bei 11,7 % der Schizonten das Signal sowohl in den Maurer’schen Spalten als auch an der

Oberflache detektiert.
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Abbildung 12: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_060690-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: Schernatlsche
Darstellung des  Fusionsproteins  PVX_060690-3xHA  (3xHA: rot; Transmembrandoméne: dunkelgrau) B-E:
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins PVX_060690-3xHA in den
zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
Maurer’schen Spalten-Protein SBP1. E: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit der ATS-Doméne des
Oberflachen-assoziierten Proteins P/EMP1. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Griiner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor
488 Fiir die Kernfarbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet.
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Fiir Spektrin konnte keine Kolokalisation mit dem Signal von PVX_060690 beobachtet
werden und mit ETRAMPS5 nur im Trophozoitenstadium. Im Gegensatz dazu wurde eine
Kolokalisation mit SBP1 als auch mit ATS nachgewiesen, zu sehen an den gelben Punkten
(Abbildung 12). Bestatigt werden diese Ergebnisse durch die Auszdhlung der Lokalisation
(Abbildung 11A). Mit Spektrin konnte in beiden Stadien keine Kolokalisation mit dem
Fusionsprotein festgestellt werden und mit ETRAMPS5 nur im Trophozoitenstadium (76,7 %).
Mit SBP1 konnte eine Kolokalisation bei 83,3 % der mikroskopierten iE im
Trophozoitenstadium gesehen werden und im Schizontenstadium bei allen untersuchten iE.
Mit ATS konnte bei 20 % im Trophozoitenstadium, bzw. 30 % im Schizontenstadium der

untersuchten iE eine Kolokalisation nachgewiesen werden.
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Abbildung 13: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_068690-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A:
Kolokalisierung zwischen dem Fusionsproteins PVX_068690-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM),
parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer’schen Spalten (MS), ATS-Doméne des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S:
Schizont; Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewahlten Zellkompartiment.
B, C: Ubersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: im Parasiten; MS: in den Maurer’schen
Spalten; OF: an der Erythrozytenoberfldche. Es wurden je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA -Signal ausgezahlt.
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Abbildung 14: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_068690-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: Schematische
Darstellung des  Fusionsproteins ~PVX_068690-3xHA  (3xHA: rot; Transmembrandoméne: dunkelgrau) B-E:
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins PVX_068690-3xHA in den
zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
Maurer’schen Spalten-Protein SBP1. E: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit der ATS-Doméne des
Oberflachen-assoziierten Proteins P/EMP1. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Griiner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor
488 Fiir die Kernfarbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet.
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Bei der in silico-Analyse wurde nur eine putative Transmembrandomaéne gefunden.
Uberwiegend lokalisiert das Protein in den Maurer’schen Spalten, sowohl im Trophozoiten
(65,8 %) als auch im Schizonten (65,3 %). Zusitzlich dazu wurde das Protein im
Trophozoitenstadium im Parasiten (0,8 %), im Parasiten und in den Maurer’schen Spalten
(21,7 %) und in den Maurer'schen Spalten und an der Oberfliche (11,7 %) detektiert. Im
Schizontenstadium lokalisiert das Protein nur bei 0,8 % der untersuchten iE im Parasiten. Bei
33,9 % der iE konnte das Signal in den Maurer'schen Spalten und an der Oberfldche
nachgewiesen werden (Abbildung 13B und C).

Fir Spektrin konnte eine geringe Kolokalisation mit PVX_068690 nachgewiesen
werden (Trophozoit: 6,7 %, Schizont: 30 %). Mit ETRAMPS5 kam es im Trophozoitenstadium
bei 36,7 % der mikroskopierten iE zu einer Kolokalisation, allerdings wurde keine im
Schizonten beobachtet. Bei SBP1 gab es dagegen im Trophozoiten- als auch im
Schizontenstadium bei allen untersuchten iE eine Kolokalisation. Dies ist auch an den gelben
Punkten in den IFA-Bildern zu sehen (Abbildung 14D). Ahnlich ist es mit ATS, dort kommt es
in beiden untersuchten Stadien bei 96,7 % aller iE zu einer Kolokalisation zwischen dem

Protein und ATS, ebenfalls an den gelben Punkten zu sehen (Abbildung 14E).
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Abbildung 15: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_077695-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A:
Kolokalisierung zwischen dem Fusionsproteins PVX_077695-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM),
parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer'schen Spalten (MS), ATS-Doméane des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S:
Schizont; Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewahlten Zellkompartiment.
B, C: Ubersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: im Parasiten; MS: in den Maurer’schen
Spalten; OF: an der Erythrozytenoberflache. Es wurden je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA-Signal ausgezahlt.
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Abbildung 16: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_077695-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: Schematische
Darstellung des  Fusionsproteins PVX_077695-3xHA ~ (3xHA: rot; Transmembrandoméne: dunkelgrau) B-E:
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins PVX_077695-3xHA in den
zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
Maurer’schen Spalten-Protein SBP1. E: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit der ATS-Doméne des
Oberflachen-assoziierten Proteins P/EMP1. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Griiner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor
488 Fiir die Kernfarbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet.
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Auch bei dem VIR-Protein PVX_077695 wurde in der in silico-Analyse nur eine
Transmembrandomane, jedoch kein Exportsignal gefunden. In beiden Stadien lokalisiert es
hauptsédchlich im Parasiten und den Maurer’schen Spalten (Trophozoit: 70,8 %, Schizont:
76,0 %) oder nur in den Maurer'schen Spalten (Trophozoit: 22,5 %, Schizont: 14,0 %). Im
Schizontenstadium lokalisiert es zusatzlich noch zu 7,4 % in den Maurer’schen Spalten und
an der Oberfldache (Abbildung 15B und C).

In den IFA-Bildern (Abbildung 16) ist die Akkumulation des Proteins im Parasiten sehr
gut zu sehen, besonders bei den Parasiten im Trophozoitenstadium. Zusatzlich dazu ist eine
punktuelle Verteilung des Signals iiber den gesamten iE sichtbar. Mit Spektrin war nur im
Schizonten eine Kolokalisation mit dem Fusionsprotein sichtbar (10 %), bei ETRAMP5
dagegen in beiden Stadien bei 70 % der mikroskopierten iE. Bei allen untersuchten iE in beiden
Stadien konnte eine Kolokalisation mit SBP1 detektiert werden, sichtbar an den gelben
Punkten in Abbildung 16D. Mit ATS haben 96,7 % der iE im Trophozoitenstadium

kolokalisiert und 93,3 % im Schizonten, ebenfalls an den gelben Punkten in Abbildung 16 zu

sehen.
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Abbildung 17: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_081850-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A:
Kolokalisierung zwischen dem Fusionsproteins PVX_081850-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM),
parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer’schen Spalten (MS), ATS-Doméne des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S:
Schizont; Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewahlten Zellkompartiment.
B, C: Ubersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: im Parasiten; MS: in den Maurer’'schen
Spalten; OF: an der Erythrozytenoberfldche. Es wurden je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA -Signal ausgezahlt.

PVX 081850 A
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Abbildung 18: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_081850-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: Schematische

Darstellung des Fusionsproteins PVX_081850-3xHA (3xHA: rot; Transmembrandomane: dunkelgrau; Reifer N-Terminus: Griin)
B-E: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins PVX_081850-3xHA in

den zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
Maurer’schen Spalten-Protein SBP1. E: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit der ATS-Doméne des

Oberflachen-assoziierten Proteins P/EMP1. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Griiner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor
488 Fiir die Kernfarbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet.
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Bei der Analyse der Aminosduresequenz des VIR-Protein PVX_081850 wurde neben
einer Transmembrandoméane auch ein reifer N-Terminus vorhergesagt. Bei 8,3 % der
untersuchten iE wurde das Signal im Parasiten nachgewiesen. Eine Lokalisation im Parasiten
und den Maurer’schen Spalten, wie sie in den IFA-Bildern zu sehen ist (Abbildung 18), wurde
bei 74,2 % der mikroskopierten iE gesehen. 17,5 % der iE lokalisierten nur in den Maurer’schen
Spalten. Im Schizontenstadium dagegen wurde das Protein nur bei 0,8 % der mikroskopierten
iE im Parasiten und den Maurer'schen Spalten detektiert, dagegen bei 81,7 % in den
Maurer’schen Spalten alleine und bei 17,5 % noch zusitzlich an der Oberfliche des iE
(Abbildung 17B und C).

Mit Spektrin kolokalisiert das VIR-Protein bei 13,3 % der untersuchten iE, allerdings
nur im Schizontenstadium. Die Kolokalisation mit ETRAMP5 betrug 86,7 % im Trophozoiten-
und 3,3 % im Schizontenstadium. Fiir SBP1 betragt die Kolokalisationsrate mit PVX_081850
im Trophozoitenstadium 93,3 % und im Schizontenstadium 100 %. Dies ist in den IFA-Bildern
in Abbildung 18D an den gelben Punkten zu sehen. Bei ATS zeigt sich ein Unterschied
zwischen den beiden Stadien; im Trophozoitenstadium kolokalisieren nur 33,3 % der
mikroskopierten iE mit ATS, wahrend es im Schizontenstadium 80 % sind. Auch dies ist in

den IFA-Bildern in Abbildung 18E an den gelben Punkten zu sehen.
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Abbildung 19: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_093715-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: Schematische
Darstellung des  Fusionsproteins PVX_093715-3xHA ~ (3xHA: rot; Transmembrandoméne: dunkelgrau) B-E:
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins PVX_093715-3xHA in den
zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
Maurer’schen Spalten-Protein SBP1. E: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit der ATS-Doméne des
Oberflachen-assoziierten Proteins P/EMP1. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Griiner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor
488 Fiir die Kernfarbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet.
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Abbildung 20: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_093715-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A:
Kolokalisierung zwischen dem Fusionsproteins PVX_093715-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM),
parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer’schen Spalten (MS), ATS-Doméne des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S:
Schizont; Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewahlten Zellkompartiment.
B, C: Ubersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: im Parasiten; MS: in den Maurer’schen
Spalten; OF: an der Erythrozytenoberfldche. Es wurden je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA-Signal ausgezahlt.

Bei der in silico-Analyse der Aminosduresequenz vom VIR-Protein PVX_093715 wurde
nur eine Transmembrandomane vorhergesagt. Das Protein zeigt in beiden untersuchten
Stadien eine punktuelle Verteilung iiber den gesamten iE, allerdings im Trophozoitenstadium
auch eine Akkumulation des Signals im Parasiten (Abbildung 19). Bei 76,7 % der untersuchten
iE im Trophozoitenstadium war das Signal des VIR-Proteins sowohl im Parasiten als auch in
den Maurer’schen Spalten sichtbar, bei 15 % nur in den Maurer’schen Spalten und bei 8,3 %
nur im Parasiten. Im Schizontenstadium wurde das Signal bei 88,4 % der mikroskopierten iE
in den Maurer’schen Spalten detektiert und zusitzlich an der Oberfldche (8,3 %), bzw. im
Parasiten (3,3 %).

Nur bei 8,3 % der untersuchten iE im Schizontenstadium kolokalisierte das VIR-Protein
mit Spektrin, wohingegen es bei 86,7 % der iE mit ETRAMP5 kolokalisiert, aber nur im
Trophozoitenstadium. Mit SBP1 wurde eine hohe Kolokalisationsrate festgestellt (Trophozoit:
93,3 %, Schizont: 100 %), sichtbar an den gelben Punkten in Abbildung 19D. PVX_093715
kolokalisierte mit ATS in 36,7 % der untersuchten iE (Trophozoit), bzw. 53,3 % (Schizont),

ebenfalls in Abbildung 19E an den gelben Farbung zu sehen.
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Abbildung 21: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_096925-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: Schematische
Darstellung des Fusionsproteins PVX_096925-3xHA (3xHA: rot; Transmembrandomaéne: dunkelgrau; PEXEL-Motiv: gelb) B-E:
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins PVX_096925-3xHA in den
zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
Maurer’schen Spalten-Protein SBP1. E: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit der ATS-Domine des
Oberflachen-assoziierten Proteins P/EMP1. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Griiner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor
488 Fiir die Kernfarbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet.
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Abbildung 22: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_096925-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A:
Kolokalisierung zwischen dem Fusionsproteins PVX_096925-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM),
parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer’schen Spalten (MS), ATS-Doméne des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S:
Schizont; Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewéhlten Zellkompartiment.
B, C: Ubersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: im Parasiten; MS: in den Maurer’schen
Spalten; OF: an der Erythrozytenoberfldche. Es wurden je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA-Signal ausgezahlt.

Das VIR-Protein PVX_096925 ist das einzige Protein in dieser Arbeit, bei dem neben
der putativen Transmembrandomane ein PEXEL-Motiv vorhergesagt wurde. In den IFA-
Bildern ist teilweise eine Akkumulation des Signals im Parasiten zu sehen, sowie eine
punktuelle Verteilung des Signals im Zytosol der Wirtszelle. In den Lokalisationsstudien
zeigte sich im Trophozoitenstadium hauptsachlich eine Verteilung in den Maurer’schen
Spalten (45 %) oder im Parasiten und den Maurer’schen Spalten (37,5 %). Nur in 17,5 % der
untersuchten iE lokalisierte das Protein im Parasiten (Abbildung 22B). Im Schizontenstadium
lokalisiert das Protein in 80 % der mikroskopierten iE in den Maurer’'schen Spalten, bei 14,2 %
zusatzlich an der Oberflache, bzw. bei 5,8 % zusatzlich im Parasiten (Abbildung 22C).

Mit Spektrin kolokalisiert das VIR-Protein nur im Schizontenstadium bei 10 % der
untersuchten iE, nicht im Trophozoitenstadium. Eine Kolokalisation mit ETRAMP5 wurde bei
50 % der untersuchten Trophozoiten, bzw. 7 % der Schizonten gesehen. Bei 80 % der iE im
Trophozoiten- und 100 % im Schizontenstadium wurde eine Kolokalisation mit SBP1 gesehen.

Bei ATS liegt die Kolokalisationsrate bei 26,7 % (Trophozoit), bzw. 46,7 % (Schizont).
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Abbildung 23: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_097525-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: Schematische
Darstellung des Fusionsproteins PVX_097525-3xHA (3xHA: rot; Transmembrandomaéne: dunkelgrau; Pexel-dhnliches Motiv:
orange) B-E: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins PVX_097525-
3xHA in den zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit
dem Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
Maurer’schen Spalten-Protein SBP1. E: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit der ATS-Doméne des
Oberflachen-assoziierten Proteins P/EMP1. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Griiner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor

488 Fiir die Kernfarbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet.
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Abbildung 24: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_097525-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A:
Kolokalisierung zwischen dem Fusionsproteins PVX_097525-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM),
parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer’schen Spalten (MS), ATS-Doméne des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S:
Schizont; Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewéhlten Zellkompartiment.
B, C: Ubersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: im Parasiten; MS: in den Maurer’schen
Spalten; OF: an der Erythrozytenoberfldche. Es wurden je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA-Signal ausgezahlt.

PVX_097525 ist eines von zwei Proteinen, bei dessen in silico-Analyse ein PEXEL-
dhnliches Motiv und eine putative Transmembrandomane vorhergesagt wurde. Auch hier
wurde das Signal des Proteins wieder als punktiertes Muster im Zytosol der Wirtszelle
gesehen, sowie akkumuliert im Parasiten. In den Lokalisationsstudien vom
Trophozoitenstadium wurde das Protein bei 77,5 % der untersuchten iE im Parasiten und den
Maurer’schen Spalten detektiert und bei 20,8 % nur im Parasiten. Nur bei 1,7 % der
untersuchten iE lokalisierte das Protein ausschliefllich in den Maurer’schen Spalten. Im
Schizontenstadium dagegen lokalisierte das Protein hauptsachlich in den Maurer’schen
Spalten (65 %) und nur zu 26,7 % im Parasiten und den Maurer’schen Spalten. Bei 3,3 % der
untersuchten iE lokalisierte es im Parasiten und bei 5 % in den Maurer’schen Spalten und an
der Oberflache.

Mit Spektrin kolokalisiert das Protein in keinem der beiden Stadien, dagegen mit
ETRAMPS zu 100 % im Trophozoitenstadium und zu 40 % im Schizontenstadium.
PVX_097525 kolokalisiert mit SBP1 im Trophozoitenstadium bei 86,7 % der untersuchten iE
und im Schizontenstadium bei 96,7 %. Auch mit ATS kolokalisiert das VIR-Protein, zu 40 %
im Trophozoitenstadium und zu 50 % im Schizontenstadium. Die Kolokalisation ist an den

gelben Punkten in Abbildung 23 zu sehen.
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Abbildung 25: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_101560-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: Schematische
Darstellung des Fusionsproteins PVX_101560-3xHA (3xHA: rot; Transmembrandomaéne: dunkelgrau; Reifer N-Terminus: griin;
Pexel-ahnliches Motiv: orange) B-E: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur Lokalisation des
Fusionsproteins PVX_101560-3xHA in den zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Uberpriifung einer
Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Uberpriifung einer
Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: Uberpriifung einer
Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem Maurer'schen Spalten-Protein SBP1. E: Uberpriifung einer Kolokalisation des
Fusionsproteins mit der ATS-Doméane des Oberflachen-assoziierten Proteins P/EMP1. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor
594; Griiner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 488 Fiir die Kernfirbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet.
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Abbildung 26: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_101560-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A:
Kolokalisierung zwischen dem Fusionsproteins PVX_101560-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM),
parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer’schen Spalten (MS), ATS-Doméne des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S:
Schizont; Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewéhlten Zellkompartiment.
B, C: Ubersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: im Parasiten; MS: in den Maurer’schen
Spalten; OF: an der Erythrozytenoberfldche. Es wurden je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA-Signal ausgezahlt.

Fiir das VIR-Protein PVX_101560 wurde ein PEXEL-ahnliches Motiv, ein reifer N-
Terminus und eine Transmembrandomane vorhergesagt. Auch bei diesem Protein wurde das
Signal sowohl im Parasiten als auch punktuell iiber den gesamten iE verteilt gesehen. Im
Trophozoitenstadium wurde bei 5 % der untersuchten iE das Signal des Proteins im Parasiten
detektiert, in 75,8 % im Parasiten und den Maurer’'schen Spalten und in 19,2 % nur in den
Maurer’schen Spalten (Abbildung 26B). Im Schizontenstadium verschiebt sich die Verteilung
und das Signal des Proteins wurde vermehrt in den Maurer’schen Spalten detektiert (66,7 %),
sowie in diesen und an der Oberflache des iE (28,3 %). Am seltensten wurde das Protein im
Parasiten und den Maurer’schen Spalten detektiert (5,0 %; Abbildung 26C).

Bei 16,7 % der untersuchten iE kolokalisierte PVX_101560 mit Spektrin im
Schizontenstadium, jedoch nicht im Trophozoitenstadium. Mit ETRAMP5 kolokalisierte das
Protein bei 73,3 % der untersuchten iE im Trophozoitenstadium, bzw. 6,7 % im
Schizontenstadium. Die Kolokalisation mit SBP1 betrug in beiden Stadien 100 %. Mit ATS
kolokalisiert das VIR-Protein im Trophozoitenstadium bei 23,3 % der mikroskopierten iE und
im Schizontenstadium bei 50 % (Abbildung 26A). In den IFA-Bildern ist die Kolokalisation in

der Uberlagerung an den gelben Punkten zu sehen (Abbildung 25D und E).
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Abbildung 27: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_107235-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: Schematische
Darstellung des  Fusionsproteins PVX_107235-3xHA ~ (3xHA: rot; Transmembrandoméne: dunkelgrau) B-E:
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins PVX_107235-3xHA in den
zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
Maurer’schen Spalten-Protein SBP1. E: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit der ATS-Doméne des
Oberflachen-assoziierten Proteins P/EMP1. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Griiner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor
488 Fiir die Kernfarbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet.
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Abbildung 28: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_107235-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A:
Kolokalisierung zwischen dem Fusionsproteins PVX_107235-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM),
parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer’schen Spalten (MS), ATS-Doméne des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S:
Schizont; Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewéhlten Zellkompartiment.
B, C: Ubersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: im Parasiten; MS: in den Maurer’schen
Spalten; OF: an der Erythrozytenoberfldche. Es wurden je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA -Signal ausgezahlt.

Das VIR-Protein PVX_107235 weist neben einer putativen Transmembrandomaéne
keine anderen Exportsignale auf. Das Signal wurde sowohl punktiert verteilt {iber den
gesamten Erythrozyten detektiert als auch nur im Parasiten. Im Trophozoitenstadium wurde
das Protein bei 15,8 % aller untersuchten iE im Parasiten detektiert und bei 31,7 % zusatzlich
noch in den Maurer’schen Spalten. Ausschliefslich in diesen lokalisierte es bei 52,5 % der
mikroskopierten iE (Abbildung 28B). Im Schizontenstadium wurde das Signal des Proteins bei
3,3 % der untersuchten iE im Parasiten und den Maurer’schen Spalten lokalisiert, aber zu 83,4
% nur in den Maurer’schen Spalten. In den Maurer'schen Spalten und an der Oberflache
wurde es bei 13,3 % der untersuchten iE gefunden (Abbildung 28C).

