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Zusammenfassung / Abstract

Malaria ist eine parasitire Infektionskrankheit, die von Protozoen der Gattung
Plasmodium hervorgerufen wird. Diese werden durch die weibliche Anopheles-Miicken
libertragen. Malaria verursachte im Jahr 2019 weltweit etwa 409.000 Todesfalle. Die
Zytoadhasion ist einer der wesentlichen Pathogenitatsfaktoren bei der P. falciparum und
wahrscheinlich auch bei der P. vivax-Infektion.

P. vivax besitzt eine Multigenfamilie, welche als vir-Genfamilie (engl. variant interspersed
repeats) bezeichnet wird. Es gibt vermehrt Hinweise darauf, dass die vir-kodierten VIR-
Proteine an der Adhasion an Endothelzellrezeptoren beteiligt sind (Bernabeu et al, 2012;
Carvalho et al, 2010). Im ersten Teil dieser Arbeit wurde daher das
Zytoadhdsionverhalten der VIR-Proteine von P. vivax an die humanen
Endothelzellrezeptoren CD36 und ICAM-1 mittels statischen Bindungsversuch
charakterisiert. Unter Verwendung von transgenen CHO-Zellen, die CD36 oder ICAM-1 an
ihrer Oberflache prasentieren und von transgenen P. falciparum-Zelllinien wurden fiinf
VIR-Proteine untersucht. Im Vergleich zu der Bindungskapazitat der Stammkultur wurde
bei den fiinf untersuchten VIR-Proteinen eine signifikante Bindung an CD36, jedoch nicht

an ICAM-1 nachgewiesen.

Von den 5 Arten der Malariaparasiten ist P. falciparum weltweit fiir eine erhebliche Anzahl der
Todesfdlle verantwortlich. Hierbei spielt die Zytoadhdsion der infizierten Erythrozyten (iE)
iber an der Erythrozytenoberfliache prisentierten PAEMP1-Proteine an Endothelzellrezeptoren
eine entscheidende Rolle. In einer vorangegangenen Studie wurde als Bindungspartner des
Endothelzellrezeptors P-Selektin das PAEMP1 IT4 var02 identifiziert. Allerdings ist die die
Zytoadhidsion vermittelnde Doméane noch nicht identifiziert. Mit Hilfe der sieben rekombinant-
exprimierten-PfEMP1-var02-Doménen, wurde die Bindung and die Rezeptoren CD36, CD9,
CDI151, ICAM-1 und P-Selektin untersucht. Dabei wurde fiir alle sieben P/EMP1-var02-
Dominen keine signifikante Bindung an CDI151 und ICAM-1 beobachtet. An P-Selektin
zeigten die DBLal.5-, CIDRS1-, DBLy12-, DBL65-, CIDRB3- und DBLB9-Dominen eine
signifikante Bindung, wihrend die DBLal.5-, CIDRd1-, DBL5- und CIDRB3-Doménen an
CD9 adhirieren konnten. An CD36 konnten alle sieben P/EMP1-var02-Doménen signifikant

binden.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Malaria

Malaria ist eine Infektionskrankheit, welche durch Parasiten der Gattung Plasmodium
verursacht wird. Es existieren 5 humanpathogene Plasmodien-Arten: Plasmodium (P.)
falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale, und P. knowlesi. Die Parasiten werden durch die
infizierte weibliche Anophelesmiicke von Mensch zu Mensch {ibertragen. Die hdufigste und

schwerste Form der Malariaerkrankung wird durch P. falciparum verursacht (WHO, 2020).

Die Malaria tritt weltweit in iiber 87 Landern auf und kommt hauptséchlich in tropischen und
subtropischen Regionen vor. Im Jahr 2019 erkrankten circa 229 Millionen Menschen an
Malaria und Schitzungen gehen weltweit von circa 400.000 Todesféllen pro Jahr aus. Etwa
94% der weltweiten Malaria-Fille betrafen dabei die afrikanische Region. Besonders von

Malaria betroffen sind Kinder unter 5 Jahren und schwangere Frauen.

Circa 80% der Malariafille sind auf eine Infektion mit P. falciparum zuriickzufiihren, wobei
diese Art nahezu allein fiir die hohe Morbiditdt verantwortlich ist. Obwohl die Anzahl der P.
vivax-Malariafélle erheblich geringer ist als die von P. falciparum, wurde zuletzt vermehrt von
Krankenhausaufenthalten und Todesfillen durch schwere P. vivax- Malariainfektionen

berichtet (WHO, 2020).