Mit Spektrin findet im Trophozoitenstadium keine Kolokalisation statt und im
Schizontenstadium bei 10 % der untersuchten iE. Eine Kolokalisation des Proteins mit
ETRAMPS findet bei 50 % der untersuchten iE (Trophozoit), bzw. 7 % (Schizont) statt. Die
hochste Kolokalisationsrate wurde in beiden Stadien mit SBP1 nachgewiesen (Trophozoit:
80 %, Schizont: 100 %). Auch mit ATS kommt es in beiden Stadien zu einer Kolokalisation
(Trophozoit: 26,7 %, Schizont: 46,7 %). Die Kolokalisation ist in den IFA-Abbildung 27D und

E an den gelben Punkten zu sehen.
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Abbildung 29: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_113230-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: Schematische
Darstellung des  Fusionsproteins ~ PVX_113230-3xHA  (3xHA: rot; Transmembrandoméne: dunkelgrau) B-E:
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins PVX_113230-3xHA in den
zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
Maurer’schen Spalten-Protein SBP1. E: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit der ATS-Doméne des
Oberflachen-assoziierten Proteins P/EMP1. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Griiner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor
488 Fiir die Kernfarbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet.
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Abbildung 30: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_113230-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A:
Kolokalisierung zwischen dem Fusionsproteins PVX_113230-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM),
parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer’schen Spalten (MS), ATS-Doméne des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S:
Schizont; Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewéhlten Zellkompartiment.
B, C: Ubersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: im Parasiten; MS: in den Maurer’schen
Spalten; OF: an der Erythrozytenoberfldche. Es wurden je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA-Signal ausgezahlt.

Bei der in silico-Analyse des VIR-Proteins PVX_113230 wurde nur eine
Transmembrandomaéne vorhergesagt. Auch hier wurde eine punktuelle Verteilung iiber den
gesamten iE und eine Lokalisation im Parasiten beobachtet. Im Trophozoitenstadium
lokalisierte das Protein bei 56,7 % aller mikroskopierten iE im Parasiten und den Maurer’schen
Spalten. Des Weiteren wurde es bei 9,2 % nur im Parasiten und bei 0,8 % zusétzlich an der
Oberflache nachgewiesen. Bei 33,3 % aller untersuchten iE wurde PVX_113230 nur in den
Maurer’schen Spalten detektiert (Abbildung 30B). Im Schizontenstadium lokalisiert es bei 45,8
% aller untersuchten iE in die Maurer'schen Spalten und bei 45,8% zusatzlich noch an der
Oberflache. Im Parasiten und den Maurer’schen Spalten wurde es bei 5 % der untersuchten iE
detektiert und bei 3,4 % im Parasiten und an der Oberfldche (Abbildung 30C).

Mit Spektrin kolokalisierte das Protein nur im Schizontenstadium (23,3 %). Bei der
Kolokalisation mit ETRAMP5 wurde bei 70 % der Trophozoiten und bei 13,3 % der Schizonten
eine Ubereinstimmung detektiert. PVX_113230 kolokalisierte im Trophozoitenstadium bei
83,3 % der mikroskopierten iE mit SBP1 und zu 100 % im Schizontenstadium. Auch mit ATS
konnte eine Kolokalisation beobachtet werden (Trophozoit: 53,3 %, Schizont: 53,3 %). Die
Kolokalisationen mit SBP1 und ATS sind in den IFA-Bildern durch die gelben Punkte sichtbar
(Abbildung 29D und E).

PVX_115475
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Abbildung 31: Lokalisationsstudien des Fusionsproteins PVX_115475-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A:
Kolokalisierung zwischen dem Fusionsproteins PVX_115475-3xHA mit den Zellkompartimenten Erythrozytenmembran (EM),
parasitophore Vakuolenmembran (PVM), Maurer’schen Spalten (MS), ATS-Doméne des PfEMP1 Proteins. T: Trophozoit; S:
Schizont; Ja/Nein: Positive/Negative Kolokalisierung zwischen dem Fusionsprotein und dem ausgewdahlten Zellkompartiment.
B, C: Ubersicht der Lokalisierung im Trophozoiten- (B) und Schizontenstadium (C). Para: im Parasiten; MS: in den Maurer’schen
Spalten; OF: an der Erythrozytenoberfldche. Es wurden je Entwicklungsstadium 120 Parasiten mit 3xHA-Signal ausgezahlt.

Das VIR-Protein PVX_115475 weist in seiner Aminosauresequenz neben einer putative
Transmembrandomaéne auch einen reifen N-Terminus auf. Das Signal des Proteins wurde
iberwiegend im Parasiten und punktuell tiber den iE verteilt detektiert. Im
Trophozoitenstadium ist das Protein bei 27,5 % der untersuchten iE im Parasiten lokalisiert
und bei 725 % zusdtzlich in den Maurer'schen Spalten (Abbildung 31B). Im
Schizontenstadium lokalisierte das Protein bei 58,3 % der untersuchten iE im Parasiten und
den Maurer’schen Spalten und bei 41,7 % nur in diesen (Abbildung 31C).

Mit Spektrin konnte in keinem der beiden Stadien eine Kolokalisation festgestellt
werden, dagegen kolokalisieren alle iE im Trophozoitenstadium mit ETRAMPS5 und 56,7 % im
Schizontenstadium. Bei der Kolokalisation mit SBP1 sind dies 73,3 % (Trophozoit), bzw. 100
% (Schizont) und mit ATS kolokalisieren 36,7 % der iE im Trophozoitenstadium und 43,3 %
im Schizontenstadium. Auch bei diesem VIR-Protein ist die Kolokalisation in den IFA-Bildern

an den gelben Punkten zu sehen (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Lokalisation des VIR-Proteins PVX_115475-3xHA in einer transgenen P. falciparum Zelllinie. A: Schematische
Darstellung des Fusionsproteins PVX_115475-3xHA (3xHA: rot; Transmembrandomaine: dunkelgrau; Reifer N-Terminus: griin)
B-E: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transgener Parasiten zur Lokalisation des Fusionsproteins PVX_115475-3xHA in
den zwei Entwicklungsstadien Trophozoit und Schizont. B: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
Erythrozytenmembran-assoziierten Protein Spektrin. C: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
parasitophoren Vakuolenmembran-Protein ETRAMP5. D: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit dem
Maurer’schen Spalten-Protein SBP1. E: Uberpriifung einer Kolokalisation des Fusionsproteins mit der ATS-Doméne des
Oberflachen-assoziierten Proteins P/EMP1. Roter Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor 594; Griiner Fluoreszenzfarbstoff: Alexa Fluor
488 Fiir die Kernfarbung wurde der Farbstoff Hoechst verwendet.
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3.5 Detektion einer moglichen Oberflachenlokalisation der 13

untersuchten VIR-Proteine mittels Western Blot-Analyse

Mit der Western Blot-Analyse sollte eine mogliche Oberflichenlokalisation bestatigt
werden. Dafiir wurden iE, welche sich im spaten Schizontenstadium befanden, gesammelt
und in zwei gleich grofie Proben geteilt. Die eine Probe wurde mit dem Enzym Trypsin
versetzt, wodurch alle sich auf der Oberflache befindlichen Proteine abgebaut wurden. Die
andere Probe wurde nicht mit Trypsin behandelt und diente im weiteren Verlauf als Kontrolle.
Nach der Inkubation mit dem Enzym wurden beide Proben fiir die Western Blot-Analyse
aufgearbeitet und mittels dieser untersucht. Dabei erfolgten insgesamt drei Analysen mit drei
verschiedenen Antikorpern. Fiir die erste Analyse wurde ein Antikorper verwendet, welcher
das Maurer’sche Spalten-Protein SBP1 detektiert. Diese Analyse war eine Kontrolle, ob die
verwendete Probenmenge gleich war. Bei der zweiten Analyse wurde ein Antikdrper benutzt,
welcher an die ATS-Domane der PfEMP1 bindet. Dies war die Kontrolle, ob der enzymatische
Abbau erfolgreich war. Dabei sollte das Signal der mit Trypsin behandelten Probe im
Vergleich schwacher sein als das Signal von dessen Kontrolle. Bei der dritten Analyse wurde
gepriift, ob das VIR-Protein eine Oberflachenlokalisation aufweist. Dafiir wurde der a-HA-
Antikorper verwendet. Wurde ein Unterschied in der Signalintensitit zwischen der mit
Trypsin behandelten Probe und der Kontrolle festgestellt, so deutet dies auf eine
Oberflachenlokalisation hin. Fiir alle drei Analysen wurde neben dem spezifischen
Erstantikorper noch ein zweiter Antikorper verwendet, welcher an den ersten bindet und mit
dem Enzym HRP (engl. horseradish peroxidase) konjugiert ist.

Im nachfolgenden sind die Ergebnisse der Western Blot-Analyse aufgefiihrt.
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Abbildung 33: Kontrolle der verwendeten Probenmenge von 8 VIR-Fusionsproteinen. Trophozoiten (30 h nach Invasion)
wurden mittels MACS angereichert. Jede Probe wurde in zwei Teile geteilt, der eine Teil als Kontrolle auf Eis gelagert (K:
Kontrolle), wahrend der andere Teil mit Trypsin behandelt wurde (P: Trypsin-behandelte Probe). Im Anschluss wurden beide
Proben mit einem hypotonen Puffer lysiert, der Uberstand und das Sediment durch Zentrifugation getrennt und das Sediment
anschlieend mittels Western Blot und Immunfarbung analysiert. In jede Bahn wurde ein Aquivalent von 1x 107 Zellen geladen.
Die Detektion erfolgte mittels «-SBP-1-Antikérper (1:2000). uiRBC: uninfizierte Erythrozyten; 3D7: nicht transfizierter
P. falciparum 3D7-Laborstamm; PVX_XXXXXX: mit dem Fusionsprotein transfizierter P. falciparum 3D7-Laborstamm.

Mit dieser Western Blot-Analyse wurde kontrolliert, ob die aufgetragene Probemenge
zwischen der Kontrolle und der jeweiligen Probe dquivalent zueinander ist. Als weitere
Kontrolle, ob der a-SBP1 Antikorper spezifisch reagiert, wurden nicht infizierte Erythrozyten
(Negativkontrolle, Bahn 1) und mit der Stammkultur 3D7 infizierte Erythrozyten
(Positivkontrolle, Bahn 2) aufgetragen.

Fiir alle untersuchten Transfektanten ergab die Western Blot-Analyse eine gleiche

Signalintensitat fiir SBP1 zwischen der Kontrolle und der jeweiligen Probe (Abbildung 33).
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Abbildung 34: Kontrolle des enzymatischen Abbaus der Proteine auf der Erythrozytenmembran mittels PfEMP1.
Trophozoiten (30 h nach Invasion) wurden mittels MACS angereichert. Jede Probe wurde in zwei Teile geteilt, der eine Teil als
Kontrolle auf Eis gelagert (K: Kontrolle), wahrend der andere Teil mit Trypsin behandelt wurde (P: Trypsin-behandelte Probe).
Im Anschluss wurden beide Proben mit einem hypotonen Puffer lysiert, der Uberstand und das Sediment durch Zentrifugation
getrennt und das Sediment anschliefend mittels Western Blot und Immunférbung analysiert. In jede Bahn wurde ein Aquivalent
von 1x 107 Zellen geladen. Die Detektion erfolgte mittels a-ATS-Antikorper (1:500). uiRBC: uninfizierte Erythrozyten; 3D7: nicht
transfizierter P. falciparum 3D7-Laborstamm; PVX_XXXXXX: mit dem Fusionsprotein transfizierter P. falciparum 3D7-
Laborstamm.

PfEMP1 sind auf der Oberfliche von iE situiert und sind aus mehreren Doméanen
aufgebaut, u. a. der am C-Terminus lokalisierten ATS-Domane. Diese Domane wird von einem
spezifischen Antikorper erkannt, wodurch die Detektion der P/EMP1 in der Western Blot-
Analyse moglich ist. In dieser Arbeit wurde der Antikorper als Kontrolle verwendet, ob der
enzymatische Abbau des extrazelluldren Teils des PfEMP1 Proteins mittels Trypsin erfolgreich
war oder nicht. Dabei wird erwartet, dass die mit Trypsin behandelten Proben ein
schwacheres Signal zeigen als die PBS-Kontrolle der jeweiligen Proben. Als Kontrollen
wurden ebenfalls wieder uninfizierte Erythrozyten und die Stammkultur 3D7 verwendet. Ein
Signal sollte nur bei der Stammkultur detektiert werden, jedoch nicht bei der Kontrolle mit
den uninfizierten Erythrozyten.

Eine Abnahme des Signals wurde nur bei den Proben von PVX_097525 und
PVX_115475 beobachtet. Bei allen anderen VIR-Proteinen konnte keine Signalabnahme
beobachtet werden. Die Western Blot-Analyse von PVX_068690 und PVX_096925 war nicht
erfolgreich. Bei den Proben von PVX_060690, PVX_093715, PVX_101560 und PVX_113230
konnte in der Signalintensitat zwischen PBS-Kontrolle und mit Trypsin behandelter Probe

kein Unterschied festgestellt werden.
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Abbildung 35: Untersuchung der Oberflichenassoziation von 8 VIR-Proteinen. Trophozoiten (30 h nach Invasion) wurden
mittels MACS angereichert. Jede Probe wurde in zwei Teile geteilt, der eine Teil als Kontrolle auf Eis gelagert (K: Kontrolle),
wihrend der andere Teil mit Trypsin behandelt wurde (P: Trypsin-behandelte Probe). Im Anschluss wurden beide Proben mit
einem hypotonen Puffer lysiert, der Uberstand und das Sediment durch Zentrifugation getrennt und das Sediment anschlieSend
mittels Western Blot und Immunfarbung analysiert. In jede Bahn wurde ein Aquivalent von 1x 107 Zellen geladen. Die Detektion
erfolgte mittels a-HA (1:3000). Der rote Pfeil markiert das VIR-Protein mit errechneten molekularen Masse. uiRBC: uninfizierte
Erythrozyten; 3D7: nicht transfizierter P. falciparum 3D7-Laborstamm; PVX_XXXXXX: mit dem Fusionsprotein transfizierter
P. falciparum 3D7-Laborstamm.
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Bei den Western Blot-Analysen mit dem a-HA-Antikdérper wurden als Kontrolle
ebenfalls nicht infizierte Erythrozyten und die nicht transfizierte Stammkultur 3D7
verwendet. Bei beiden Kontrollen sollte kein Signal detektiert werden. Bei der Betrachtung der
Bilder sieht man jedoch, dass in der Bahn von der Stammkultur 3D7 in Abbildung 35A ein
Signal bei 37 kDa zu sehen ist. Jedoch ist in den anderen Western Blot-Analysen kein Signal
zu sehen, obwohl fiir alle Analysen dieselben Proben der Stammkultur 3D7 verwendet
wurden.

Die errechnete molekulare Masse von PVX_113230 inklusive dem 3xHA-Tag betragt
47,4 kDa. Bei der Western Blot-Analyse von PVX_113230 wurden mehrere Signale detektiert,
u.a. ein schwaches Signal bei ca. 50 kDa. Das starkste Signal liegt bei ca. 30 kDa. Weitere
eindeutige Signale sind bei ca. 37 kDa, 38 kDa, 60 kDa sowie 110 kDa sichtbar. Es konnte kein
Unterschied in der Signalintensitiat zwischen der Kontrolle und der Probe festgestellt werden
(Abbildung 35A).

Fiir PVX_060690 inklusive dem 3xHA-Tag wurde eine molekulare Masse von 76,6 kDa
ausgerechnet. In der Western Blot-Analyse sind insgesamt sechs Signale zu sehen, wobei ein
sehr schwaches bei ca. 80 kDa zu sehen ist. Das starkste Signal ist bei ca. 37 kDa sichtbar. Die
weiteren Signale wurden bei ca. 20 kDa, 25 kDa, 60 kDa, und 110 kDa detektiert. Die Signale
der Kontrolle und der Probe weisen die gleiche Signalintensitat auf (Abbildung 35A).

Bei der Wester Blot-Analyse von PVX_115475 wurden vier Signale von ca. 24 kDa,
35kDa, 36 kDa und ca. 50 kDa detektiert. Die errechnete molekulare Masse des
Fusionsproteins betragt 44,7 kDa. Zwischen der Kontrolle und der Probe wurde kein
Unterschied in der Signalintensitiat nachgewiesen (Abbildung 35A).

Die errechnete molekulare Masse fiir PVX_093715 inklusive dem 3xHA-Tag betragt
58,2 kDa. In der Western Blot-Analyse wurde nur ein Signal bei ca. 60 kDa detektiert. In der
Signalintensitdt zwischen Kontrolle und Probe konnte kein Unterschied festgestellt werden
(Abbildung 35A).

Bei der Western Blot-Analyse von PVX_101560 wurde nur ein Signal bei ca. 68 kDa
detektiert. Die molekulare Masse des VIR-Proteins inklusive dem 3xHA-Tag betragt 54,1 kDa.
Bei der Intensitat der Signale zwischen Kontrolle und Probe konnte kein Unterschied
nachgewiesen werden (Abbildung 35A).

Die errechnete molekulare Masse von PVX_097525 inklusive dem 3xHA-Tag betragt

60,2 kDa. In der Western Blot-Analyse konnte nur ein Signal bei 100 kDa detektiert werden.

80



Ergebnisse

Bei diesem Protein ist das Signal der Kontrolle schwicher als das Signal der mit Trypsin
behandelten Probe (Abbildung 35A).

Bei PVX_068690 wurden vier Signale detektiert. Das schwachste Signal bei ca. 58 kDa,
die nachsten bei ca. 70 kDa und ca. 100 kDa und das starkste bei ca. 110 kDa. Die Intensitat der
Signale zwischen Kontrolle und Probe unterscheidet sich nicht. Die errechnete molekulare
Masse inklusive dem 3xHA-Tag betréagt 62,5 kDa (Abbildung 35B).

Beim Fusionsprotein PVX_096925 war das Signal der mit Trypsin behandelten Probe
schwécher als das Signal der Kontrolle. Dies konnte bei einer Wiederholung des Versuchs
bestatigt werden (Abbildung nicht gezeigt). Das Signal wurde bei ca. 40 kDa detektiert, die

errechnete molekulare Masse des Fusionsproteins betragt 33,9 kDa (Abbildung 35C).

3.6 Analyse der Adhasion der P. falciparum VIR-Transfektanten an die

Endothelzellrezeptoren CD36, ICAM-1, VCAM-1 und P-Selektin

3.6.1 Bindungsversuche unter statischen Bedingungen

Um die Bindungspartner der mit den vir-Gen transfizierten P. falciparum-Zelllinien zu
ermitteln, wurde ein Bindungsversuch unter statischen Bedingungen durchgefiihrt. Dafiir
wurden vier verschiedene Endothelzellrezeptoren verwendet, sowie ein Kontrolle. Fiir die
Synthese der Rezeptoren, sowie fiir die Kontrolle wurden CHO-Zelllinien verwendet, welche
mit einem Vektor, in dem das jeweiligen Rezeptorgen ligiert war, transfiziert wurden. Bei der
Kontrolle wurden die CHO-Zellen mit einem Vektor ohne Rezeptorgen transfiziert. Die
Kontrolle wird im nachfolgenden als CHO-GFP bezeichnet und die vier anderen Zelllinien
jeweils nach dem Rezeptor, CHO-CD36, CHO-ICAM-1, CHO-VCAM-1 und CHO-P-Selektin.
Es wurde die Bindung der infizierten Erythrozyten der 13 transgenen P. falciparum-Zelllinien
sowie die Stammkultur 3D7 (Kontrolle) an diese Rezeptoren untersucht. Die fiir die
Bindungsversuche verwendeten iE waren alle im Trophozoitenstadium (ca. 28h nach
Invasion).

Im nachfolgenden Abschnitt sind die Ergebnisse der Bindungsversuche aufgefiihrt.
Eine Bindung wird als ,schwach” bezeichnet, wenn <3 iE gebunden haben, Bindungen

dariiber werden als ,,moderat” bezeichnet.
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Abbildung 36: Statische Bindungsexperimente mit den iE der Stammkultur 3D7 und den iE der 13 verschiedenen transgenen
P. falciparum-Zelllinien. Die Punkte geben an, wie viele Erythrozyten spezifisch an 100 CHO-Zellen gebunden haben, auf denen
die Endothelzellrezeptor CD36, ICAM-1, VCAM-1 und P-Selektin prasentiert werden. Die Negativkontrolle (GFP) synthetisiert
keinen spezifischen Rezeptor. Die Experimente wurden als Triplikat durchgefithrt und pro Experiment 300 CHO-Zellen
mikroskopisch ausgezzhlt. A: Die Signifikanz bezieht sich auf die Werte von CD36 in Abbildung 36A und wurden mit dem t-Test
fiir unabhéngige Stichproben ermittelt. ****: p<0,0001; **: p<0,01

An die Kontrolle CHO-GFP konnte keine, bzw. nur eine sehr schwache Bindung beobachtet
werden.

Von 3D7-iE wurde eine moderate Bindung an CHO-CD36 (4,1 + 2,6 (iRBCs/100 CHO-
Zellen)) beobachtet. Fir PARL_PVX_050690"4-iE, PARL_PVX_060690"A-iE,
PARL_PVX_06869054-iE, pARL_PVX_093715"4-iE und pARL_PVX_096925"4-iE wurde
ebenfalls eine moderate Bindung detektiert. Dabei zeigt pARL_PVX_093715HA-E die hochste
Bindung mit 48,3 + 41,0 iRBCs/100 CHO-Zellen (p<0,0001) gefolgt von pARL_PVX_050690"-
iE (28,8 + 15,5 (iIRBCs/100 CHO-Zellen); p<0,0001) und pARL_PVX_060690"4-iE (17,0 + 12,9
(iRBCs/100 CHO-Zellen); p<0,0001). pARL_PVX_0686904-iE (8,7 + 10,1 (iRBCs/100 CHO-
Zellen); p<0,01) und pARL_PVX_09692514-iE (8,3 + 5,4 (iRBCs/100 CHO-Zellen); p<0,0001))
weisen sehr dhnliche Bindungswerte auf, wobei die Signifikanz von pARL_PVX_068690"A-iE
zur Stammkultur niedriger ist. Fiir pARL_PVX_000020%4-iE, pARL_PVX_107235"A-iE und
PARL_PVX_113230"4-iE ist eine Bindung zu beobachten, die schwécher ist als die von 3D7-iE
(Abbildung 36B: 2,0 + 3,2 iRBCs/100 CHO-Zellen; Abbildung 36F: 3,1 + 3,9 iRBCs/100 CHO-
Zellen; Abbildung 36A: 3,8 + 3,1 iRBCs/100 CHO-Zellen). Fiir pARL_PVX_081850"4-iE,
PARL_PVX_09752554-E, pARL_PVX_10156014-iE und pARL_PVX_115475"4-iE konnte nur

eine sehr schwache Bindung festgestellt werden (Abbildung 36A: 0,3 + 0,7 iRBCs/100 CHO-
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Zellen; Abbildung 36D: 0,1 + 0,3 iRBCs/100 CHO-Zellen; Abbildung 36E: 0,1 + 0,3 iRBCs/100
CHO-Zellen; Abbildung 36B: 0,3 + 0,6 iRBCs/100 CHO-Zellen). Keine Bindung konnte fiir
PARL_PVX_077695"4-iE nachgewiesen werden.

An den Rezeptor ICAM-1 konnte nur fiir die iE der transgenen Zelllinie von
PARL_PVX_096925"4-iE eine signifikante Bindung detektiert werden (1,5 + 1,2 iRBCs/100
CHO-Zellen). Fir die iE der anderen 12 transgenen Zelllinien mit dem jeweiligen
Fusionsprotein ~ wurde  entweder  keine  Bindung  (pARL_PVX_077695"A-iE,
PARL_PVX_097525%4-E, pARL_PVX_101560"4-iE, pARL_PVX_113230"4-iE) oder nur eine
sehr schwache Bindung gesehen (3D7-iE: 02 =+ 0,6 iRBCs/100 CHO-Zellen;
PARL_PVX_000020%4-iE: 0,1 + 0,2 iRBCs/100 CHO-Zellen; pARL_PVX_050690"4-iE: 0,3 + 0,6
iRBCs/100 CHO-Zellen; pARL_PVX_060690"4-E: 0,1 + 0,3 iRBCs/100 CHO-Zellen;
PARL_PVX_06869014-iE: 1,8 + 2,4 iRBCs/100 CHO-Zellen; pARL_PVX_081850"4-iE: 0,2 + 0,5
iRBCs/100 CHO-Zellen; pARL_PVX_093715%4-4E: 0,1 + 0,2 iRBCs/100 CHO-Zellen;
PARL_PVX_10723514-E: 0,3 + 0,5 iRBCs/100 CHO-Zellen; pARL_PVX_115475%4-iE: 0,2 + 0,4
iRBCs/100 CHO-Zellen).

Ahnlich verhilt es sich mit dem Rezeptor VCAM-1; bei diesem wurde keine Bindung
bei folgenden Zelllinien detektiert: pARL_PVX_000020%4-iE, pARL_PVX_077695%4-iE,
PARL_PVX_08185014-iE, pARL_PVX_096925"4-iE und pARL_PVX_(097525%4-iE. Eine
schwache Bindung wurde fiir 3D7-iE und folgende acht Zelllinien beobachtet (3D7-iE: 0,2 +
0,4 iRBCs/100 CHO-Zellen; pARL_PVX_05069084-E: 0,1 + 0,3 iRBCs/100 CHO-Zellen;
PARL_PVX_060690t4-iE: 0,2 + 0,4 iRBCs/100 CHO-Zellen; pARL_PVX_0686904-iE: 0,2 + 0,4
iRBCs/100 CHO-Zellen; pARL_PVX_093715H44E: 0,1 + 0,3 iRBCs/100 CHO-Zellen;
PARL_PVX_101560t4-E: 0,1 + 0,3 iRBCs/100 CHO-Zellen; pARL_PVX_107235%4-iE: 0,2 + 0,2
iRBCs/100 CHO-Zellen; pARL_PVX_113230"4-4E: 0,3 + 0,7 iRBCs/100 CHO-Zellen;
PARL_PVX_115475H4-E: 0,2 + 0,7 iRBCs/100 CHO-Zellen).

Die wenigsten Bindungen konnten an CHO-P-Selektin beobachtet werden, bei diesem
Rezeptor konnten bei neun Zelllinien keine gebundenen iE beobachtet werden
(pPARL_PVX_000020"A-E, PARL_PVX_050690"4-iE, PARL_PVX_077695"4-E,
PARL_PVX_08185014-iE, PARL_PVX_09752514-E, PARL_PVX_10156014-iE,
PARL_PVX_107235"4-E, pARL_PVX_113230"4-iE, pARL_PVX_115475"4-iE) und bei den vier
anderen Zelllinien und 3D7-iE nur eine schwache Bindung der iE (3D7-iE: 0,1 + 0,3 iRBCs/100
CHO-Zellen;  pARL_PVX_060690"4-iE: 02 + 04 iRBCs/100  CHO-Zellen;

85



Ergebnisse

PARL_PVX_068690"4-iE: 0,1 + 0,3 iRBCs/100 CHO-Zellen; pARL_PVX_093715%4-iE: 0,1 + 0,3
iRBCs/100 CHO-Zellen; pARL_PVX_096925%4-E: 0,6 + 1,3 iRBCs/100 CHO-Zellen).

3.6.2 Bindungsversuch unter Flussbedingungen

Neben den Bindungsversuchen unter statischen Bedingungen wurde auch die
Bindung unter Flussbedingungen getestet. Dabei wurde das laminare Flusssystem der Firma
ibidi GmbH verwendet. Es wurde die Bindung von iE an CHO-CD36-Zellen getestet. Die
verwendeten iE waren im Trophozoitenstadium (ca. 28 h nach Invasion). Getestet wurden
3D7-iE (Kontrolle), sowie pARL_PVX_060690"A-iE, pARL_PVX_068690HA-iE,
PARL_PVX_093715%4-iE und pARL_PVX_09692554-iE. Die Bindung der iE an CHO-CD36
wurde bei folgenden Scherkréften getestet: 6, 4, 3, 2, und 1,5 dyn/cm? fiir jeweils 10 min und
0,9 dyn/cm? fiir 30 min. Die Auswertung erfolgte im Anschluss mit Hilfe des Programms
Image].

Es wurde eine Bindung von 3D7-iE an CHO-CD36 detektiert. Im ersten Versuch
wurden fiinf iE detektiert, welche alle bei 0,9 dyn/cm? banden. Bei einer Wiederholung des
Versuchs wurden 18 bindende iE detektiert, von denen Bereits vier bei 1,5 dyn/cm? eine
Bindung zeigten, die restlichen iE wieder bei 0,9 dyn/cm?. Bei den iE der transgenen Zelllinien

konnte unter den getesteten Bedingungen keine Bindung detektiert werden.

3.7 Homologe Sequenzbereiche der 13 VIR-Proteine zu annotierten

Proteinen

Um einen Hinweis auf eine mogliche Funktion der VIR-Proteine zu erhalten, wurde
eine sog. Protein-Blast-Suche durchgefiihrt (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Als
Algorithmus wurde blastp verwendet und der Organismus Plasmodium vivax (taxid:5855)
ausgeschlossen. Des Weiteren wurden Ubereinstimmungen mit einem E-value >0,1 von der
Analyse ausgeschlossen.

Bei allen 13 untersuchten VIR-Proteinen wurden &hnliche Proteine in anderen
Plasmodium spp. gefunden. Uberwiegend waren dies Proteine, welcher der PIR-Superfamilie
zugeordnet sind, jedoch ohne weitere Informationen iiber deren Aufgabe. Zusatzlich wurde
fir alle VIR-Protein aufler PVX_050690 eine Ubereinstimmung mit einem Oberfldchenprotein

aus P. gonderi gefunden werden. Die Suche wurde wiederholt, jedoch wurden ausgewdhlt,
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dass die VIR-Proteine nur mit Proteinen aus P. falciparum verglichen werden sollten. Dabei

wurden keine Ubereinstimmungen entdeckt.

Bei einer dritten Suche wurde Plasmodium spp. (taxid:5820) ausgeschlossen. Dabei

konnten fiir PVX_000020, PVX_060690, PVX_068690, PVX_081850, PVX_093715, und

PVX_096925 keine Ubereinstimmungen gefunden. Fiir PVX_101560 konnten mehrere

Ubereinstimmungen gefunden werden, welche unterschiedliche Funktionen haben. In Tabelle

9 sind die VIR-Proteine aufgefiihrt, bei denen eindeutige Ubereinstimmungen gefunden

wurden.

Tabelle 9: Ubereinstimmung zwischen den VIR-Proteinen und Proteinen aus anderen Organismen. blastp-
Suche, Stand: 20.02.2020, ausgeschlossen wurden Plasnodium spp., sowie Ubereinstimmung mit einem E-value >0, 1.
Alle Ubereinstimmungen sind bakteriellen Ursprungs.

VIR-Protein

I"Jbereinstimmung

PVX_050690
PVX_077695
PVX_097525
PVX_107235
PVX_113230
PVX_115475

DEAD/DEAH-Box-Helikase

Adhaésin

Kollagen a-3(VI)-Isoform, Adhdsin
Kollagen a-3(VI)-Isoform

PIR-Protein, uncharakterisiertes Protein

PIR-Protein, uncharakterisiertes Protein
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4 Diskussion

In den letzten Jahren wurden vermehrt Hinweise gefunden, dass Plasmodium vivax
infizierten Retikulozyten (iR) zytoadharieren konnen. Ein Indiz fiir die Zytoadhasion war,
dass im Vergleich weniger Parasiten im Schizontenstadium im Blut sichtbar als die anderen
beiden Entwicklungsstadien. Des Weiteren wurde auch gezeigt, dass P. vivax iE, isoliert aus
Patienten, an verschiedene Endothelzellen und ausgewéhlten Rezeptoren adhérieren konnen
(Carvalho et al. 2010, Chotivanich et al. 2012, Lopes et al. 2014, Barber et al. 2015). Postuliert
wurde, dass Mitglieder der VIR-Proteinfamilie an der Zytoadhésion beteiligt sind (del Portillo
et al. 2001). Von Bernabeu und Kollegen konnte gezeigt werden, dass die Untersuchung von
einzelnen VIR-Proteinen mit Hilfe von transgenen P. falciparum-Zelllinien moglich ist und dass
diese eine Bindung an den Endothelrezeptor vermitteln (Bernabeu et al. 2012).

Das Ziel dieser Arbeit war es, auf Grundlage der von Bernabeu und Kollegen
verwendeten Methoden, 13 VIR-Proteine hinsichtlich ihrer Lokalisation innerhalb des
infizierten Erythrozyten, sowie deren Bindung an vier ausgewahlte Endothelzellrezeptoren

(CD36, ICAM-1, VCAM-1 und P-Selektin) zu untersuchen.

4.1 Vergleich der Lokalisation der VIR-Proteine mit zwei verschiedenen

C-terminalen Erkennungssequenzen

Um die VIR-Proteine detektieren zu konnen, wurde an deren C-Terminus ein GFP,
bzw. ein 3x HA-Tag angefiigt. Dafiir wurde das kodierende Gen, bzw. die Sequenz an die
Sequenz des jeweiligen vir-Genes fusioniert und so die VIR-Proteine als Fusionsproteine
synthetisiert.

Zuerst wurde versucht, die Detektion der VIR-Proteine mit Hilfe von GFP
durchzufiihren. Der Grund fiir die Auswahl von GFP war, dass dadurch die Detektion eines
Proteins in der lebenden Zelle moglich ist, ohne vorher einen Immunfluoreszenzassay
durchfiihren zu miissen (Bernabeu et al. 2012, Jonscher et al. 2019, Mesén-Ramirez et al. 2019,
Birnbaum et al. 2020). Jedoch wurde das GFP-Signal in allen untersuchten iE, unabhangig vom
Entwicklungsstadium, nur im Parasiten detektiert. Erwartet wurde das Signal im Zytosol des
iE, da alle ausgewdhlten VIR-Proteine eine putative Transmembrandomaéne besitzen und
sowie einige der VIR-Proteine noch weitere Exportsignale aufweisen. Daraufhin wurde eine
andere Erkennungssequenz verwendet, welche ebenfalls schon in der Literatur beschrieben
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ist, das 3-fache Hamagglutinin (3xHA-Tag) (Bernabeu et al. 2012, Marapana et al. 2018, Mesén-
Ramirez et al. 2019). Deshalb wurde an die vir-Gene die Sequenz des 3xHA-Tags fusioniert
und HA-Fusionsproteine synthetisiert. Bei diesen VIR-Fusionsproteinen konnte deren Signal
im Zytosol des iE nachgewiesen werden. Der Frage, wieso die VIR-GFP-Fusionsproteine im
Gegensatz zu den VIR-HA-Fusionsproteinen nicht exportiert wurden, wurde nicht weiter
nachgegangen. Eine mogliche Erklarung fiir das Fehlen des GFP-Signals im Zytosol konnte
sein, dass das GFI’ von selbst im Nukleus der zu untersuchenden Zellen translokalisiert (Seibel
et al. 2007). Eine weitere Erkldarung konnte eine fehlerhafte Faltung des GFP-Fusionsproteins
sein, wodurch der Transport in das Zytosol behindert wird (Jackson et al. 2006). Eine dritte
Moglichkeit ware die Abspaltung des GFP vom Fusionsprotein innerhalb des Parasiten, so
dass nur das VIR-Protein exportiert wird. Da das GFP kein eigenes Exportsignal hat, verbleibt

es somit im Parasiten.

4.2 Export der 13 untersuchten VIR-Proteine

Sowohl in Vorversuchen als auch Bernabeu und Kollegen konnten zeigen, dass der
Export der VIR-Proteine in transgenen P. falciparum-Zelllinien erfolgreich ist (Bernabeu et al.
2012, Lubiana 2017). In dieser Arbeit konnten 12 der 13 untersuchten VIR-Proteine sowohl im
Zytosol als auch im Parasiten detektiert werden. Nur das Fusionsprotein PVX_050690 war
ausschliefllich im Parasiten nachweisbar. Dies war fiir dieses Protein auch erwartet worden,
da es keine Transmembrandomaéne oder ein anderes Exportsignal aufweist. Bei den anderen
12 exportierten VIR-Proteinen wurden bei der in silico-Analyse neben einer putativen
Transmembrandomaéne noch weitere putative Exportsignale vorhergesagt. Diese waren ein
Signalpeptid (PVX_000020), ein PEXEL Motiv (PVX_096925), ein PEXEL-dhnliches Motiv
(PVX_097525, PVX_101560) oder ein reifer N-Terminus (PVX_081850, PVX_101560,
PVX_115475). Bei diesen Proteinen ist es moglich, dass sie in P. falciparum auf dhnliche Weise
wie die PNEPs transportiert werden, insbesondere, da sie mit der Transmembrandomaéne die
klassischen Eigenschaften dafiir aufweisen (Haase et al. 2009, Griiring et al. 2012). Fiir PIR-
Proteine, die ebenfalls nur eine Transmembrane haben, konnte ebenfalls ein Export in das
Zytosol der iE nachgewiesen werden, beispielsweise KIR aus P. knowlesi oder CIR aus
P. chabaudi (Cunningham et al. 2010).

Zwischen den beiden Plasmodien-Arten P. falciparum und P. vivax gibt es Unterschiede

in der Nukleotidzusammensetzung der DNA. Wahrend der A/T-Gehalt bei P. falciparum 80,6
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% betragt, liegt dieser bei P. vivax nur bei 57,3 %). Es finden sich aber auch Unterschiede in der
Zellorganisation. So befinden sich bei P. falciparum Maurer’sche Spalten im Zytosol des iE,
wahrend P. vivax Schiiffner’sche Tiipfelung aufweist (Aikawa et al. 1975, Lanzer et al. 2006,
Carlton et al. 2008). Aus diesen Griinden bestand die Moglichkeit, dass die Fusionsproteine
nicht von P. falciparum in das Zytosol des iE exportiert werden konnten. Daher wurde vor der
Generierung der Transfektanten, der A/T-Gehalt der vir-Gene dem A/T-Gehalt von P.
falciparum Genen angepasst. Wie vorher erwdhnt, wurden 12 VIR-Proteine erfolgreich
exportiert.

Dieses deutet darauf hin, dass es einen vergleichbaren Exportmechanismen zwischen
P. falciparum und P. vivax geben muss. Beim Export der Proteine aus dem Parasiten in die
Wirtszelle miissen diese auch die parasitophore Vakuolenmembran (PVM) durchqueren. Der
Transport erfolgt dabei hauptsachlich tiber den Proteinkomplex PTEX (Plasmodium translocon
of exported proteins). Dieser besteht aus fiinf verschiedenen Proteinen, von denen drei essenziell
sind (HSP101 (AAA+ ATPase heat shock protein 101), EXP2 (exported protein 2), PTEX150). Diese
bilden den Kanal durch die PVM. Der Transport ist ATP-abhdngig und kann nur im
entfalteten Zustand der zu exportierenden Proteine passieren (Elsworth et al. 2014, de Koning-
Ward et al. 2016). Auch im Genom von P. vivax und anderen Plasmodium spp. wurden die Gene
von hsp101, exp2 und ptex150 gefunden (Bozdech et al. 2008, de Koning-Ward et al. 2009,
Goldberg and Cowman 2010, Roobsoong et al. 2011). Somit basiert der Transport durch die
PVM bei den verschiedenen Plasmodien-Arten auf einem vergleichbaren Mechanismus
(Goldberg and Cowman 2010). Dennoch konnte im Trophozoitenstadium eine Akkumulation
der VIR-Proteine im Parasiten beobachtet werden. Im Schizontenstadium dagegen wurde die
Lokalisation im Parasiten seltener festgestellt. Die Korrelation zwischen der
Proteinlokalisation und dem Entwicklungsstadium des Parasiten wurde auch schon in einer
anderen Publikation beschrieben. In dieser wurden ausgewahlte CIR-Proteine von P. chabaudi
untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass sich die Lokalisation der Proteine in
Abhiangigkeit des Entwicklungsstadiums veranderte. Wurden alle detektierten Proteine im
Ring- und frithen Trophozoitenstadium noch in der parasitophoren Vakuole nachgewiesen,
so wurden im Schizontenstadium alle CIR-Proteine entweder mit den Merozoiten oder mit
der Membran des iE kolokalisiert (Yam et al. 2016). Somit ist es wahrscheinlich, dass der

Export der VIR-Proteine vom Entwicklungsstadium anhéngig ist.
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4.3 Lokalisation und Zytoadhasion von PVX_050690

Das VIR-Protein PVX_050690 ist in dieser Arbeit das einzige der untersuchten VIR-
Proteine, welches weder eine putative Transmembrandomane noch ein anderes Exportsignal
aufweist. Bei der Immunfluoreszenzanalyse wurde in beiden untersuchten Stadien
ausschliefilich eine Lokalisation innerhalb des Parasiten detektiert. Eine Bestimmung der
Oberflachenlokalisation mittels Western Blot-Analyse war aus verschiedenen Griinden nicht
erfolgreich. Bei den Bindungsstudien wurde eine Bindung an CHO-CD36 festgestellt, welche
sich signifikant von der Stammkultur 3D7 unterschied. An den anderen drei Rezeptoren
CHO-ICAM-1, CHO-VCAM-1 und CHO-P-Selektin konnte keine Bindung nachgewiesen
werden.

Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzanalyse entsprechen den Erwartungen einer
Lokalisation innerhalb des Parasiten, da bei einer vorherigen in silico-Analyse weder
Transmembrandoméanen noch Exportsignale identifiziert wurden (Abbildung 37). Bei den
Bindungsversuchen wurde jedoch erwartet, dass PVX_ 050690 einen dhnlichen
Bindungsphanotyp wie die Stammkultur 3D7 zeigt, welche hauptsdchlich an CD36 bindet. Da
aber keine Oberflachenlokalisation von PVX_050690 vorliegt, ist nicht zu erklaren, warum die
PARL_PVX_05069014-iE signifikant mehr an CD36 binden als 3D7-iE. Es kann spekuliert
werden, dass PVX_050690 den Transport von PfEMP1 an die Erythrozytenoberfldche positiv
reguliert. Liegt mehr PfEMP1 vor, fiihrt das zu einer vermehrten Zytoadhasion (Lee et al. 2019,
Jensen et al. 2020). Generell wird angenommen, dass die VIR-Proteine neben der Adhasion,
auch an verschiedenen Signalwegen, an der Proteinprozessierung und an Transportprozessen
beteiligt sind (Cunningham et al. 2010).

Eine Moglichkeit, um weitere Informationen iiber die Funktion der VIR-Proteine zu
erhalten, ist der Vergleich der VIR-Proteine oder deren Domaénen mit Proteinen/Doméanen
bekannter Funktion. Eine solche Analyse wurde von Lopez und Kollegen durchgefiihrt. Dabei
wurde ein Teil der VIR-Proteine mit der Onlinedatenbank Pfam verglichen. In dieser
Datenbank sind Proteindoménen vieler bekannter Proteine enthalten und eine Analyse kann
einen Hinweis iiber die Aufgabe des Proteins geben. Fiir PVX_050690 war die grofite
Ubereinstimmung mit einer Proteindoméne, welche an der Transkription und Prozessierung
von mRNA beteiligt ist (Lopez et al. 2013). Ein dhnlicher Hinweis konnte auch bei einer blastp-
Suche gefunden werden. Dort wurde eine Ubereinstimmung mit einer DEAD/DEAH-Box-

Helikase gefunden. Dieses Protein ist an der Prozessierung der mRNA, beispielsweise der
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Translation beteiligt (Liiking et al. 1998, Zhang et al. 2015). Diese Aktivitat wiirde mit der
Lokalisation des VIR-Proteins im Zytosol des Parasiten iibereinstimmen, da mRNA nicht nur
im Nukleus vorkommt, sondern auch mit anderen subzellularen Kompartimenten interagiert
(Martin and Ephrussi 2009, Tuteja and Mehta 2010).

Um die genaue Funktion des VIR-Proteins PVX_050690 zu ermitteln, sind jedoch

weitere Studien notwendig, im Idealfall direkt mit P. vivax.