1.2 Der Lebenszyklus von Plasmodien

Der Entwicklungszyklus des Malaria-Parasiten verlduft in zwei Wirten: im menschlichen Wirt
und in der weiblichen Miicke der Gattung Anopheles (Abbildung Lebenszyklus) (Macdonald et
al., 1957). Wihrend einer Blutmahlzeit der Miicke werden Sporozoiten iiber den Speichel in
das Blut des Menschen iibertragen. Danach dringen die Sporozoiten aus der Blutbahn in die
Leber ein. In den Hepatozyten (Leberepithelzellen) entwickeln sich die Parasiten zu
Leberschizonten. Durch eine Mitose werden pro Leberschizont 20.000-30.000 Merozoiten
produziert. Uber die Ausbildung von Merosomen, gelangen die Merozoiten in den Blutstrom
(Sturm et al., 2006). Das Stadium in der Leber dauert zwischen 5 und 7 Tagen. Bei P. vivax
und P. ovale kann ein Teil der Leberschizonten iber Wochen oder Jahre in einem Ruhestadium
(Hypnozoit) im Lebergewebe verbleiben und dadurch Riickfille verursachen (Hulden ef al.,

2011, Menard et al., 2013).

Die Merozoiten befallen Erythrozyten, wo die Parasiten sich von Hdmoglobin erndhren, um

sich iiber das Ringstadium zum Trophozoiten- und Schizontenstadium entwickeln zu kdnnen.
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Etwa 48 Stunden nach der Infektion kommt es zum Zerfall des Erythrozyten, wobei ungefahr

10 bis 30 Merozoiten aus dem Schizonten in den Blutkreislauf freigesetzt werden.

Wihrend der asexuellen Fortpflanzung im erythrozytiren Kreislauf konnen sich einige
Merozoiten zu weiblichen Makrogametozyten oder ménnlichen Mikrogametozyten
differenzieren. Durch einen Miickenstich gelangen diese Gametozyten aus dem menschlichen
Blutkreislauf in den Darm der Miicke. Dort beginnt die sexuelle Vermehrung und es entstehen
erneut Sporozoiten. Durch einen Stich der Miicke beginnt der oben beschriebene Zyklus erneut

(Lindner et al., 2012; Miller et al., 2002; Memvanga et al., 2021).

In Menschen in Miicke

Hepatozyt

Eitiiesrl] QOokinet

Zygote

Asexueller
Zyklus in
Erythrozyten

Mikrogametozyten

Gametozyten

"o
ot

Abbildung 1: Lebenszyklus von Plasmodien verandert nach (Menard et al., 2013)
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1.3 P. falciparum
Von den fiinf humanpathogenen Plasmodien-Spezies ist P. falciparum am virulentesten und
nahezu allein verantwortlich fiir alle durch eine Plasmodium-Infektion auftretenden Todesfille.
Bei P. falciparum wird das Phanomen der Zytoadhision P. falciparum-infizierter Erythrozyten
an Endothelzellen von Blutgefdlen als Hauptfaktor fiir die Pathogenese der Malaria angesehen
wodurch die Parasiten die Eliminierung iiber die Milz verhindern (Smith et al., 2013). Durch
die Zytoadhésion verursacht P. falciparum die schwerste Form der Malaria mit Symptomen
wie beispielsweise Lungenddeme, Organversagen und cerebrale Malaria (Trampuz et al,

2003).

Es wurde nachgewiesen, dass es 3 groflere Genfamilien, var (engl. variant gene), rif (engl.
repetitive interspersed family) und stevor (engl. subtelomeric variable open reading frame)
gibt, welche fiir variante Oberflichenantigene (VSA - engl. variant surface antigens), welche
auf der Oberfliche infizierter Erythrozyten (iE) prisentiert werden, kodieren. Hierbei handelt
es sich um die P/EMP1- (engl. Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1),
RIFIN- (engl. repetitive interspersed family) und STEVOR-Familien (Howard et al., 1988,
Niang et al., 2014, Bachmann et al., 2012).

Bei P. falciparum wurden Hinweise darauf gefunden, dass die von var-Genen kodierte
PfEMP1-Familie bei reifen iE eine zentrale Rolle bei der Sequestrierung und Rosettierung spielt

(Miller et al., 2002).

1.3.1 Die Zytoadhasion von P. falciparum

Es gibt drei Hauptmechanismen der Adhésion von P. falciparum-iE: die Bindung der iE an
verschiedene Wirtszellrezeptoren (Sequestrierung), die Bildung einer kreisformigen Struktur
aus mehreren nicht infizierten Erythrozyten um einen iE (Rosettierung) und die Verklumpung
durch eine Wechselwirkung der iE mit Blutpliattchen (Esser et al., 2014; Rowe et al., 2009).
Die Zytoadhésion an Endothelzellen der Blutkapillaren ermdglichen iE der Eliminierung durch

die Milz wéhrend der Blutzirkulation zu entkommen (Miller ef al.,2002).