4.4 Lokalisation der 12 exportieren VIR-Proteine in der

Immunfluoreszenzanalyse

Maurer’sche

Spalten

Knobs

Abbildung 37: Schematische Darstellung der Lokalisation des Fusionsproteins PVX_050690 im iE. Linke Teilabbildung:

Trophozoitenstadium; Rechte Teilabbildung: Schizontenstadium; Rote Punkte: VIR-Protein; verdndert nach (Tilley et al. 2011).

Um die Lokalisation der untersuchten VIR-Proteine zu ermitteln, wurde von allen mit

den jeweiligen Transfektanten iE eine Immunfluoreszenzanalyse mit spezifischen
Antikdrpern durchgefiihrt.

Wie bereits in Kapitel 4.2 diskutiert, wurden die 12 Fusionsproteine, welche
mindestens eine Transmembrandomane haben, exportiert. Neben dem Export wurde bei der
Immunfluoreszenzanalyse auch die Lokalisation des Signals der Fusionsproteins ermittelt.
Daftir wurden iE verwendet, welche sich sowohl im Trophozoiten- als auch im
Schizontenstadium befanden. Dabei wurde bei den 12 untersuchten VIR-Proteinen ein
punktiertes Muster, verteilt iber den gesamten iE gesehen. Der Export der VIR-Proteine bei
Parasiten im Trophozoitenstadium war noch nicht abgeschlossen, da das Signal des a-HA-
Antikorpers teilweise noch im Parasiten nachgewiesen wurde. Bei Parasiten im

Schizontenstadium war der Export hingegen schon fortgeschrittener, da hier das Signal der
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VIR-Fusionsproteine deutlich seltener im Parasiten zu sehen war (siehe Kapitel 3.4). Eine
Ubersicht iiber die Lokalisation der VIR-Proteine ist schematisch in Abbildung 38 gezeigt.

Mit Spektrin, einem Protein aus der Erythrozytenmembran, konnte bei Parasiten im
Trophozoitenstadium nur bei PVX_000020 PVX_068690 eine Kolokalisation festgestellt
werden (<7 % der untersuchten iE). Waren die Parasiten im Schizontenstadium so wurden bei
0-30 % der untersuchten iE eine Kolokalisation nachgewiesen. Ein Grund dafiir konnte sein,
dass die iE noch nicht das Entwicklungsstadium erreicht hatten, bei dem der Transport der
VIR-Proteine an die Oberfliche erfolgen soll. Beobachtet wurde so ein zeitabhdngiger
Transport bereits bei PIR-Proteinen aus anderen Plasmodien-Arten (Kriek et al. 2003, Yam et
al. 2016). Es konnte daher keine eindeutige Oberflachenlokalisation fiir die untersuchten VIR-
Proteine nachgewiesen werden.

Das Protein ETRAMPS ist Bestandteil der parasitophoren Vakuolenmembran (PVM).
Eine Kolokalisation mit den Fusionsproteinen wurde hauptsachlich im Trophozoitenstadium
nachgewiesen. Im Schizontenstadium wurde das Signal seltener im Parasiten detektiert. Diese
Verschiebung des Signals in Abhadngigkeit vom Entwicklungsstadium konnte auch bei PIR-
Proteinen aus anderen Plasmodium-Arten beobachtet werden (Kriek et al. 2003, Yam et al.
2016). Dies konnte auch bei den untersuchten Fusionsproteinen der Fall sein. Somit ist es
unwahrscheinlich, dass der Zielort dieser VIR-Proteine innerhalb des Parasiten lokalisiert ist.
Insbesondere da sich das Lokalisationsmuster deutlich von PVX_050690 unterscheidet. Dort
konnte das Signal des Fusionsproteins nur innerhalb des Parasiten nachgewiesen werden.

Fiir alle Fusionsproteine konnte eine Kolokalisation mit dem Maurer’schen
Spaltenprotein SBP1 nachgewiesen werden. Dabei konnte es auch hier ein Unterschied
zwischen den beiden Entwicklungsstadien festgestellt werden. Im Schizontenstadium war die
Kolokalisationsrate hoher als im Trophozoitenstadium. Dies deutet darauf hin, dass die
Maurer'schen Spalten der Zielort der Fusionsproteine ist. Fiir P. falciparum sind die
Maurer’schen Spalten eine der wichtigsten Zellorganelle innerhalb des Zytosols der Wirtszelle
und die Hauptfunktionen sind das Sortieren und der Transport von Proteinen (Mundwiler-
Pachlatko and Beck 2013). Bisher wurden erst wenige P. falciparum-Proteine beschrieben,
deren Transport nicht iiber die Maurer'schen Spalten erfolgt oder die nicht mit diesen
interagieren. Beispiele hierfiir sind HSP40 (Hitzeschockprotein 40) oder REX3 (engl. ring
exported protein 3) (Spielmann et al. 2006, Kiilzer et al. 2010). Eine Proteinfamilie, deren

Transport iiber die Maurer'schen Spalten sehr gut erforscht ist, sind die P/EMP1. Wie in
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Kapitel 3.6.1 beschrieben, binden diese an Endothelzellrezeptoren und vermitteln dadurch die
Zytoadhasion (Mundwiler-Pachlatko and Beck 2013). Dass die Maurerschen Spalten fiir den
Transport dieser Proteine essenziell sind konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden.
Dabei wurde die Expression der Gene von sbp1, rex1 und mahrpl gestort, wodurch es zwar zu
einem Transport der PfEMP1 in die Maurer’schen Spalten kam, der Weitertransport an die
Oberfliche des Erythrozyten aber nicht stattfand (Cooke et al. 2006, Hanssen et al. 2008,
Spycher et al. 2008). Auch fiir die untersuchten VIR-Proteine konnte kein Transport {iber die
Maurer’schen Spalten hinaus detektiert werden. Hierfiir gibt es zwei mogliche Erklarungen.
Die erste Erklarung wére, dass die Maurer'schen Spalten der Zielort der VIR-Proteine sind
und sie dort ihre noch unbekannte Funktion ausiiben. Mogliche Funktionen konnten eine
Signalgebung oder die Beteiligung am Weitertransport von anderen Proteinen sein
(Cunningham et al. 2010). Dies wiirde z.T. auch mit der postulierten Funktion der
Schiiffner’schen Tiipfelungen iibereinstimmen. Von diesen wird ebenfalls angenommen, dass
sie am Proteintransport beteiligt sind (Aikawa et al. 1975). Die andere Moglichkeit ist, dass die
Maurer'schen Spalten nicht der Zielort sind, P.falciparum aber auf Grund der
unterschiedlichen Herkunft der VIR-Proteine die Signale fiir den Weitertransport von diesen
nicht erkennt. Dadurch kommt es zu einer Fehllokalisation in den Maurer’schen Spalten und
die eigentliche Funktion der VIR-Proteine kann nicht erforscht werden. Um die jeweiligen
Hypothesen zu priifen, sind jedoch weitere Forschungen notwendig, insbesondere direkt mit
P. vivax.

Eine Beobachtung, die bei der Kolokalisation zwischen SBP1 und dem jeweiligen
untersuchten VIR-Protein gemacht wurde, ist, dass ein kleiner Teil der VIR-Proteine nicht mit
SBP1 kolokalisierte. Eine Erklarung dafiir konnte sein, dass diese VIR-Proteine in einem
Transportkomplex gebunden sind. Ein solch moglicher Transportkomplex sind beispielsweise
die sog. J-Dots. Als J-Dot wird ein Chaperon bezeichnet, welches aus den beiden
Hitzeschockproteinen HSP40 und HSP70 besteht. Von diesen konnte gezeigt werden, dass sie
mit anderen Proteinen, z.B. PAEMP1 oder MAHRP1 interagieren und wahrscheinlich an deren
Transport durch das Zytosol der Wirtszelle beteiligt sind. Jedoch konnte ausgeschlossen
werden, dass die J-Dots selbst Bestandteil der Maurer'schen Spalten sind, da bei
Immunfluoreszenzanalysen die Signale von SBP1 und HSP40, bzw. HSP70 nicht
kolokalisierten (Kiilzer et al. 2010, Acharya et al. 2012, Kiilzer et al. 2012, Petersen et al. 2016).
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In Abbildung 38A und B ist die Lokalisation der VIR-Proteine sowohl in den Maurer’schen
Spalten als auch gebunden an J-Dots schematisch dargestellt.

Eine weitere partielle Kolokalisation konnte zwischen den 12 VIR-Proteinen und der
intrazelluldren ATS-Doméane der PfEMP1-Molekiile detektiert werden. Diese wurde im
Vergleich zu der Kolokalisation mit SBP1 jedoch seltener beobachtet. Da die P/EMP1-Proteine
nachweislich an der Oberflache lokalisieren, wurde erwartet, dass das ATS-Signal ebenfalls
nahe der Oberflache des iE detektiert wird (Baruch et al. 1995). Dies wurde jedoch nicht
gesehen, sondern ebenfalls ein punktiertes Muster wie bei der Kolokalisation mit SBP1. Bei
einem Test konnte eine partielle Kolokalisation zwischen den Signalen der ATS-Domaéne der
PfEMP1-Molekiile und SBP1 nachgewiesen werden (Kapitel 3.3). Ein Signal des a-ATS-
Antikorpers an der Oberflache von iE konnte nicht nachgewiesen werden. Jedoch ist bekannt,
dass der kauflich zu erwerbende Antikorper, welcher in dieser Arbeit verwendet wurde, keine
PfEMP1-Proteine an der Oberfldche erkennt. Dieses Phanomen ist bekannt, konnte bisher aber
noch von keiner Arbeitsgruppe, die diesen Antikorper verwendet hat, aufgeklart werden.

Auf Grund der Unterschiede zwischen P. falciparum und P. vivax ist eine endgiiltige
Aussage iiber die korrekte Lokalisation der VIR-Proteine nicht mdoglich. Daher wére es
dringend notwendig, Untersuchungen direkt mit P. vivax durchzufiihren. Jedoch konnte
bisher kein kontinuierliches Zellkultursystem fiir die Kultivierung von P. vivax etabliert
werden. Hierfiir gibt es zwei verschiedene Griinde: die Zugabe der , richtigen” Retikulozyten
und die Zusammensetzung des Nahrmediums (Thomson-Luque et al. 2019). Die als
Retikulozyten bezeichneten roten Blutkorperchen bilden eine heterogene Zellpopulation,
welche sich u.a. in ihrem Alter unterscheiden (Malleret et al. 2013). Dabei deuten Forschungen
darauf hin, dass P. vivax sehr jungen Retikulozyten fiir die Invasion bevorzugt. Somit ist es
notwendig, dass fiir eine erfolgreiche Kultivierung der Parasiten die richtige Subpopulation
von Retikulozyten verwendet wird. Auch ist die Zusammensetzung des Kulturmediums,
inklusive pH-Wert und Osmolaritat von entscheidender Bedeutung, da sich sowohl die
Parasiten als auch die Retikulozyten mit der Zeit weiterentwickeln (Thomson-Luque et al.
2019). Erst wenn diese Probleme gelost werden konnen, ohne dass weitere, bisher nicht
vorhersehbare Probleme auftauchen, kann die Forschung an P. vivax intensiviert werden.
Denn erst dann ist die Moglichkeit gegeben, die intrazelluldren Abldufe und die Aufgaben der
einzelnen Zellorganellen direkt in P. vivax so zu verstehen, wie es bisher nur bei P. falciparum

moglich ist.
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Abbildung 38: Schematische Darstellung der Lokalisation der VIR-Proteine im iE. In der Abbildung ist die putative
Lokalisation der VIR-Proteine auf Grundlage der IFA schematisch dargestellt. A: PVX_000020, PVX_077695, PVX_081850,
PVX_097525 und PVX_115475; B: PVX_060690, PVX_068690, PVX_093715, PVX_096925, PVX_101560, PVX107235 und
PVX_113230. Linke Teilabbildung: Trophozoitenstadium; Rechte Teilabbildung: Schizontenstadium; Rote Punkte: VIR-Protein;
verandert nach (Tilley et al. 2011).

4.5 Bindung der 12  exportierten VIR-Proteine an die
Endothelzellrezeptoren CD36, ICAM-1, VCAM-1, P-Selektin

Die Fihigkeit zu zytoadhérieren ist fiir das Uberleben von P.falciparum im
menschlichen Wirt von entscheidender Bedeutung (Smith et al. 2013, Lee et al. 2019, Jensen et
al. 2020). Fiir P. vivax wurden erst in den letzten Jahren Hinweise gefunden, dass dieser Parasit
ebenfalls zytoadhdrieren kann (Carvalho et al. 2010, Bernabeu et al. 2012, Chotivanich et al.
2012, Lopes et al. 2014, Barber et al. 2015). Postuliert wird, dass die VIR-Proteinfamilie an der
Adhasion beteiligt ist (Bernabeu et al. 2012).

Von den 12 exportierten Proteinen wurde eine mogliche Oberflachenlokalisation
mittels enzymatischem Abbau und anschlieffender Western Blot-Analyse untersucht. Dabei

konnte nur fiir ein das Fusionsprotein PVX_096925 eine putative Oberflachenlokalisation
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detektiert werden. Diese zeigte sich jedoch nicht in der Immunfluoreszenzanalyse. Des
Weiteren wurde untersucht, ob und wie viele iE der transgenen Zelllinien an die vier
Endothelzellrezeptoren CD36, ICAM-1, VCAM-1 und P-Selektin unter statischen
Bedingungen binden. Dabei konnten eine sehr schwache, aber signifikante Bindung von
PARL_PVX_096925"4-iE an ICAM-1 nachgewiesen werden, sowie an CD36 von vier weiteren
Transfektanten. Die Bindung mit den vier Transfektanten iE an CD36 wurde aufierdem in
Bindungsversuchen unter Flussbedingungen charakterisiert.

Um Hinweise auf eine mogliche Funktion der untersuchten VIR-Proteine zu erhalten,
wurde eine blastp-Suche durchgefiihrt, bei der Plasmodium spp. ausgeschlossen. Die

Ergebnisse werden am Ende des jeweiligen Unterkapitels diskutiert.

4.5.1 Bindungsverhalten von  pARL_PVX_077695"A,  pARL_PVX_081850"*,

PARL_PVX_097525"* und pARL_PVX_107235"A infizierten Erythrozyten

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der vier transgenen P. falciparum-Zelllinien
pARL_PVX_077695H4, pARL_PVX_081850H2, pARL_PVX_097525H4 und
pARL_PVX_10723514  diskutiert. Bei den Bindungsversuchen mit den vier
Endothelzellrezeptoren CHO-CD36, CHO-ICAM-1, CHO-VCAM-1 und CHO-P-Selektin
konnte keine Bindung festgestellt werden, welche sich signifikant vom Laborstamm 3D7
unterschied. Eine Analyse der Oberflachenlokalisation war fiir PVX_077695, PVX_081850 und
PVX_107235 aus verschiedenen Griinden nicht moglich. Nur fiir PVX_097525 war die Analyse
erfolgreich, es konnte aber keine Oberflachenlokalisation nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse bestitigen aber die Ergebnisse der Immunfluoreszenzanalyse. Dort konnte fiir
keines der vier Fusionsproteine eine eindeutige Lokalisation an der Oberfldche des iE gezeigt
werden.

Somit kann auf Grundlage der Ergebnisse gesagt werden, dass diese vier untersuchten
VIR-Proteine nicht direkt an der Zytoadhasion beteiligt sind. Einen Hinweis auf die Funktion
dieser VIR-Proteine konnten adhnliche Proteinfamilien aus P. falciparum geben. Hier sind
insbesondere die Proteinfamilien RIFIN und STEVOR zu nennen (Frech and Chen 2013). Die
RIFIN-Familie wird in zwei Gruppen unterteilt, A-RIFIN und B-RIFIN. Die A-RIFIN werden
in die Maurer’schen Spalten transportiert und von dort an die Oberfliche des Erythrozyten.
Im Gegensatz dazu lokalisieren die B-RIFIN {iiberwiegend im Zytosol der Wirtszelle. Des

Weiteren wurde festgestellt, dass die rif-Gene zu unterschiedlichen Zeitpunkten exprimiert
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werden. So konnten einige RIFIN-Proteine nur in iE im spaten Schizontenstadium, am Apex
von Merozoiten und in Gametozyten nachgewiesen werden konnten, jedoch ist nichts iiber
deren Funktion dort bekannt. RIFIN-Proteine sind bei der Sequestrierung (Anlagerung von iE
aneinander) von Bedeutung. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass spezifische Antikorper
gegen bestimmte RIFIN-Proteine die Rosettierung inhibieren. Jedoch konnte erst ein rif-Gen
in diesem Zusammenhang identifiziert werden (Petter et al. 2007, Joannin et al. 2008,
Bachmann et al. 2012, Mundwiler-Pachlatko and Beck 2013, Wahlgren et al. 2017). Von den
STEVOR-Proteinen wird ebenfalls vermutet, dass diese mehrere Aufgaben innerhalb der
Wirtszelle ausiiben. So konnte gezeigt werden, dass die Proteine zu verschiedenen
Zeitpunkten hergestellt werden und innerhalb der Wirtszelle unterschiedliche Lokalisationen
aufweisen, beispielsweise an der Oberfldche des iE, in den Maurer’schen Spalten oder in der
apikalen Spitze von Merozoiten. STEVOR-Proteine vermitteln die Bindung an andere rote
Blutkorperchen. Zusatzlich sind diese an der Merozoiteninvasion in uninfizierte Erythrozyten
beteiligt, da diese durch STEVOR-Antikorper negativ beeinflusst wird (McRobert et al. 2004,
Blythe et al. 2008, Khattab and Meri 2011, Niang et al. 2014, Bachmann et al. 2015, Wahlgren
et al. 2017). Ebenfalls wurde eine Beteiligung der STEVOR-Proteine an der Versteifung der
Erythrozytenmembran nachgewiesen (Sanyal et al. 2012). Auch in Gametozyten konnten
einige Proteine aus der STEVOR-Familie lokalisiert werden. Jedoch ist bisher nichts iiber deren
Funktion dort bekannt (Sutherland 2001). Da die rif- und stevor-Gene ebenso wie die vir-Gene
zu der pir-Multigenfamilie (engl. Plasmodium interspersed repeats) gehoren, ist es moglich, dass
aus der Funktion der RIFIN- und STEVOR-Proteine Hinweise auf eine mdogliche Funktion der
VIR-Proteine gezogen werden kann (Fernandez-Becerra et al. 2009, Cunningham et al. 2010).
Bei einer blastp-Suche, nur zwischen den VIR-Proteine und Proteinen von P. falciparum wurden
keine Ubereinstimmungen entdeckt. Jedoch konnten bei einer Analyse durch Merino und
Kollegen strukturelle Ahnlichkeiten zwischen der Subfamilie A der VIR-Protein und den
STEVOR-Proteinen gefunden werden. Dabei handelt es sich um eine N-terminale Region,
welche eine Cystein-reiche putative globulare Domine beinhaltet (Merino et al. 2006).
Hinweise auf strukturelle Ahnlichkeiten zwischen den VIR-Proteinen und den RIFIN-
Proteinen konnten nicht gefunden werden. Bei all diesen drei Proteinfamilien gibt es keine
mutually exclusive expression wie es diese bei den PfEMP1-Proteinen gibt (Kaviratne et al. 2002,
Petter et al. 2007, Fernandez-Becerra et al. 2009). Eine Funktion, welche fiir die RIFIN- und

STEVOR-Proteine nachgewiesen werden konnte, ist die Beteiligung an der Sequestrierung
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und Rosettierung. Daher ist es moglich, dass auch die VIR-Proteine an dieser beteiligt sind,
insbesondere da diese bereits fiir P. vivax beschrieben wurde (Marin-Menéndez et al. 2013).
Jedoch wird von P. vivax angenommen, dass dieser Parasit nicht sequestriert (Carmona-
Fonseca et al. 2013, Russell and Cooke 2017).

Wie schon fiir PVX_050690 konnten auch fiir PVX_081850 und PVX_107235 Hinweise
auf eine mogliche Funktion in der Publikation von Lopez und Kollegen gefunden werden.
PVX_077695 und PVX_097525 sind nicht in der Auflistung aufgefiihrt (Lopez et al. 2013).
Jedoch wurde fiir alle Proteine eine blastp-Suche durchgefiihrt.

Die blastp-Suche ergab fiir PVX_077695 eine hohe Ubereinstimmung mit dem Protein
Adhasin bakteriellen Ursprungs. Mit Adhasin ist es den Bakterien moglich, eine Interaktion
mit der entsprechenden Wirtszelle einzugehen, beispielsweise die Anlagerung (Solanki et al.
2018). Somit konnte PVX_077695 an der Invasion der Merozoiten in eine neue Wirtszelle
beteiligt sein.

Bei der blastp-Suche von PVX_097525 wurde mehrfach eine Ubereinstimmung mit
Adhasin und der Kollagen a-3(VI)-Isoform festgestellt. Wie im Absatz zuvor beschrieben ist
Adhasin an der Interaktion mit der Wirtszelle beteiligt (Solanki et al. 2018). Die Kollagen a-
3(VI)-Isoform kommt u.a. im Menschen vor und ist dort an einer Vielzahl von Prozessen
beteiligt, wie dem Zellwachstum, dem Schutz vor oxidativen Schdden oder es tritt in
Interaktion mit einer Vielzahl von extrazellular Matrixproteinen (Lamandé and Bateman
2018). Auf Grund dieser Vielzahl an moglichen Funktionen ist es jedoch nicht mdoglich, eine
Aussage tiber die Aufgabe von PVX_097525 innerhalb des Parasiten zu treffen.

Fiir PVX_081850 wurden u.a. eine Homologie mit dem C-Terminus des Merozoiten-
Oberflachenprotein 1 (MSP1; engl. merozoite surface protein 1) detektiert, welches in Plasmodium
spp. vorkommt. MSP1 kommt auf der Oberflache von Merozoiten vor und hat eine molekulare
Masse von 190-220 kDa (Tanabe et al. 1987, Holder et al. 1992). Das Protein ist am initialen
Schritt der Invasion in einen Erythrozyten beteiligt, indem es zusammen mit MSP6 und MSP7
den ersten Kontakt zwischen den beiden Zellen herstellt (Kadekoppala and Holder 2010).
Dieses Protein wurde auch in P. vivax nachgewiesen (Versiani et al. 2013). Daher konnte
PVX_081850 auf der Oberflache von Merozoiten situiert und an der Invasion in einen neuen
Erythrozyten beteiligt sein. Es konnte jedoch keine Lokalisation auf den Merozoiten in der

Immunfluoreszenzanalyse festgestellt werden.
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Fir PVX_107235 wurden ebenfalls homologe Domédnen gefunden, jedoch sind dies
Domadnen mit unbekannter Funktion oder so spezifisch, dass es unwahrscheinlich ist, dass
PVX_107235 diese Funktion hat. Beispiele fiir eine solche Funktion sind ein Virulenzfaktor im
Bakterium Yersinia spp. oder ein Opioid-Wachstumsfaktor, welcher in neuronalen Zellen
vorkommt (Lopez et al. 2013). Mit die hochste Ahnlichkeit weist PVX_107235 zu dem Protein
BAT2 auf. Dieses ist ein Protein, welches zur MHC Klasse III (engl. major histocompatibility
complex) gehort (Banerji et al. 1990). Es konnten bei einer Literaturrecherche jedoch keine
Hinweise auf die Funktion von BAT2 gefunden werden. Somit kann basierend auf diesen
Informationen keine Aussage iiber die mogliche Funktion von PVX_107235 getroffen werden.
Jedoch wurde bei der blastp-Suche eine Ubereinstimmung mit Kollagen a-3(VI)-Isoform
festgestellt. Wie im vorherigen Abschnitt bereits beschrieben, kann dieses Protein eine
Vielzahl an Funktionen haben, u.a. eine Interaktion mit einer Vielzahl von extrazellular
Matrixproteine (Lamandé and Bateman 2018). Fiir PVX_107235 bedeutet dies, dass dieses
Protein moglicherweise eine strukturgebende Funktion innerhalb des iE hat und mit anderen

Proteinen interagiert.

4.5.2 Bindungsverhalten von  pARL_PVX_000020%"A,  pARL_PVX_101560"4,

PARL_PVX_113230"” und pARL_PVX_115475"A infizierten Erythrozyten

Bei den Bindungsstudien konnte fiir keines der vier VIR-Proteine
(pPARL_PVX_000020%4, PARL_PVX_10156012, pARL_PVX_113230H4 und
pARL_PVX_11547544) eine Zytoadhdsion detektiert werden, welche sich signifikant von der
Stammkultur 3D7 unterschied. Die Westen Blot-Analyse von PVX_000020 war aus
verschiedenen Griinden nicht erfolgreich. Fiir PVX_115475 wurden insgesamt vier Proteine
mit einer molekularen Masse von 24 kDa bis 50 kDa detektiert. Dabei wies nur eines die
kalkulierte molekulare Masse auf, die anderen drei Proteine hatten eine niedrigere molekulare
Masse. Fiir PVX_101560 wurde nur ein Signal bei einer molekularen Masse von ca. 70 kDa
detektiert (erwartete Masse: 54,1 kDa). Eine mogliche Erklarung konnen posttranslationale
Modifikationen, wie beispielsweise Phosphorylierung, Glykosylierung oder Acetylierung
sein, da sich dadurch die molekulare Masse andert (Gorr and Vogel 2015, Xie et al. 2015). Auch
in der Publikation von Bernabeu und Kollegen weist in der Western Blot-Analyse ein VIR-
Protein eine grofiere molekulare Masse auf, als errechnet wurde (Bernabeu et al. 2012). Beim

dritten VIR-Protein (PVX_113230) wurden mehrere Proteine detektiert, welche eine hohere
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oder niedrigere molekulare Masse als die errechneten 47,4 kDa hatten. Dies deutet darauf hin,
dass das Protein posttranslational modifiziert wurde (Gorr and Vogel 2015). Eine weitere
Erklarung fiir die verkiirzten Proteine konnte sein, dass P. falciparum nicht in der Lage ist, die
Proteine vollstindig zu synthetisieren. Diese Moglichkeit kann jedoch ausgeschlossen werden,
da die Protein iiber den 3xHA-Tag detektiert werden, welcher an den C-Terminus fusioniert
wurde. Fiir keines der drei untersuchten VIR-Protein konnte ein Unterschied in der
Signalintensitdt zwischen der Kontrolle und der mit Trypsin behandelten Probe detektiert
werden. Ein im Vergleich starkeres Signal der Kontrolle hitte auf eine Oberfldchenlokalisation
hingedeutet. Daher kann von diesen drei VIR-Proteine eine Oberflichenlokalisation im
Trophozoitenstadium ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse sind kongruent mit den
Ergebnissen der Bindungsstudien, wo fiir die vier VIR-Proteine keine signifikante Bindung an
einen der vier Endothelzellrezeptoren detektiert werden konnte. Somit kann auf Grundlage
der Ergebnisse ausgeschlossen werden, dass diese vier VIR-Proteine im Trophozoitenstadium
an der Adhaésion beteiligt sind. Eventuell sind diese vier VIR-Proteine erst in einem spateren
Entwicklungsstadium der iE aktiv. Daher sollten die Versuche mit iE im Schizontenstadium
wiederholt werden.

Auch von diesen vier VIR-Proteinen wurde von Lopez und Kollegen eine Analyse
hinsichtlich homologer Doménen in anderen Proteinen (Lopez et al. 2013). Bei PVX_000020
wurde eine hohe Ubereinstimmung mit dem Baculovirus P47 Protein festgestellt. Dieses wird
als ein Bestandteil einer RNA-Polymerase beschrieben, welches an der Aktivierung von spaten
Promotoren beteiligt ist (Guarino et al. 1998). Somit es ist moglich, dass PVX_000020 an der
Synthese von anderen Proteinen beteiligt ist, welche erst spat im Lebenszyklus von P. vivax
aktiv sind. Dies bedeutet aber auch, dass das Protein iiberwiegend im Parasiten lokalisiert, da
dort die Proteinsynthese stattfindet (Jackson et al. 2011). Nach Analyse der Bilder der
Immunfluoreszenzanalyse trifft dies z.T. zu. Jedoch wurde das Protein auch in die
Maurer’schen Spalten festgestellt werden, insbesondere in iE im Schizontenstadium. Bei der
blastp-Suche konnten keine Ubereinstimmungen gefunden werden. Somit kann keine Aussage
iiber eine mogliche Funktion von PVX_000020 getroffen werden.

Fiir PVX_101560 wurde die grofite Homologie zu dem Eppstein-Barr virus neclear
antigen 3 (EBNA-3) gefunden. Dieses ist an der Manipulation des Immunsystems beteiligt,
indem es B-Zellen in eine immortalisierte Zelllinie umwandelt. Zusatzlich konnte gezeigt

werden, dass eine Uberexpression des Proteins zu einer Herunterregulation von u.a. CD21
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und CD23 fiihrt (Kashuba et al. 2006). CD21 und CD23 sind an der B-Zell-Aktivierung beteiligt
(Bonnefoy et al. 1995, Thorarinsdottir et al. 2015). Dies konnte ein Hinweis sein, dass das VIR-
Protein PVX_101560 an der Immunevasion beteiligt ist. Bei einer blastp-Suche konnte keine
eindeutige Ubereinstimmung mit einem Protein aus einem anderen Organismus als
Plasmodium spp. gefunden werden.

Bei PVX_113230 wurde die grofite Homologie mit einer Doméne unbekannter
Funktion festgestellt. Diese Doméne wurde in zahlreichen Lipid-Transportproteinen
nachgewiesen (Anderson et al. 1998, Thompson and Banaszak 2002). Daher konnte es sein,
dass PVX_113230 an Transportprozessen beteiligt ist. Bei der Betrachtung der Ergebnisse der
IFA fallt auf, dass PVX_113230 insbesondere im Schizontenstadium sehr haufig in den
Maurer’schen Spalten und an der Oberflache der iE nachgewiesen wurde. Somit ist es
moglich, dass das Funktion dieses Proteins der Transport von Lipiden iiber die Maurer’schen
Spalten zur Erythrozytenmembran ist. Bei der blastp-Suche wurde eine Ubereinstimmung mit
einem uncharakterisierten Protein, sowie einem PIR-Protein aus Hepatocystis sp. gefunden.
Jedoch ist dieses PIR-Protein mit denen aus Plasmodium spp. verwandt (Aunin et al. 2019).
Daher konnen keine Riickschliisse iiber eine mogliche Funktion gezogen werden.

Die hochste Homologie von PVX_115475 konnte zu einem Fucose-spezifischen Lektin
aus einem Pilz gefunden werden. In einer Vielzahl von Organismen konnte gezeigt werden,
dass Fucose an verschiedene Proteine angelagert wird (Fucosylierung) und die Funktion des
Proteins beeinflusst. Zwar wurde eine Fucosylierung fiir P. falciparum bereits beschrieben,
jedoch konnte bisher nicht gekldrt werden, welchen Einfluss diese auf die Aktivitat der
entsprechenden Proteinen hat. Eine andere Moglichkeit ist, dass Fucose in Glykokonjugaten
vorkommt. Glykokonjugate bestehen hauptsdchlich aus verschiedenen Zuckernukleotiden
und sind z.B. an der Adhésion beteiligt. Bisher konnte Fucose in P. falciparum jedoch nicht in
einem Glykokonjugat nachgewiesen werden (Sanz et al. 2013, Cova et al. 2015, Holdener and
Haltiwanger 2019). Studien {iber Fucose in anderen Plasmodium-Arten konnten nicht gefunden
werden. Moglich ist, dass PVX_115475 glykosyliert wird und die Fucose eine aktivierende
Funktion hat, wie es bereits in anderen Organismen beschrieben wurde. Dafiir sind jedoch
weitere Forschungen notwendig. Weitere Hinweise iiber die Funktion von PVXX_113230
konnten bei der blastp-Suche nicht gefunden werden, da hier ebenfalls nur
Ubereinstimmungen mit dem uncharakterisierten Protein, sowie dem PIR-Protein aus

Hepatocystis sp. gefunden wurden.
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Fiir dieses VIR-Protein wurden bei der die gleichen Ubereinstimmungen wir fiir
PVX_113230 gefunden, wodurch keine weitere Aussage iiber die Funktion des VIR-Proteins

gemacht werden kann.

4.5.3 Bindungsverhalten von pPARL_PVX_060690"4, PARL_PVX_06869"4,

PARL_PVX_093715"A und pARL_PVX_096925"A infizierten Erythrozyten

Die mit den vier P. falciparum-Zelllinien pARL_PVX_060690"4, pARL_PVX_06869014,
PARL_PVX_093715%4 und pARL_PVX_096925"4 iE, zeigten alle eine Bindung an CHO-CD?36,
welche sich signifikant von der Stammkultur 3D7 unterscheidet. Zusatzlich konnte fiir
PVX_096925 noch eine geringe, aber signifikante Bindung an ICAM-1 detektiert werden.
Weitere Bindung auch von den drei anderen Fusionsproteinen an einen der anderen drei
Rezeptoren konnten nicht detektiert werden. Die Western Blot-Analyse war fiir alle
transgenen Zelllinien erfolgreich, aber nur fiir PVX_096925 konnte ein festgestellt werden. Das
Protein wurde mittels tryptischen Verdau von der Oberfldche entfernt. Dies fiihrte in der
Western Blot-Analyse zu einem schwécheren Signal im Vergleich zu der nicht-trypsinierten
Kontrolle. In den IFA-Aufnahmen konnte ein punktiertes Muster detektiert werden, wobei
das Signal der Proteine mit dem Signal von SBP1 und z.T. von ATS kolokalisierte.

Bei den Western Blot-Analysen von PVX_060690, PVX_068690 und PVX_093715
konnte kein Unterschied in der Signalintensitat zwischen der Kontrolle und der mit Trypsin
behandelter Probe detektiert werden. Des Weiteren wurden bei den Proben von PVX_060690
und PVX_068690 mehrere Signale detektiert, aber keines dieser Proteine entspricht der
errechneten molekularen Masse. Die detektierten Proteine haben entweder eine grofiere oder
eine kleinere molekulare Masse. Eine Erklarung fiir die grofsere molekulare Masse konnte sein,
dass die Proteine posttranslational modifiziert wurden. Eine Erklarung fiir die Signale mit
einer geringeren molekularen Masse konnte sein, dass die Proteine bereits proteolytisch
verkiirzt wurden (Gorr and Vogel 2015). Bei PVX_093715 wurde nur ein Signal detektiert,
welches der errechneten molekularen Masse des VIR-Proteins entspricht. Damit kann von
PVX_060690, PVX_068690 und PVX_093715 eine Lokalisation auf der Oberflaiche von iE im
Trophozoitenstadium ausgeschlossen werden. PVX_096925 ist das einzige in dieser Arbeit
untersuchte VIR-Protein, bei dem ein Unterschied in der Signalintensitdt zwischen der
Kontrolle und der mit Trypsin behandelten Probe nachgewiesen werden konnte. Damit ist

dieses Protein das Einzige mit einer bestatigten Oberflachenlokalisation.
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Die einzige Studie, bei der ebenfalls eine transgenen P. falciparum-Zelllinie verwendet
wurde, um einzelne VIR-Proteine zu untersuchen ist die von Bernabeu und Kollegen. In deren
Studie wurden vier verschiedene Rezeptoren getestet, CHO-CD36, CHO-ICAM-1, CHO-
VCAM-1 und CHO-E-Selektin. Dabei konnte nur fiir Erythrozyten, die mit Parasiten, die pvx-
108770 exprimierten, infiziert waren, eine Bindung an alle vier Rezeptoren festgestellt werden.
Insgesamt wurden in dieser Studie drei VIR-Proteine untersucht. Jedoch wurde in
weitergehenden Experimenten gezeigt, dass nur die Bindung an CHO-ICAM-1 durch
spezifische Antikorper inhibiert werden konnte. Bei Bindungsversuchen unter
Flussbedingungen wurde ebenfalls nur eine Bindung an CHO-ICAM-1 beobachtet (Bernabeu
et al. 2012). Auch bei Bindungsversuchen mit iR aus Patientenproben konnte bisher nur eine
Bindung an ICAM-1 nachgewiesen werden, jedoch keine an CD36 (Carvalho et al. 2010). In
einer weiteren Studie, in der das Bindungsverhalten von iE, isoliert aus 33 Patientenproben,
an CD36 oder ICAM-1 getestet wurde, konnte hingegen keine Bindung an diese beiden
Rezeptoren nachgewiesen werden. Allerdings wurde fiir alle Proben eine Bindung an
Chondroitinsulfat A festgestellt (Chotivanich et al. 2012). Somit deuten die bisherigen
Erkenntnisse aus der Literatur darauf hin, dass der Hauptbindungspartner von P. falciparum,
CD36, fiir P. vivax nicht von grofier Bedeutung ist (Carvalho et al. 2010, Bernabeu et al. 2012,
Tilly et al. 2015). Bei der quantitativen Analyse der Bindung an CHO-CD36 ist zu sehen, dass
die Anzahl der gebundenen iE bei drei der vier transgenen Zelllinien (PVX_060690,
PVX_068690 und PVX_096925) geringer ist als in der Literatur beschriebene Werte (Carvalho
et al. 2010: ca. 29+6 iE/100 CHO-ICAM-1-Zellen; Bernabeu et al. 2012: ca. 100+30 iE/100 CHO-
ICAM-1-Zellen). Nur bei pARL_PVX_093715HA-iE konnten mehr gebundene iE festgestellt
werden als bei Carvalho und Kollegen. Jedoch wird hier die Bindung von zwei verschiedenen
Rezeptoren verglichen. Fiir die transgene Zelllinie von PVX_096925 konnte zusatzlich eine
geringe Bindung an CHO-ICAM-1 festgestellt werden. Diese betragt jedoch nur 1,5+1,2 iE/100
CHO-ICAM-1-Zellen und ist damit deutlich unter den bisher beschriebenen Werten (Carvalho
et al. 2010, Bernabeu et al. 2012). Jedoch sind weitere Versuche notwendig, um die Bindung
der vier transgenen Zelllinien zu bestatigen. Ein Versuch, um die Bindung zu verifizieren, ist
ein Inhibitions-Bindungsassay. Bei diesem wird einer der beiden Bindungspartner (VIR-
Protein oder Endothelzellrezeptor) mit einem spezifischen Antikorper blockiert ist, wodurch
keine Bindung von iE mehr festgestellt werden sollten. Erst dadurch ist eindeutig bewiesen,

dass die Interaktion zwischen dem VIR-Protein und dem Endothelzellrezeptor fiir die
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Bindung verantwortlich ist. Da eine hohere Aktivitat dieser VIR-Proteine bei Parasiten im
Schizontenstadium nicht ausgeschlossen werden kann, sollten die Versuche mit diesen
wiederholt werden.

Des Weiteren wurde versucht, die Bindung von pARL_PVX_060690"A-iE,
PARL_PVX_068690"4-iE, pARL_PVX_09371544-iE und pARL_PVX_096925"4-iE an CHO-
CD36 unter Flussbedingungen zu reproduzieren. Unter den getesteten Scherkraften konnte
keine Bindung der vier Fusionsproteine an CHO-CD36 festgestellt werden. Dabei betrug die
hochste Scherkraft 6 dyn/cm? und die niedrigste 0,9 dyn/cm? Ein Grund fiir die Nicht-Bindung
konnte eine zu hoch gewdhlte Scherkraft sein. Mit P. vivax iR akkumulieren in den
mikrovaskuldren Gefiflen des Menschen (Anstey et al. 2009). Dabei konnen sich die
Scherkréfte in diesen kleinen Blutgefdfie auf bis zu 0,1 dyn/cm? verringern. In unserem
Versuchsansatz konnte jedoch nur eine Minimalscherkraft von 0,9 dyn/cm? erreicht werden.
Diese entspricht jedoch dem Blutfluss in postkapillaren Venolen (Montes et al. 2002). Somit ist
es moglich, dass die gewahlte Scherkraft zu hoch ist und dadurch kein iE binden konnte, bzw.
der iE sofort wieder abgerissen wurde. Um auszuschlieflen, dass die zu hohe Scherkraft eine
Bindung verhindert, sollte der Versuch mit einer Scherkraft von 0,1 dyn/cm? wiederholt
werden.

Dass der Versuchsaufbau funktioniert, konnte bei einem Versuch mit 3D7-iE an CHO-
CD36 nachgewiesen werden. Wie unter statischen Bedingungen auch, konnte ebenfalls eine
Bindung von 3D7-iE an CHO-CD36 unter Flussbedingungen nachgewiesen werden. Da diese
Stammkultur nicht mit artfremden Genen transfiziert wurde, konnen nur die P. falciparum
eigenen Adhédsionsproteine, wie PfEMPI1, fiir die Bindung verantwortlich sein. Fiir
PARL_PVX_060690H4-iE, PARL_PVX_06869014-iE, PARL_PVX_093715H4-iE und
pARL_PVX_09692554-iE konnte keine Bindung nachgewiesen werden. Somit konnen die
Ergebnisse aus den Bindungsversuchen unter Flussbedingung ein Hinweis sein, dass die VIR-
Proteine in den transgenen Zelllinien fiir die Adhésion verantwortlich sind und nicht
beispielsweise die P/EMP1. Wenn die P/EMP1 auch in den transgenen Zelllinien die Bindung
vermitteln, so hatte auch eine Bindung unter Flussbedingungen nachgewiesen werden
missen, da bei der Stammkultur bindende iE detektiert wurden.

Auch fiir die Fusionsproteine PVX_060690, PVX_ 068690, PVX_093715 und
PVX_096925 wurde iiberpriift, ob in der Publikation von Lopez und Kollegen homologe
Domaénen gefunden wurden. Nur fiir die beiden VIR-Proteine PVX_068690 und PVX_093715
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konnten welche gefunden werden (Lopez et al. 2013). Bei der blastp-Suche konnte fiir kein VIR-
Protein eine Ubereinstimmung mit einem artfremden Protein gefunden werden.

Fir PVX_068690 wurde die hochste Homologie mit einem bakteriellen Protein
unbekannter Funktion gefunden. Auch aus den weiteren FEintrigen konnten keine
Riickschliisse auf die Funktion des Proteins gezogen werden, da entweder die Funktion der
Domaine noch nicht beschrieben wurde oder dies eine zu spezifische Aufgabe in anderen
Organismen ist, beispielsweise die Regulation des osmotischen Drucks in Bakterien oder ein
Protein, welches bei der Struktur von Pflanzenzellwanden von Bedeutung ist (Lopez et al.
2013).

Neben der Ubereinstimmung mit einer Doméane aus den VIR-Proteinen hat
PVX_093715 eine hohe Ubereinstimmung mit der C-terminalen Doméne eines TAP-Proteins.
Diese Proteine sind am Export von mRNA aus dem Zellkern beteiligt (Grant et al. 2002). Auch
fiir P. falciparum wurde der Export von mRNA bereits beschrieben. Jedoch konnte noch nicht
geklart werden, wie der mRNA-Export funktioniert (Tuteja and Mehta 2010). Somit ist es
moglich, dass PVX_093715 am Transport beteiligt ist. Jedoch steht diese mogliche Funktion im
Widerspruch zu der Annahme, dass dieses VIR-Protein die Adhdsion an den Rezeptor CHO-

CD36 vermittelt.
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5 Fazit

Die Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass die VIR-Proteine an der
Zytoadhasion von P. vivax infizierten Retikulozyten beteiligt sind. Es konnten fiir insgesamt
fiinf Transfektanten eine Bindung gezeigt werden, wobei vier VIR-Proteine tatsachlich in das
Zytosol der Wirtszelle transportiert wurden. Somit kann vermutet werden, dass diese vier
VIR-Proteine direkt an der Rezeptorbindung beteiligt sind. Jedoch sind weitere Versuche,
auch im Schizontenstadium noétig, um diese Vermutung zu bestédtigen. Hinweise auf eine
Funktion der VIR-Proteine, bei denen keine Bindung der iE detektiert wurden, konnten nicht
gefunden werden. Hierfiir sind ebenfalls weitere Studien notwendig, insbesondere direkt in
P. vivax.

Obwohl bei fiinf Transfektanten eine Bindung der iE nachgewiesen wurde, konnte nur
fiir das VIR-Protein PVX_096925 eine Oberflachenlokalisation mittels tryptischen Verdau
nachgewiesen werden. Fiir PVX_050690 ist keine Oberflachenlokalisation erwartet worden, da
diese nur intraparasitar lokalisiert. Wieso bei den anderen drei VIR-Proteinen keine
Oberflachenlokalisation nachgewiesen werden konnte, ist unbekannt. Eine Moglichkeit ist,
dass der Transport der VIR-Proteine an die Oberflache erst erfolgt, wenn diese eine Adhédsion
vermitteln sollen. Dadurch wéren diese intrazelluldr lokalisiert und konnten nicht vom
Trypsin verdaut werden. Diese Theorie wird durch die Ergebnisse der
Immunfluoreszenzanalyse unterstiitzt. Bei dieser wurde fiir kein VIR-Protein eine eindeutige
Lokalisation an der Oberfliche beobachtet. Eine andere Erkldarung konnte sein, dass der
tryptische Verdau aus unbekannten Griinden nicht effektiv war, wodurch kein Unterschied in
der Signalintensitat zwischen der Kontrolle und der mit Trypsin behandelten Probe
festgestellt werden konnte. Dann hitte jedoch bei den Immunfluoreszenzanalysen eine
Oberflachenlokalisation gesehen werden miissen.

Um die Zytoadhéasion von P. vivax naher zu charakterisieren, sind weitere Studien
notwendig, beispielsweise mit anderen Rezeptoren. Dafiir sollten sowohl die bereits
untersuchten VIR-Proteine verwendet werden als auch neue VIR-Proteine, deren Funktion
noch unbekannt ist. Interessant ist auch zu wissen, ob sich das Bindungsverhalten von iE im

Schizontenstadium von iE im Trophozoitenstadium unterscheidet.
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Anhang

Anhang
PVX_000020
Vir9_for GAGAGGATCETGTAAATACTTAAACTACTTGTT (56,2 °C) 33 bp
Vir9_revGAGAGAATTCTTATCTAAATTCTTCTAGTGCTTCACAAT(58,1 °C) 39 bp

DNA-Sequenz (Introns in rot und Oligonukleotide in blau); Linge 970 bp:

ATGCTAAATTTTTTITATGGTTTTTTTTTCTACTATTTTTITTCTTCCATAGTATAATTITTGTAAGTACG
TATTCTAAATATAAAGACATATATTATGACAGAACTACAGATGAAACTTCTATTAATGATATATGCGAAG
ACTACATTTTATCTCATTTCGATCCTGATGTAGAGCAGGGTAGCCAAGAATGTTTTAGGAAGGTGTGTTCA
AAAGTTAAGAACTACTTAAATTATGTAAAAGTAAATTCTGAATCCCTTGATATACCAAAATGTTGTAAAT
ACTTAAACTACTTGTT.TATGACCAAGCAATTTATAATTTACTTTCTGGTTACACTACATTATCACTGTACA
TTGAACTTCAAAAATTGTATGATGAGCATAATTTCGATTTGGTAATATGTAATGAGCATAAAGAGGACGT
TAATTATGAAACTTATAAAAAACTTAATGAACTAATTACACTATACAAGGATTTTGATACATATAAAGCA
TCAAGTGATCCAAAAGAGAATAATGAATGTAAATGTGTTCGAAAATGTGCAAATTCATATAAAACGTAC
ATAAAGAAATGTGAAGATGGCACTCAACGAAATIATTGTGAAGCACTAGAAGAATTTAGAAATACATAT
AATCAACATATGCAAAATGGAACTAATTGTAACAATGTAGACATATACTTACCATCCACAAAAAAAGTT

AACATCATTGTTCTTATTACAATTCCGTCTATTATTATATTAACCTTTTGTTTCCTTTTATTTATTCTGTATAA
AGGTAGAAATTTTTTTTATTAAAAATATAATTATTATGATAAAATTITAATTATACAGTTTCATATAAAAA
TTATTATGTTATAATTGCTGTATTATTAATATATAATTTTTTCCCTTACTATTAGTTTACTACAGTTGTGCTC
ATGCATAAATGCTCAAAAAGGGAAGAGAAAAAATATGAAGCAAAGTTTAAA

Die transgene Zelllinie pARL_PVX_000020 wurde von Elena Baron wahrend ihrer
Bachelorarbeit in der Arbeitsgruppe von Prof. Bruchhaus hergestellt. Dafiir wurde das vir-Gen
mittels PCR direkt aus eine P. vivax-Probe amplifiziert. Es erfolgte keine Anpassung der codon

usage an P. falciparum.
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PVX_ 060690

§

§

§

8

R

§

M G S | T I N I Y D K D G T L D S G E € L
GGTACCATGGGAAGTATAACTATAAATATATATGATAAAGATCAAACATTAGATAGT CAAGAATGTTTA
E R Y F E I L E N 1 Q@ G 8 | A E F E R K E Y A
GAAAGATATTTTGAAATATTAGAAAATATTCAAGGATCAATAGCAGAATTTGAAAGAAAAGAATATGCA
O N K W K S N A R K R B e
GATTTTAATAAAGAT TGGGAAGAATTAATTAAATATATTAATGAACAAAAAAAAAAAT TAAAAATTTGT
VIR URIN UL B e AR e N e i A e el B YRR e
TATGATAGAAATTTATTAGAAATTCATTTAAATAGY GATGCAGATATATCAGGATTTTATAGAAAATGT
N A N P K €C L N Y I S8 P @ D K K L T E L K D D

AATGCAAATCCAAAATGTTTAAATTATATTAGTCCACAAGATAAAAAATTAACAGAATTAAAAGATGAT
(e Rev penen ek SRl T < vetel . eR N, et e Rl e i e AT e W Yout Sl ¢ ICER e Gkl e,
ACAGAAACAAGTTGTGAAGGTAGAAATTGTGGAAAAAAAGTAAAAGCAGCAAAAGGTAAAACAGGTGTA
K TSR Al e N B AR @) B W MR R L B S T QS K Qe v @it Q
AAAACACCACAATTAAATGAAAAAGGATCAGTAATGAAAACTTTAGAAACACAAAAAAGTCAAGGACAA
G RN N =Vt DR QT NG R ST RS Q T Qi V- BSSQESDEEN RIS,
GGTGAAAATCATGTAGATGGAAAAGAACCTAGACAAGAACAAGTTATAAGTCAAGATCATCCACATGTT
1 8 L R P 8 V E P K 8 0 G 8 & P K L D H K '8 N
ATAAGTTTAAGACCAAGTGTAGAACCTAAAAGTGATGGAAGTGAACCTAAATTAGATCATCATAGTAAT

P H I P DR PTG R LS 6 A P QG P T H R A L
CCACATATACCAATAGATAATCCAACACAAAGATTAGGAATAGCACCACAACCTACACATAGAGCATTA
D § N P 8 D 8§ S L @ N § § E G D S P S§ 1 G T S

GATTCAAATCCAAGTGATAGTAGTTTACAAAATTCAAGTGAAGGTGATAGTCCAAGTATAGGAACAAGT
a 66 K T P E T V A 8 @ R D T R N S @ T L N D N
CAAGGTAAAACTCCAGAAACAGTAGCAAGTCAAAGAGATACAAGAAATAGTCAAACTTTAAATGATAAT
A H G K @ A VvV 66 8 Q T Y E E H T 8 V D K D A V
GCACATGGAAAACAAGCAGTTGGAAGTCAAACATATGAAGAACATACTTCAGTAGATAAAGATGCAGTA
Vi A8 AT E ONOR DOV QTS 1 § G N P G H R N P
GTAGCTAGTGCAACAGAAAATAGAGATGTTGGTACAAGTATAAGTGGAAATCCAGGACATAGAAATCCA
PPy Y& D AW DG e S L P 8§ V G A T G 1
CCACCAATAGTAACAGATGGTGCAGTAGATGGTAGTATATCATTACCAAGTGT TGGAGCAACTGGTATA
K 6 T T E L 8 G H A | Y 8 vV &8 € T T G 8 A L P
AAAGGTACTACAGAATTATCAGGACATGCAATATATTCAGTAGAATGTACAACAGGATCAGCATTACCT
G E V D T T K A A G N S P T D S K A A D E V L
GGTGAAGTAGATACAACAAAAGCAGCTGGAAATAGTCCAACAGATAGTAAAGCAGCAGATGAAGTATTA
G vV E A K @ D K vV P €C 8 E N P C N N D 8 H QO V
GOTGTAGAAGCAAAACAAGATAAAGTACCATGTAGTGAAAATCCTTGTAATAATGATAGTCATCAAGTTY
F 8 V G T 8 €C 8 E A L 8 N C Q@ K 1| @ GG N R D S
TTTAGTGTAGGTACAAGTTGTAGTGAAGCTTTAAGTAATTGTCAAAAAATTCAAGGTAATAGAGATAGT
A N 8 R AT B R @ e M DN S Ao L R KRR T a e
AGTGCAAGTGTTAGTAATAGTGCAGAATTACAAATGGATAATAGTACACAAAGTAAACCACATACAGAA
QB A e D QAN QT K R RS LA SRS IR TR RS I N Q
CAAGAAGCTTCAGATCAAGGTAATGAATTACAAAAAGAAAAAACAAGAACAGATAGAGAAAGTAATCAA
VTN aTK R HIRTe N TR e T e At R ETG
GAAGTACATTCTGOGAAAAGAACATAGAAGTAATATGCAACAATCACAAACACAAGGTGGACATGAAGGA
8 T E G L H H V N H &BE T 8 &€ G G K @ ¥ L @@ b K
TCAACTGAAGGATTACATCATGTAAATCATGAAACATCAGAAGGTGGAAAACAATATTTACAAGATAAA
I VR S s R L A S A N D G E T L V 8 8 @
CATCCTCAACCTACAACATGTGTTCCAACAAGTACTATAAATGATGGTGAAACATTAGTATCTAGTCAA
§ N E N ST QAT O AR ek Qe B 1
AGTAATAGAAGTGOGTGOGCTGGTACAACTOGGTGAAGCAGTAACAACAGGTTCTGGAAATGTATTAGATATT
POGNLRL L 88 N R K & Y | M M A L V P L
TYTAATAGATTATTTTCAAATGTACCATAT AAAGAATATATTATGATGGCATTAGTACCATTA
A 1 Lt L L T F L I KSRl Ay R KK K
GCTATTATATTGTTATTAACCTTTTTAATAAAATTTACACCATTAGGAACATTTTTTACAAAAAAAAAA
K K E @0 K K M N E K L O R VvV L 8 E Y P A Q M N
AAGAAAGAACAAAAAAAAATGAATGAAAAATTACAAAGAGTATTATCAGAATATCCAGCACAAATGAAT
E AR N I P F 8 Y 8 P F A Y 8 T Q@
GAAAGAAATATTCCTTTTAGTTATAGTCCATTTGCTTATTCAACACAACCTAGG
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PVX_050690

70.

139.

277.

415,

1105.

1174,

M P E S V T L N E I F A R T N I N E V D K
GGTACCATGCCAGAAAGTGTAACTTTAAATGAAATATTTGCTAGAACAAATATTAATGAAGTAGATAAA
K R Y D S A F s E L L R H I N H G H V F F N Y
AAAAGATATGATAGTGCTTTTAGTGAATTATTAAGACATATTAATCATGGACATGTATTTTTTAATTAT
N K E G C W Y I S Y I L H K E V E E I L G Q Y
AATAAAGAAGGATGTTGGTATATTAGTTATATATTACATAAAGAAGT TGAAGAAATATTAGGACAATAT
Y N S Y A Y D L L K Q@ F V F K F N E N R S 1| R
TATAATAGTTATGCATATGATTTATTAAAACAATTTGTTTTTAAATTTAATGAAAATAGAAGTATAAGA
S D I c K K D Y v Y 1 N S D T Y- K I M N G L Y
TCAGATATATGTAAAAAAGATTATGTATATATTAATAGTGATACTTATAAAATTATGAATGGATTATAT
N L Y D E Y T K Y K P I H D N T I P K N C C F
AATTTATATGATGAATATACAAAATATAAACCTATTCATGATAATACAATACCAAAAAATTGTTGTTTT
L Y E N | K H F D T E I R K T | L K Y K I Y E
TTATATGAAAATATTAAACATTTTGATACAGAAATTAGAAAAACAATATTAAAATATAAAATATATGAA
c R E Y P Y E V G K L N L Y T P P E P E K T |
TGTAGAGAATATCCATATGAAGTTGGAAAATTAAATTTATATACACCACCAGAACCAGAAAAAACAATT
A P V P V E G Q Q@ A P N V L Q@ N S H H E V T H
GCACCAGTACCAGTAGAACAACAACAAGCACCAAATGTATTACAAAATTCACATCATGAAGTAACACAT
H P V T A V D K V R K V E A E Q E Q G T A H D
CATCCAGTAACAGCAGTTGATAAAGTTAGAAAAGTAGAAGCT GAACAAGAACAAGGTACTGCACATGAT

Qa E | A R D Y V N S P E H G R V F K P E G V H
CAAGAAATAGCAAGAGATTATGTTAATAGTCCAGAACATGGAAGAGTTTTTAAACCTGAAGGTGTTCAT
N A E R 8 R E H G | S§S H G Y R S8 T Y N H R G E

AATGCAGAAAGATCAAGAGAACATGGTATAAGTCATGGATATAGAAGTACTTATAATCATAGAGGT GAA
E Ki T F R ‘P G L S [ ¢ P Q@ A F A T H D s s VvV K
GAAAAAACTTTTAGACCAGGATTAAGTCCATATCCACAAGCTTTTGCTACACATGATAGTAGTGTAAAA
Q E LT D VvV s s F S Q@ K s E P Q K E D EL G M
CAAGAATTAACAGATGTATCAAGTTTTAGTCAAAAAAGTGAACCACAAAAAGAAGATGAAGGTTTTATG
A N M R N T 1 T GENY L GUEE v D P V P VvV Vv G V s
GCAAATATGAGAAATACAATTACTGGTGTATTAGGTGAAGTTGATCCAGTTCCAGTAGTTGGAGTTAGT
G G M G A L F L L F L S R P, G A F F R G G R
GGTGGAATGGGAGCATTATTTTTATTATTTAGATATACACCTGTTGGAGCATTTTTTAGAGGTGGAAGA

G R V H R 1 P RSN G PR P G G F P G F ENE
GGAAGAGTTCATAGAATACCTAGAAGTTTTAATGGACCATTTCCTGGTGGATTTCCAGGATTTGAAGAA
Yo EL S G ¥ G Y G P M N P L A E

TATGAATCAGGATATATTGGATATGGTCCAATGAATCCATTAGCAGAACCTAGG

PVX_068690

ATGAGTTTTAGAAATAGATGGAGT TATAATTATTGGCAACAATATGAAGGAGCAAGTTGTTATAATAATTATAGT
ACATATAAAAGAGAAATTGAAGAAAARATAGATAATTTATATAGAATAACAAATGGAAATTTTTATACACAATGG
CATCARTTAAATGAATATATTAR R A AGAR A R A TAATGARRTTARAAATTGTGATAGARATAAMAGTACATTAGAT
TTAT AR A GATGATAATATTAA R AGATTTTCARCAT TATGTAGTARTAGATTATCATGTAGARCARAACCARGT
TCATTAGTTAATAATCATGATAGTTTACAACCAGGAAAAAATGCAACATGTAAAGGAGATTCATGTCCACARARAAG
ARAACAAGAACAARRAAGTCCAGTTGCARAATTACAATCATTACCACATACAGGTAGTTCARATGCTAARAGTTCA
TTARATCCRA R A CA AT AR A TCCAGTACAAGAACATCATGARAGARALGGAAGTGARCAACCATCARATTAGTTCA
CAAGCTCATCAAGAACARA R A A CATAGAGGTAGTTCAGTTCARACAGAAGGTGGAAGTCCAGAATCATTARRAGTA
CATAATACAGCAAAACCAGAATTAGAACAAAGTTCAGCACAAAGTGCTTCAATACCAGCTCCAGTTACAACAACA
GAAGTAATAACACATCARAATTAGT CATTCACCAGGAAGTARAGCATCAGAAGAAAGTGATGCTAGTTCACCAGTT
CRAAGAAATTGATTTARARAGGTAGTAATCATCAATCAGGARCAAGTGCAGGTCARACAAGTGATGATAATTTACCA
AT TTACAATCAATAAATGGAATTACAGATGCTAATCARGATCCAARTAATCARATATTTAGAGTTGAARTAGAR

TATGTTAGTGATGAAAATCCACCAGGAACATCAACAGGTGATGTAAGTTCAAGTTCAACAGATACAGCATGTGCT
GATACAGATARRACAAATATACATCATGCAACAACATGTAATAAAACTTATAGTGGAATACCARCARATCCAGAA
ACATCAGGTGATGAAGCTACACCAGATGAATTAGTTAGAGGAGRAGGTGCAGTTGTAGCTGATGTTAGARGTGRA
ACARATGGARACAGARAGATGCAGAA A A TGCTCCATCAGTTAGAGARARARANCAGATGTTATTGTATTTAGTGATAAT

GGAGTAGATCATAAATCATTTTGTTTAGAAGATGCTGAAAATCCAACACATGAAAATGGAATACCATGTATTGCA
GAARAAGGTACAGARATTGATGCTAATAATGGAAATATTTTAGGTACATTAAGAGAATTTTTCTATGAAATACAR
AT AT CCACATAT AR T TAR A A C A A GTATACCAATTGGTATTATATTTTTGTTAACATTATTATTTAAATATACA

CCATTATGGAGAATATTAACTAAARAAGAAARAGARAGAACCAGTTGATATGAATGARGAATTACATTCAGTATTA
CAAGAACCATTAATTATGGATGATGAAAGATCAATACCTTTTAGTTATGGAGCATTTGAATATAGTACATTTGAT
GAARATACTTAT
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Anhang

PVX_077695

ATGGAAAAAGCATTATTAAGTTTACAATCAAAAAGAAATGCAGTTATAGCAATAGAATATAAAAAATTAGATGAT
TTAGATATTARAGATTATTCAGAT AATTAT TGTGAAAAAGATTTAGGTAGTCCARAGARAGARGATARAGAATTA
TCTAAT ARG TATCAA A ACATTTAR AR A GATTAAGTGGTATATCAARTAATGATGATAGARAACATGGATGTTTT
TATTTTCAATATTGET T TTATGAT CARATAAGTARAAAATATTCAGCTCGATGATAARATTAATAATARACAAGTA
TCAGATAAATTGTTTGATTTAGTTGCAACAACAATTT TAAAAAGTCCAAATTTAGAACCATGTAGATGTTATGAA
ACGTGGTACACCATCARTATGGRAALGARGAA R A AGATTTACATGATTATTTTARRAATTATARAGATATARATTGT
ACARATTCAGATARAACAACATGTGAARAATATGTTAGATATGTAACATATATAGATAAATTGTTTCAAAATARR
GAAGATACATGTTGTTATGATGAAGATGTAGAAAGTTTTTGTGAACATTATATAAATTGTAATAATAAATATAGA
CCAGATGGATTATTARCAAARTTACARACAGAATTARAAGCATTAGATGCARRAGTTARAGAAGTACCARRAGCT
GTTGGAGGTGRAGATGCTCCAGGTGCAGTTGTAGARARATARAGCAGCTGGAAGTGATGGTCCAGGATCAGARARG
ARAGCACCAGGTATAGCTGGAGCAGAAGAAGCTAAACAATTACCTGCAAAACCAGTAGCAGCTAAACCAGTTGGT
GAAGATCCACCAGCAGCTGAACCATTAGCAGCTARACCAGCAGCTGCARAAACCAGTAGCAGCAGARAGTGGAGGA
TTACCACCAGAAGTAGCTARACCACCAGCAACAGTTAGTGGAGGTACAGARAGTGGAGGARCAGARAGTGGAGGET
GGAAAACCAGCAGAAGTAAAACCAGAAGTTGTARAACAAGAAACAGTTGGACCAGCTGAACAAGAAGCACCACCA
CCACCACCAGCTCCAAGAGAAACAGTTCAACAACAACCAGCACCATTAGAACCAAAAGAAAGTTTAGATGAAGAA
GRAGTTGCTGRAGTARCAGARGATGGTGTTGATGAAGTAGATGAAGTTGCAGRAGAAGGTGARCCAGGACRATTA
GAAGGAGAAGCAGCAGTTATATTACARGATACAGCTACATTTAGTGCACCATCATTAGARAGATTCAGGTGCAGCA
GTTCATGCTGCACCATATTATACACCAGAATTAGCTGGTAATGGAGCACCATTAACAAATAGTGAAGCACCATCA
ACATTAAGAACAACACATGARGAATTAGATAGTAATT TCTTTAGARATGTAATTATGGCTATAGCAGTTTTAGGA
ACAATATGTTTCTTAT T TTAT TATARTAGAAGTTCAAGATTAGAACCARATAGTAGARAGARALAGARARMAGARD
GGARAAAATATTCGAACATAATTAT TATGAAGAATATGAAAAAGAATTAGAAATGTATGGAAGTGAAGAAACATTT
ATAGATTCAGAAACAGATAGATTATATTTAAATTATCATCCAGATCARGATAGTTATTAT

PVX_081850

ATGGCACARAATATAGTAGATCAAGCATTATCAGTAT TAARAGAACGGARATTATACAGTAAGAGCAGCAACTARR
TTARTATTCT T T TATGATAT T T T TGATACAGATTTTGATAATTTTTATAAAATTAAATTGTGTAATGGATGTGAT
AR R AT AR AT AT T TAT T TGATAGT TTARGAARRACAATARAACAAATAATTGAAGAATGGGARAGTTTATTAGAT
TTCTTTAGATGTGRAACAGCAGGAGATGAR R ATACATGTTGTTTAAATTTTATATATTGGATTTATGGTARAARTA
A A GATAGTA AT T T AR A TG TTGAT TATATARAAGAAATTTATAATAATTTAGATGAATTTGTAARACARRATTGT
TTTGGTTATGATGCAGAAAAACCAGAAAAATTTTTCAAAAAATATGTTAAAGCCTATGATAAGAAAGTTTTARAA
AGARAGARAGAATTATATGATTTTGTTCAATTTTATGAAAGAGTARARAGTARATTGGATGCTGTTCATTCARAA
AGAR R AGTAATGTGTGATTATATTAGTTATATATTTARAATGTATGAAGARATGAGARAGAGATTGTAGTTCAATT
AR ATCAGRAATGGTATGAAGATGAAATGAARRATTTTATTGARATGTTAAAGARRAAATAATGAATTARCATTATTA
GAAAGTAAATGTGGAGATATTACAAAAGGTTTAATTTTAGATGATAATATTGAAGCATTATGTCCATCAAATAAT
GAAAGTGCAGCTAGTAAGAAAGGACAAATATTAAAAAGTCCACAAGAAGAAGAAAAATTTAATTTATCAGCTGTT
CCARAAGTARATATGCARAGTGATGTTTCARATCAATTACCTAGTARGARRATATGTGAAGARATGGATARARAT
AT AR TCCAGATTTARATATTACAGATTGTAATGTAT TTARAGATCARATTGGTARATCATTATGTGCACATACA
ATTAA A AT T TTAAGAA A TA A AT AR AL TTGAAGATAGAGAACAACATAATGATTATTGTTTACATTTTATGTAT
TGGTTATATGGAAAAATTGGTGAAAATTATATAAATAAAAGTTCAAATATTTTAGAAGATCCAGAAATAAGTARAA
TTTGTTCATTTAATTGTATCATTARATAATARAAGTTCARRATATTATTGTTATTATAATAGTGAARATAATTTA
GRAAGAARTGGARAGRA AT A ATTGAT TTAATAGATTATTTTARAATACATAATARTATTGATAATACARRATCATGT
GATGATAATGCATGTGCTAR A R AT TGTGAATATTTTAGTAATATATCARATTTATATARAAGACATARRAAGACRR
TGTTGTACATATT T T TAT TATGGAGATCAT TTTAATAATTGTACACATTATTTTAAATGTGATGATAAATATAGT
CCAGATTCAATGTTAACAAGATTAAAATGTCCAGTTAATGARAATGAAAAAGATATTAATGAAGARGATGAAGTT
GTAGGTTTTGATCARAATGTAATATTACARAGTTTAGATTCATTARRAAGATTTAATCARAGTAARRATATATGT
GATGGAATTATGTGTGATACATTTAGTARATTTGCATTTTTAGCTTTTTCATTTTTAGGTGTTTTAGTAACATTT
TTCGTATTTTATAARATTTACACCATTAGGAATATGGTTAAATAGAARAGGTTTTAAGARAARATAAAGCTAGATAT
GATTATTATGAAGAATCACCACAACAATTATTAGAAAATAATAGTAAACCTGTTCAAAGAAATATGCAAAATGGA
AGAARTTAGRATAGCTTATCAATCA
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70,

139.

208.

277.

346,

415,

484,

553,

622,

691.

760.

829,

898.

967.

1036.

11es.

1174.

1243,

1312,

1381.

1450,

™M s H E P D Y E I F Q N L T E Y R K N E G
GGTACCATGAGTCATGAACCAGATTATGAAATTTTTCAAAATTTGACAGAATATAGAAAAAATGAAGGT
L I » L kK E Y T A E T S F C 6 D P K S P L K s
TTAATAGATTTAAAAGAATATACAGCAGAAACAAGTTTTTGTGGTGATCCAAAAAGTCCTTTAAAAAGT
N S 6 A VvV Db I € K R F V I L F K R L N P S E 6
AATAGTGGTGCAGTAGATATATGTAAAAGATTTGTTATATTATTTAAAAGATTAAATCCAAGTGAAGGT
T T A E R S D G W P A S S I S S A T P K H A A
ACAACAGCTGAAAGAAGTGATGGACATCCAGCAAGTAGTATAAGTAGTGCAACACCAAAACATGCAGCA
F L N Y W L S T Q L R D K N I P E N L R P L L
TTTTTGAATTATTGGTTAAGTACACAATTAAGAGATAAGAATATTCCAGAAAATTTAAGACCATTATTA
Y L H L K T H Y D K F K G K Y K L T D Q F H P
TATTTACATTTAAAAACACATTATGATAAATTTAAAGGGAAATATAAATTAACAGATCAATTTCATCCA
I E s A H L E K L D I L H E L Y R Q Y Y E L K
ATAGAAAGTGCACATTTAGAAAAATTAGATATATTACATGAATTATATAGACAATATTATGAATTAAAA
N N K L G G G E K K E G D R D E G C L N F L Q
AATAATAAATTAGGTGGTGGTGAAAAAAAAGAAGGGGATAGAGATGAAGGATGTTTAAATTTTTTACAA
N ¢ K D N Y N K 6 L E K € L P Q A D N Q@ F € I
AATTGTAAAGATAAT TATAATAAAGGATTAGAAAAATGTTTACCACAAGCAGATAATCAATTTTGTATA
A L N R F R N L Y E E D K A S F S A A C H N K
GCTTTAAATAGATTTAGAAATTTATATGAAGAAGATAAAGCAAGTTTTAGTGCAGCATGTCATAATAAA
T L P S L P E I A S L R L P K A VvV T 6 6 T P K
ACATTACCAAGTTTACCAGAAATAGCAAGTTTAAGATTACCAAAAGCAGTAACAGGTGGAACACCAAAA
I G G D L v Q A E Q S S s T H Q L P K I v D D
ATTGGTGGTGATTTAGTACAAGCAGAACAAAGTAGTTCAACACATCAATTACCAAAAATAGTAGATGAT
vV Y P N L Y K L L L L Q@ Y T S L F E Y D E E K
GTATATCCAAATTTATATAAATTATTATTATTACAATATACAAGTTTATTTGAATATGATGAAGAAAAA
I kK N N L M E V L H E F L K Y Y N L N R & N s
ATTAAAAATAATTTAATGGAAGTTTTACATGAATTTTTAAAATATTATAATTTAAATAGAGGAAATAGT
s v b L F I K E F F Y D Y Y K N K K E E Y E K
TCAGTAGATTTATTTATTAAAGAATTTTTCTATGATTATTATAAAAATAAAAAAGAAGAATATGAAAAA
I Y A E € S N K kK P L T S ¥ € K L Y Y R C N D
ATATATGCAGAATGTAGTAATAAAAAACCATTAACAAGTTATTGTAAATTATATTATAGATGTAATGAT
Q L R D D L F 5 I K E D v A K Y L (] D K A K s
CAATTAAGAGATGATTTATTTTCTATAAAAGAAGATGTAGCTAAATATTTGGGTGATAAAGCAAAAAGT
Y @ © A L s & N P P T E T E M H K I & R S S L
TATCAACAAGCTTTAAGTGGAAATCCACCAACAGAAACAGAAATGCATAAAATTGGAAGAAGTAGTTTA
I S L H R F A I v S T v I G v F F F L F S I Y
ATATCATTACATAGATTTGCTATAGTTAGTACAGTAATTGGAGTATTTTTTTTTTTATTTTCAATATAT
E F T P L 6 ¢ W F R R K F N K T K R V A Y N F
GAATTTACACCATTAGGATGTTGGTTTAGAAGAAAATTTAATAAAACAAAAAGAGTAGCTTATAATTTT
Y m @ @ I R Y I ™M E M N S P F E D V R L D S R
TATATGCAACAAATTAGATATATTATGGAAATGAATAGTCCATTTGAAGATGTTAGATTAGATAGTAGA
E A N I 6 Y Q S T
GAAGCAAATATTGGATATCAAAGTACACCTAGG

PVX_096925

ATGAAAATAATAGATCATTTAATAGAAAATATAAGAATAGATGCAATACCTACTTGTCCTAGAAATATATTTAGT
GGARAATGTGATCATCCAAGTTTTCATTAT TATTTTGTATTAGCACAAAGATATTTAAGTGATTTAATARAGARA
GAAAGTACAA T A A TG T TGCACATGC T TGTAAATTTTTARATTATTGGATATATARATTTGTATGGAATGGAGTT
ATGTATAAT AR A A TATGAGTACATTTTATGARGAATTAARAGATGGTTCAGATAATGAAGATATTTGTARRAART
TATATGGARGATATAGATGAR A A TACT TATGAATATATTTTARAATTGATAGATTTATATACARATTTAAGTAAT
TTATCAAAACCACATAATGGAAATAAATGTCCAACAATTAAAACATGTTTTGATAGTTATATGCAATGTAAAGAT
ACATGTARAGGTGATGARAATAAAAATTTTTGTAATGAATTAGAARATTTTAGARRARAGATATAATGTAGCAATG
A A GTGTAR AT AR TTGTGTTGATGARCAT AR ATATTTACCAAGTTTTCAAGATTCACCAATTGTTCCAGTATCA

GTTATACCAATAATTATAACAAGTGTTATTTCATTAATTTTAATAATTAGTTGTAAATTTACACCATTAGGARARR
TGGATATGTCCAAGATCAAAAAGAGCTAAAAATGGAACAAAGAAAATARATCATGAAATGAATAAATCACAACAT
ACTCCTGGTTATCAAGATATGTCTTATTTAGTTAGTTATCAAAGTCCAAATCCTTCT
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PVX_097525

ATGGCAGCAAGTACAGGAAATAGTTGGGATGAAGCATTATTACATTTACCAGCATATCAAAAATATAAAGAATTT
GATTCAGTAGATATATCAAAAGAAACAACAAGTCAATGTAATAATTTAGGATCAAAAGAAGAAAGTGATARAACA
TTATGTARAGARAATAGCACARAATTTARGAARAATTATCAACATTACAAGGAGATGAATTAARAAATGGTTGTTAT
TATTTTCARCATTGGTTTTATGARCAR A TAGC TARAACATATTATGATGGARRAAATARAAATAATARAATATCAT
GTAGGTGAAACATTATTTGATATAATTGCATTATTTATT TCAACATATCCARAATTAGAACCATGTAGATGTTAT
GTTAGTGGAAAACCAGAATATTGGGAAGAAGARAAATATTTACATGATTATTTTAARAATTATCAAGATATAAAR
TGTAGTAATAGTTCAAARGATAGATGTGAARAATATATACAATATGTAACATATATTAATAGATTATTTCCAGCT
AR GAAGATACATGTTGTGATGAAGGAGAATTAATTGARGATTTTTGTARACCATATTTTAATTGTGAARATARR

TTTTCACCAGAAA A A TTGTTARCACAATTARA M ACAGAATTACARAGTTTAGGAACARARAGCTGARGCACCARGA
GAAGGTGGAACAGTTGGAGETGTTGTAGATGCTAAAGCARAACCAGGTGCAGCTGAATCAGAAGGAGCAGAAAGT
GGTATACCAAAACCAGCAGCTGCAAAACCAGCTCCAGCAAAACCAGTAGCTACATCACCAGCACCAAGTGAAAGA
GCACCAGCAARACCAGTTGCTGCARAACCAGCTGCAACARAAACCAGCTACAACAARACCAGCARAAGAAGAATCA

GAAGGAGRAGATCCAGCTGGTGCARAACCAGTAGCAGCTARACCAGCTCCAGGAGAAGCTGTTCCAGCTARACCT
GTAGCTGCAARACCAGTTGCAACAGAATCAGCTGCACCAGARAGAGCACCAGAAGCACCAGAACCARARAGAAGT
CAACCAGAAATACCAGCTAGAGAAGTACCAGAACAAGCTGTTGTAGAAACAGCAGAAACATTACAACATGAAGAA
TCATTAAGTCCACCACCAATGGAAGGTTCAGAACCAAGTGTTCAAGAAGTAAGTTCATATAATTCAGAATTAGCT
AGTAATGGAGTTCCATTAACAATAGCAGATAGTCCAAATACATTAGGTACAACAAATGAAGAATTAGATTCARAT
TTCTTTAGT AR TATAATAATGGCTGTTGCAGTATTAGGAACAATATTTTTCTTATTTTATTATAATAGATCAGCA
AGATTAGAAAGTAGTAGTAGARAGAAAAAACAANAGAARGGAAAAATATTCGAACATAATTATTATGAAGAATAT
GAARAAGAATTACCAATGTATGATAGTGAAGAAACATTTGTAGATTCAGAAATGGATAGATTATATTTARATTAT
CATCCAGATCRAGATAGTTATTAT

PVX_101560

E YR

&
"

EE B X ERE R

PR Tl Bl S el e e I Reen e A It B A0 e e Jasl S PRt S0 |
GGTACCATGGAAGAACCATGTAGTGAAGATTTACCAAGTCAAAGTTTTTATAAATCATTAGGTGAATAT
[ 520 A Wl i Rl o ACeo] e Jleh fomd oes o] Bumet Iedl [V RO oy pee - e [hed foud o |
ATCTATAGTTTAGATGAATATGATCAATATTGTGTATTAGGAAATAGTAATTATCAACATAATCAATCA
b Ao SRl S B8 o] PR Nl BRR] B ol 5 Bt W M dvask BT B | ROEVSERTETES
GTAAAAACT T TATGTAGACATTTATTAAAAAATTTGAATCATAATAGTCAAATAAATGTAAATGAATCT

) Sl I N (R RS el Sead el BRSSP gl Sl Kouin £ PRl e | | Dot QIR S peten R
CGTACCATCGTAATCATTATAAATTATTAAGTTATTGGTTATATAATCAAATAGAAAAAGTTTTTACACCA
| e Eee] iR §i | SRR b (a8 Yoou foa e S8 B | ) fiow Py NS A e

AGATTTGAAGAAATAGAAAGAAAAAATATTTATAAAGAATTAACAAGTATATGGAAAGATTTTGTTAGT
o e e il e 1Rt W MR- TN - el O S WS B R SEe . Ve M U Yl )
AGTCCTTTTAGAAGAAATTTAAATAATTGTCAACCAGAACCAGTAACAGTATTTGATGATGATGATGAT
NN PR Y e S iy e e e e T Y R R R e
AATAATAATTGGAAAGTTAGAAAAGAATTTTATGAATATTGTGAAGATTATAATACTTTAAAAAARAAGT
C T W 8 F 8 T € G X Y Y D ¥ L E N K 8 D L Y N
TGTACACATAGTTTTAGTACATGTGGTAAATATTATGATTATTTAGAAAATAAGAGTGATTTATATAAT
@ F L T L N L B K P O D XK ¥ 8 8 8 Y E K Y K K
CAATTCTTAACTTTAAATTTAAATAAACCACAAGATAAATATTCAAGTAGTTATGAAAAATATAAAAAA
| S T N T AN S SO SO EON - T i S TR DS T . T N R FNE
TTTGATCCAAGAACATTATTAGATAATTTACCATGTACATTTGAAATGAGTCCAGATGGAAAATTAGAA
b SR S0 T (RO D patet SRR SIS SR TR SRET BN A M S S N W WD A
TATGTAAAAACAAGAACAACAAAATTATATCAACCTAGAGTACAACCAGTAGCAGCAAGTCCATATAGA
V N O E @ K I 8 8 G A 8 8 N P E V 8 R QO K A 8
GTAAATCAAGAACAAAAAATTTCAAGTCAAGCAAGTAGTCATCCAGAAGTTTCAAGACAAAAAGCTTCA
R L X A 8 R L K A P R L K A P R L E A P R GC A
AGATTAAAGGCAAGTAGATTAAAAGCACCAAGATTAAAAGCTCCTAGATTAGAAGCTCCAAGACAAGCA
A e ¥ a A PP Y QT AP Y E A AL R K N AP R
GCACAATATCAAGCTCCACCATATCAAACAGCACCATATGAAGCAGCATTACATAAAGCTGCACCAAGA
K A D L M E E D P H E E N O Y K A Y P Y 0 A 3
AAAGCAGATTTACATGAAGAAGATCCTCATGAAGAAAATCAATATAAAGCTTATCCTTATCAAGCTTCA
LY ROY Iy PN el RIUAL s Y el ey L e A el DL
TTATATAGAACAACACCACATCAACGAAGCAAGTTATCAAGAATATTTAGAACCTGCTGETGATCGATTTA
E v s v s p BT E R A YT 1 WML P LI AL 3V
GAAACAACGTACAAGTCCAl ACAGAAAGAGCAACTATAAATTTACCTTTAATAGCATTAAGTGTA
R Sy ot M BN T o e O AL S e 2o T A s 2 YO W L B
ATATTATTATTATTAACAATATCCTTTACAATAGAT TTTACAAGT TTTGGAAGT TGOATGATGAGAAGA
AURTIRORITR RO RS RN R YY R e e N YD
GCTAGAAGAAAAAGAAGAAGTACACCTAGATTTAATGAATATTATAGAGAACCTAGT TATAATTATGAT
&Ry WD S Y EDITLD NS RN e Y e A
AGTGAATATACAGATTCATATGATTTAAATAGTACAAGAAATATTCCATATTATCCAGCACCTAGG
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ATGGCATTAAGTTCTGAAAAGAAT TGGCTTGAAGTATTACAAAATTTACCTAGTTATARAGAATATGAAAAATTA
GATAAAGTTGATATTAAARATGAAAATAGT TCACATTGTAATGATTTAGGAAGTACAGATGAAGGTGATARAACA
TTATGTAAGAA R A TAGTTCAR R A TTTARATCAATTAAGTGCATTARAAGATGATGARAATTTAGATAATTCATGT
TATTATTTTCAACATTGGTTTTTCGATAATATAGCTARARAATATTATGATGGAGATGARAGAGGTAATAATTAT
COAGTTGCAGAAAAATTGTATAATATTGTTAGTGAAATTACACCAGTAAGTTCAAAAATGGAACCATGTAAATGT
TATGAARTCAGGATATCCAGATGTATGGARAGAAGARARACATTTACATGATTATTTTGAARAATCATAAAGATATA
A A TGTARTGATAGTGATARATCARAATGTGAAR AR TATATACAATATGTTACATATATTAATACATTATTTCAR
GAARAAGTAGATAAATGTTGTGATGGAGAAGATTTAGATGAATATGGTTTTTGTGAACCATATTTTAAATGTGAA
AATARATATTCACCACAAGATTTATTAGCACAATTARAAGAAAGAATTACAAGAATTAGGARAGAAAGCAGAAGCT
CCAAGAGATGGAGGTACAGGAGCAGTTGAAGCTGGTARAGCACCAGGAAGTGGTGCTGAAGARAGAGARAAGARL
ACAR A AGRAAGAAGTARCAGCAGAAGCTACAGGARRAGARATCARAAGAARAATTGGTTGCAGGTGAAGTACCARRR
GAARAAGCAGCTGATAGTTTAGCTCAATCAGCATTAGAARAAAACAATACCAACACAACCAGCTGTTCAAGGAAGT
GTAGGTTTAARACCAGGAGARAGTGAATCAAGAGAAGRACCAGCATCAGCTARATTGGTTGGTARRAAACCACCA
GRAGAAAATCCAATTGCACCAGAARAGTGGAGGTGCTARACCAGCACCATCAGAAGGAGCACCAGCTARACCAGTT
GCTACARRACCACCAGCAGCTGGTCCAGTTGCAGTAGAAAGTGARACAGTAACACCAGCAATGGCTGAATCAGGA
ARAGCTAAATTGAGAGAAACAAAACCTGCTCCAGCTAAACCAGTTGCAGCTAAACCAGTAGCTAGTAAACCAGAA
ACAGAARARAAGCAARAGARATTGTTGCTGARAAAAGARGCAACAAAAGARATTGTAGCTGAAGARGAAGCAACTARA
GAAACTTTAGTAGAAGARAGAAGCACCAGAAGAAGTTGTAGATGARACARCARATACATTACAACCAGAAGARACCA
TTAGGACCACCACCAATAGAAAGTGCTGAACAAGATGTTCATGTAATTAGTTCACATAATACAGAACCAGCTTCA
AATGCATTACCATTAACAATTACAGATACACCAAATACATTAGGAACAGCACATGAAGGTTTAGATAGTAATTTC
TTTAGARAATATAA T AR TGGCAGTTGCTGTAT TAGGTARRATATTTTTCTTATTTTATTATAATAGARAGTTCAAGA
TTAGAAAGTTCATTACGTAAR A AGARARAGAAAGARAGGARARAATATTCGAACATAATTATTATGARGAATATGRAR
ARAGAATTAGAAATGTATGGTTCAGAAGAAACATTTTTAGATTCAGAAACAGATAGATTATATTTAAATTATCAT
CCAGATCAAGATAGTTATTAT

PVX_113230

H

B

g

g

B

&

11058

1174,

P T (S F Ve Sl Ko St et G Rt IO - DR S B A0 e Sl B Bt
GGTACCATGGAAAAAGATCCTAAATATAAAGATTTACCAAGTCAAATATATTATGATAAATTAAATGAA
[ CET RN N PR SRl e el e B PR VRGN Gend Toun S B jml - e PO e pees (el VEET |
GATATTATAGAAGAAGAAGATGATGAACATGAAGAAAATGAAGAAT CACAAGAAAATGTATATTGGGAA
[ o) e, ol NI oy ool Sl (0 G Josh Yoot (v I MR S S A Sl Seed el Ve T o
GCAATAGAAGGATCATATGAACAAACACCATGGGTTAGAGATGTATTTTTTAAATTAGAAAGAAATTTA
Gl st Dt WO Sf T pes Yol Wi ok st N ey S0 S aui ) B R At TR S i S
ACAGAAATAAATGAATCAACAGGTGAAGATAGTTTAAGTAAAAAACATTGTTATGATTTAAATTATTGG
[V AN S IO S B T IR T IR T S TN TR el TR R o SN DA B
TTATATGAACAAGTATATGAAAATTTAAATAATAATGAAAATGATGAAAATTTTTTTAAAATTATAGAT
G L O N A W T N I N N D K F P N A D N I C H P
GGATTACAAAATGCATGGACAAATATTAATAATGATAAAT TTCCAAATGCAGATAATATTTGTCATCCA
D K T L V D M K Y L K D V K W L F O F | E D F
GATAAAACATTAGTAGATATGAAATATTTAAAAGATGTAAAACATTTATTTGATTTTATTGAAGATTTT
&K T A LA R K e S N SR AT e e R e e
TCAACTATAAAAACAGCAGCTATAAAAGATACAAATAATGCATGTCAAAAATATATTGATTATTTAAAG
[ SO G 200 O S SIS Jo S IO W SN SO R TN ENE S T N e G 4
TTAAAAGTACCATTATATTATGAATGGAATGATGTATGTACAATGGAAGAAGAAAATATTTGTACTAAA
b oy DS TS N A T COn S I S SRR A A I R VSRR S AT et S Y
TATATTGATGATTATCCTAAATATAATCCAAAAAATGTATTAGAAAATTTAAGTGTAGTTAGTTTAGCA
L A 8 I F N D C Y @ N 1 1 N L F T € A & K I E
TTAGCAAGTATTTTCAATGATTGT TATCAAAATATTATTAATTTGT TTACAGAAGCAGAAAAAAT TGAA
S, K 2o T o i T VI O] R - PR IR SO DN O 7 e At 9008 Al BN
CCTAGAACAGTTTTAAAACATAGAGATATTACAGGACCAAGTGAAAGTAATGTAGTAAAAATTGGAGGT
[ PR, - B I e WS R T O e S P A T RN O S I B SN IR, B &
AGAGCATTAGCTGAAGCTATAAGTGATACAAGTCAAAGTGGAAATATGTTAATAGGTATAAATGCATTA
A T s v r NS vV V K B F N S Y V F 8 L V A P
GCTACAAGTTTATTT@TCOACAGT GT TGTAAAAAGATTTAATAGTTATGTTTTTAGTTTAGTAGCACCA

V. @ L8 L ek L L OF L MY YR Y K R TP ¢ K
GTAGGATTAAGTTTATTAGGATTATTATTATTTTTATATGTATTATATAAATTTACACCAATAGGAAAA
s | Qo W T M SRS R CGY R R DR e WO TR W DR GRS D TR K Al

AGTATAAGTAGAACACATAAAAGAGTAAAAAATAAATTTGTTAGAAATAAAAGAGATGATTTTGATGAT
D& D D D B D 0.8 B N & 8 0 L K 8 8§ 5. 8 N 8BS
CATGAAGATGATOATGATGATGATAGTGATAATAGTAGTGATTTAAAAAGTAGTAGTTCAATGGAATCT
L L 8§ N S

TTATTAAGTAATAGTEEIigs
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622.
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760.
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898.
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10636.

11es.

M E E E D L D s K Y E N v P S Q I F Y K E
GGTACCATGGAAGAAGAGGATTTGGACTCGAAATATGAGAACGTGCCCTCACAGATATTTTACAAAGAA

L N A E L K D R v N T Q W E K L K D L I E E Q

CTGAATGCTGAATTGAAGGACAGGGTTAATACACAATGGGAAAAGTTAAAAGATTTAATAGAAGAACAA
P L L K D v c D K 8 E K N L K -] L N A N P Q S
CCTTTACTTAAAGATGTTTGCGACAAACTTGAAAAAAATTTAAAATCCTTAAACGCTAATCCTCAGTCA
E L L s K K H c Y D I N h ¢ L L F D N v H N K L
GAGATGTTAAGTAAGAAGCATTGTTATGATATAAATTACTGGTTATTTGATAATGTACATAACAAGCTT
N I K E E D P L F Y N I T D S v H S v w R D I
AATATTAAAGAGGAGGACCCTCTTTTTTATAACATTATCGATAGTGTCCATAGTGTATGGAGAGATATA
N E S L L [} K 14 H X c K P D S T L M D L} P v L
AATGAGAGTTTGCCAGATAAGACTCATATATGTAAACCAGATTCAACGTTAATGGACATGCCTGTTTTG
K E F K H L F D F I E N F A F F K A E A F K D
AAGGAATTTAAGCATTTGTTTGATTTTATTGAAAACTTTGCGTTTTTTAAAGCAGAAGCTTTTAAGGAT
T P K A c U K Y F K Y L E R S v Q I b ¢ Y A R [
ACTCCCAAGGCATGCACGAAATATTTTAAATACCTTGAACGTAGTGTCCAAATATATTATGCAAGGGAG
I F c T N P E S N ] c N R \ I D N Y K S Y N P
ATCTTTTGTACTAACCCAGAAAGTAATATGTGCAATAGATATATTGATAACTACAAATCTTATAATCCA
K N v R E B L N v s K L I M G Lt ¥ w Y Q c Y. R
AAAAATGTTAGAGAAGAATTAAACGTGTCTAAACTTATTATGGGTTTGETTTGGTATCAATGTTACAGA
D v v S L F R A v K K Q P Y R L E v K F R o v
GATGTTGTAAGTTTATTTAGAGCTGTAAAAAAACAGCCTTACCGTTTAGAAGTAAAATTCAGAACTGTC
Q G D v 19 T T v v v P D A I K E F F R A v Y S
CAAGGGGATGTTGGAACAACTGTAGTGGTTCCTGATGCGATAAAAGAGTTCTTTCGTGCAGTTTATTCT
v L K H I Y. G I v Y F L I F L P v L F I L 6 P
GTCTTGAAACATATATATGGTATTGTGTATTTTTTGATATTTCTGCCCGTTCTTTTTATTTTGGGTCCA
Y v F F L L I Y, K F T L L 6 R Q M L R A R A L
TATGTCTTTTTTTTATTAATATACAAGTTTACTCCACTCGGAAGACAAATGTTACGTGCCCGAGCACTA
L K K K L K U N I S Y E D I I L L N G S, S E s
CTAAAGAAAAAATTGAAAACCAACATTAGTTATGAGGACATCATATTGCTAAATGGAAGTTCCGAATCT
I F s G s S s D s S Y I v 6 Y Q A S s Q S S s
ATTTTTAGTGGTAGTTCATCGGATAGCTCATATATTGTAGGATACCAAGCTTCTTCCCAGAGTAGTTCA
<]

GGACCTAGG
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Vektorkarte pARL1-3xHA

Kpnl (5)

?xo(‘ 7 7
/Avrll (1234)
Q_,')‘ ,Xhol (1354)
>
[N
PARL1-vir14-3xha
8007bp
S,
Q(é\éo
’éo)e

Abbildung A1: Vektorkarte des pARL1-3xHA-Vektors. Schematische Darstellung mit dem Beispielgen vir14. Der Vektor enthalt
einen Pfcrt-Promotor, sowie die Gene fiir eine B-Laktamase und dem 3xHA-Tag.

Tabelle A1.1: Statische Bindungsexperimente von iE der 13 Transfektanten und 3D7-iE an CHO-GFP. iRBC/iE: infizierte
Erythrozyten; nv: nicht verfiigbar.

SD7AE PARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_
0000204A-E | 050690MA-E | 060690MA-E | 068690HA-E | 077695HAHE | 081850MA-E
0 0 0 0 0 0 1
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0
N 0 0 0 0 0 0 0
% 0 1 0 1 0 0 0
S 0 0 0 0 0 0 0
§ 0 0 0 0 0 0 0
& 1 0 0 0 0 nv 0
0 0 0 0 0 nv 0
1 0 0 0 0 nv 0
0 0 0 0 0 nv 0
0 0 0 0 0 nv 0
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Tabelle A1.2: Statische Bindungsexperimente von iE der 13 Transfektanten und 3D7-iE an CHO-GFP. iRBC/iE: infizierte
Erythrozyten; nv: nicht verfiigbar.

PARL_PVX_
093715HA-iE

PARL_PVX_
096925HA-{E

PARL_PVX_
097525HA-iE

PARL_PVX_
101560HA-iE

PARL_PVX_
107235HA-E

PARL_PVX_
113230HA-iE

pARL_PVX_
115475HA-E

iRBCs/100 CHO-Zellen

0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 1
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
0 0 nv nv 0 0 0
0 0 nv nv 0 0 0
0 0 nv nv 0 0 0
0 0 nv nv 0 0 0
0 0 nv nv 0 0 0
1 0 nv nv 0 1 0
0 0 nv nv 0 2 0
0 0 nv nv 0 0 0
0 0 nv nv 0 0 0
0 1 nv nv nv nv 2
0 2 nv nv nv nv 0
0 0 nv nv nv nv 0
0 1 nv nv nv nv 0
0 0 nv nv nv nv 0
0 6 nv nv nv nv 0
0 1 nv nv nv nv 0
0 2 nv nv nv nv 0
0 1 nv nv nv nv 0
0 nv nv nv nv nv 0
0 nv nv nv nv nv 0
0 nv nv nv nv nv 0
0 nv nv nv nv nv 0
0 nv nv nv nv nv 0
0 nv nv nv nv nv 0
0 nv nv nv nv nv 0
0 nv nv nv nv nv 0
0 nv nv nv nv nv 0
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
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nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv

Tabelle A2.1: Statische Bindungsexperimente von iE der 13 Transfektanten und 3D7-iE an CHO-CD36. iRBC/iE: infizierte
Erythrozyten; nv: nicht verfiigbar.

3D7-iE

PARL_PVX_
000020HA-{E

PARL_PVX_
050690HA-{E

PARL_PVX_
060690HA-{E

PARL_PVX_
068690HA-IE

PARL_PVX_
077695HA-E

PARL_PVX_
081850HA-iE

iRBCs/100 CHO-Zellen

6 0 24 42 2 0 0
3 0 18 38 16 0 0
3 0 24 25 16 0 1
2 0 45 11 43 0 3
1 0 20 4 14 0 0
2 0 24 11 13 0 0
1 1 41 23 9 0 0
0 0 49 14 13 0 1
0 0 50 38 4 0 1
6 1 3 1 4 nv 1
8 0 1 1 nv 0
1 0 15 2 nv 0
4 2 36 21 2 nv 0
6 4 49 44 4 nv 0
9 4 36 36 2 nv 0
1 10 35 2 3 nv 0
3 5 23 14 3 nv 0
5 9 35 5 6 nv 0
3 nv nv 15 nv nv 0
9 nv nv 7 nv nv 0
1 nv nv 19 nv nv 0
0 nv nv 7 nv nv 0
5 nv nv 15 nv nv 0
7 nv nv 18 nv nv 0
3 nv nv 21 nv nv 0
2 nv nv 4 nv nv 0
1 nv nv 8 nv nv 0

136



Anhang

4 nv nv nv nv nv nv
1 nv nv nv nv nv nv
6 nv nv nv nv nv nv
4 nv nv nv nv nv nv
9 nv nv nv nv nv nv
8 nv nv nv nv nv nv
4 nv nv nv nv nv nv
5 nv nv nv nv nv nv
3 nv nv nv nv nv nv
4 nv nv nv nv nv nv
1 nv nv nv nv nv nv
6 nv nv nv nv nv nv
4 nv nv nv nv nv nv
9 nv nv nv nv nv nv
8 nv nv nv nv nv nv
4 nv nv nv nv nv nv
5 nv nv nv nv nv nv
3 nv nv nv nv nv nv
2 nv nv nv nv nv nv
5 nv nv nv nv nv nv
3 nv nv nv nv nv nv
7 nv nv nv nv nv nv
3 nv nv nv nv nv nv
4 nv nv nv nv nv nv
8 nv nv nv nv nv nv
4 nv nv nv nv nv nv
3 nv nv nv nv nv nv

Tabelle A2.2: Statische Bindungsexperimente von iE der 13 Transfektanten und 3D7-iE an CHO-CD36. iRBC/iE: infizierte
Erythrozyten; nv: nicht verfiigbar.

iRBCs/100 CHO-Zellen

PARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_
093715HA-E | (096925HA-E | (097525HA-iE 101560HA-iE 107235HA-iE 113230HA-iE 115475HA-iE

108 22 0 0 2 7 1

45 14 0 0 5 8 0

67 12 0 0 2 5 1

19 2 0 1 0 5 0

11 0 0 0 5 1

18 15 0 0 1 2 1

88 1 0 0 5 1 0

71 3 0 0 13 1 0
148 8 1 0 13 10 0

43 7 nv nv 2 4 0

5 8 nv nv 3 8 0

7 8 nv nv 1 3 2

72 9 nv nv 4 0 0

38 5 nv nv 0 5 0

88 6 nv nv 2 4 0

8 11 nv nv 0 1 0

17 5 nv nv 1 0 0

16 12 nv nv 2 0 0
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nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv

Tabelle A3.1: Statische Bindungsexperimente von iE der 13 Transfektanten und 3D7-iE an CHO-ICAM-1. iRBC/iE: infizierte
Erythrozyten; nv: nicht verfiigbar.

3D7AE PARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_
! 000020HA4E | 050690HA4E | 060690HA-E | 068690HA-{E | 077695HA-E | 081850HA-E
0 0 1 0 1 0 0
c 0 0 0 0 0 0 1
= 0 0 1 0 0 0 0
N
o 0 0 1 0 0 0 0
T
@] 0 0 1 0 0 0 0
S
= 2 0 2 0 0 0 2
é 0 0 0 0 0 0 0
= 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 1 0 0 0
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0 0 0 0 4 nv 1
0 0 0 0 3 nv 0
0 0 0 0 8 nv 0
1 0 0 0 4 nv 0
0 0 0 0 4 nv 0
3 0 0 0 5 nv 0
0 1 0 0 0 nv 0
0 0 0 1 1 nv 1
0 0 0 0 2 nv 0
0 nv nv 0 nv nv 0
0 nv nv 0 nv nv 0
0 nv nv 0 nv nv 0
0 nv nv 0 nv nv 0
0 nv nv 0 nv nv 0
0 nv nv 0 nv nv 0
0 nv nv 0 nv nv 0
0 nv nv 1 nv nv 0
0 nv nv 0 nv nv 0
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
1 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv

Tabelle A3.2: Statische Bindungsexperimente von iE der 13 Transfektanten und 3D7-iE an CHO-ICAM-1. iRBC/iE: infizierte
Erythrozyten; nv: nicht verfiigbar.

iRBCs/100 CHO-Zellen

PARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_
093715HA4E | 096925HA-E | 097525HA4E | 101560MA-E | 107235HA4E | 113230MA-E | 115475HA-E
0 1 0 0 1 0 1
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 1 0 0
0 2 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
0 2 0 0 0 0 0
1 0 0 0 1 0 0
0 1 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
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0 2 nv nv nv nv 0
0 1 nv nv nv nv 0
0 4 nv nv nv nv 0
0 1 nv nv nv nv 0
0 3 nv nv nv nv 0
0 2 nv nv nv nv 0
0 3 nv nv nv nv 1
0 2 nv nv nv nv 0
0 3 nv nv nv nv 1
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv

Tabelle A4.1: Statische Bindungsexperimente von iE der 13 Transfektanten und 3D7-iE an CHO-VCAM-1. iRBC/iE: infizierte
Erythrozyten; nv: nicht verfiigbar.

3D7AE PARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_
! 000020HA4E | 050690HA4E | 060690HA-E | 068690HA-{E | 077695HA-E | 081850HA-E
0 0 0 0 0 0 0
c 1 0 0 1 0 0 0
= 0 0 1 1 0 0 0
N
o 0 0 0 0 0 0 0
T
@] 0 0 0 0 0 0 0
S
= 0 0 0 0 0 0 0
é 0 0 0 0 1 0 0
= 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 1 0 0
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1 nv nv nv nv nv nv
1 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
1 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
1 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
1 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv

Tabelle A4.2: Statische Bindungsexperimente von iE der 13 Transfektanten und 3D7-iE an CHO-VCAM-1. iRBC/iE: infizierte
Erythrozyten; nv: nicht verfiigbar.

PARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_
093715HA-iE 096925HA-iE 097525HA-iE 101560HA-iE 107235HA-iE 113230HA-iE 115475HA-iE
1 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 1 0
0 0 0 0 0 0 2
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 1 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0
N 0 0 0 0 2 2 0
% 0 0 0 0 0 0 0
=1 nv nv nv nv nv nv nv
5 nv nv nv nv nv nv nv
[2a)]
~ nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
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nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv

Tabelle A5.1: Statische Bindungsexperimente von iE der 13 Transfektanten und 3D7-iE an CHO-P-Selektin. iRBC/iE: infizierte
Erythrozyten; nv: nicht verfiigbar.

AD7-E pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_
000020HA-E | 050690HA-iE | 060690HA-iE 068690HA-iE 077695HA-1E 081850HA-iE

0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 1 1 0 0

0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 1 0 0 0
0 nv nv nv nv nv nv
- 0 nv nv nv nv nv nv
'E.j 0 nv nv nv nv nv nv
®) 0 nv nv nv nv nv nv
§ 1 nv nv nv nv nv nv
Sw 0 nv nv nv nv nv nv
%é 0 nv nv nv nv nv nv
2 0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
1 nv nv nv nv nv nv
0 nv nv nv nv nv nv
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Tabelle A5.2: Statische Bindungsexperimente von iE der 13 Transfektanten und 3D7-iE an CHO-P-Selektin. iRBC/iE: infizierte
Erythrozyten; nv: nicht verfiigbar.

iRBCs/100 CHO-Zellen

PARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_
093715HA4E | 096925HASE | 097525HA-E | 101560HASE | 107235HA<E | 113230HA-E | 115475HA-E
1 4 0 0 0 0 0
0 1 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv
nv nv nv nv nv nv nv

Tabelle A6: Bindungsexperimente unter Flussbedingung von iE von 4 Transfektanten und 3D7-iE an CHO-CD36. iE: infizierte
Erythrozyten; nv: nicht verfiigbar. An den weiteren getesteten Scherkréften (6 Dyn/cm24 Dyn/cm23 Dyn/cm?, 2 Dyn/cm?)
konnten keine Bindungen festgestellt werden.

X PARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | pARL_PVX_ | Experiment-
3D7-iE
060690HA-E 068690HA-E 093715HA-{E 096925HA-{E Nr.
Scherkraft 15 09 09 0,9 0,9 0,9
[Dyn/cm?]
Anzahl 5 0 0 0 0 1
gebundener iE 14 nv nv nv nv I

Tabelle A7: Lokalisationsstudien der 13 VIR-Proteine bei der Inmunfluoreszenzanalyse. Lokalisierung mit: Para: Parasit; MS:
Maurer’sche Spalten; OF: Oberfldche des iE.

Genname Para Para + MS Para + OF MS MS + OF
T 46 71 3 0 0
PVX_000020
S 23 49 5 43 0
T 120 0 0 0
PVX_050690
S 120 0 0 0
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T 15 85 0 20 0
PVX_060690

S 0 1 0 105 14

T 1 26 0 79 14
PVX_068690

S 0 1 0 79 41

T 5 85 2 27 1
PVX_077695

S 0 92 3 17 9

T 10 89 0 21
PVX_081850

S 0 1 0 98 21

T 10 92 0 18 0
PVX_093925

S 0 4 0 106 10

T 21 45 0 54 0
PVX_096925

S 0 7 0 96 17

T 25 93 0 2
PVX_097525

S 32 0 78

T 91 0 23
PVX_101560

S 6 0 80 34

T 19 38 0 63 0
PVX_107235

S 0 4 0 100 16

T 11 68 1 40 0
PVX_113230

S 0 6 4 55 55

T 33 87 0 0 0
PVX_115475

S 0 70 0 50

Tabelle A8: Kolokalisationsstudien der 13 VIR-Proteine bei der Immunfluoreszenzanalyse. Kolokalisierung mit: Spektrin:

Protein der Erythrozytenmembran; ETRAMPS: Protein der parasitophoren Vakuolenmembran; SBP1: Protein der Maurer’schen
Spalten; ATS: ATS-Doméne der oberfldchenassoziierten PfEMP1-Proteine.

Spektrin ETRAMP5 SBP1 ATS
Kolokalisation Ja Nein Ja Nein Ja Nein Ja Nein

T 1 29 30 0 13 17 14 16
PVX_000020

S 0 30 20 10 21 9 16 14

T 0 30 30 0 0 30 0 30
PVX_050690

S 0 30 30 0 0 30 0 30

T 0 30 23 7 25 5 6 24
PVX_060690

S 0 30 0 30 30 0 9 21

T 2 28 0 30 30 0 30 0
PVX_068690

S 9 21 0 30 30 0 31 0

T 0 30 21 9 30 0 29 1
PVX_077695

S 3 27 22 9 30 0 28 2

T 0 30 26 4 28 2 10 20
PVX_081850

S 4 26 1 29 30 0 24 6

T 0 30 26 4 28 2 11 19
PVX_093715

S 2 28 0 30 30 0 16 14

T 0 30 14 16 26 4 8 22
PVX_096925

S 6 24 4 26 30 0 13 17

T 0 30 30 0 26 4 12 18
PVX_097525

S 0 30 12 18 29 1 15 15

T 0 30 22 8 30 0 7 23
PVX_101560

S 5 25 2 28 30 0 15 15
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T 0 30 15 15 24 6 8 22
PVX_107235

S 3 27 2 28 30 0 14 16

T 0 30 21 9 25 5 16 14
PVX_113230

S 7 23 4 26 30 0 16 14

T 0 30 30 0 22 8 11 19
PVX_115475

S 0 30 17 13 30 0 13 17
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