Bisher sind mindestens 23 Endothelzellrezeptoren beschrieben, an denen iE adhédrieren konnen.
Allerdings konnte bisher nur flir wenige von ihnen ein bestimmtes PfEMP1 Protein als
Bindungspartner identifiziert werden. Weiterhin konnte nur fiir die Endothelzellrezeptoren
CD36 (cluster of differentiation 36), ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule-1), CSA
(Chondroitin sulfate A) und EPCR (Endothelial Protein C Receptor), die fiir die Interaktion
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verantwortliche Doméne charakterisiert werden (Wassmer et al., 2004, Chakravorty et al.,

2005, Pouvelle et al., 2007, Fried et al., 2015, Salinas et al., 2016, Joste et al., 2020).

1.3.2 Die var-Genfamilie und PIFEMP1

Es gibt ungefdhr 50-60 verschiedene Varianten der var-Gene im haploiden P. falciparum
Genom, die die PFEMP1-Antigene kodieren. Die var-Gene sind in subtelomeren und zentralen
chromosomalen Regionen von insgesamt 14 Chromosomen lokalisiert. Basierend auf der
chromosomalen Position und stromaufwirts des Gens von den Promotorregionen gelegen,
wurden die var-Gene in die Gruppen A, B, C und E unterteilt. (Kraemer et al., 2007; Otto et
al., 2018). Ein var-Gen besteht aus Exon 1, welches die vielfiltigen extrazelluldren Sequenzen
des PfEMP1-Proteins kodiert, gefolgt von einer kurzen Transmembrandomine und Exon 2,

welches den konservierten zytoplasmatischen Teil des PFEMP1-Proteins kodiert.

Das PfEMP1-Protein besteht aus einem N-terminalen Segment und mehreren DBL- (engl.
Duffy-binding-like) und CIDR-Doméinen (engl. cysteine-rich interdomain region) Wegen der
Sequenzédhnlichkeit werden die DBL-Doménen in sechs (o, B, v, 6, €, &) und die CIDR-
Doménen in vier Hauptklassen (a, B, y, 0) unterteilt (Smith ez al., 2000, Gardner et al, 2002,
Otto et al., 2019). Die DBL-CIDR-Kombination enthilt ein bestimmtes konserviertes Motiv
von P/EMP1 und wird als Doménenkassette (DC) bezeichnet. In der P/EMP1-Familie konnten
23 DC identifiziert werden (Rask et al., 2010).

Neuere Studien haben gezeigt, dass die Adhisionsfahigkeit der PfEMP1-Proteine an den
Endothelzellrezeptoren mit dem Vorhandensein bestimmter Unterklassen der Doménen oder
Dominenkassetten zusammenhéngt (Joste et al., 2020, Jensen et al., 2020). Die CIDRal-
Doméne zum Beispiel erlaubt das Binden an EPCR, wihrend CIDR0a2-6 der Gruppen B und C
verantwortlich fiir die Interaktion mit dem Rezeptor CD36 sind (Lau et al., 2015, Robinson et
al., 2003, Gullingsrud et al., 2013). Des Weiteren wurde DCS5 als Bindungspartner fiir PECAM
identifiziert (Berger ef al., 2013).

AuBerdem werden die PfEMP1-Proteine der Gruppe A, welche DC5 (DBLy12-DBL35-
CIDR3/4-DBL7/9) enthalten, in Zusammenhang mit schwerer Malaria bei Kindern gebracht
(Rask et al., 2010 Joste et al., 2020). Metwally und Kollegen zeigten, dass das Gruppe A var(2-
Gen in Parasitenpopulationen, die an die Rezeptoren P-Selektin und CD9 angereichert wurden,

verstirkt im Vergleich zur Kontrolle exprimiert war (Metwally et al., 2017).


https://www.nature.com/articles/s41598-017-04241-3
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1.4 P. vivax

Neben P. falciparum ist P. vivax der zweithdufigste Malariaerreger und verursacht den grof3ten
Teil der Malariafdlle in Amerika (fast 75%), Siidostasien (46%) sowie der westpazifischen
Region (32%) (WHO 2020). Im Vergleich zu P. falciparum kann sich P. vivax bei niedrigeren
Temperaturen sporogonal entwickeln, jedoch kann P. vivax nur Retikulozyten infizieren.
Deshalb ist die Anzahl der infizierten Blutzellen in der Regel geringer (die Parasitimie betragt
normalerweise 1-2%) und P. vivax verursacht weniger gravierende Infektionen als P.

falciparum (Kitchen et al., 1938, Vogel et al., 2013, Gething et al., 2011).

1.4.1 Die Zytoadhasion von P. viax

Wegen des Vorhandenseins aller Parasitenstadien im peripheren Blutkreislauf wurde lange Zeit
angenommen, dass P. vivax die Fahigkeit zur Zytoadhdsion wie fiir P. falciparum beschrieben,
fehlt. In neueren Studien wurde jedoch gezeigt, dass P. vivax infizierte Retikulozyten (iR) in
der Lage sind, an verschiedene Zellen oder Rezeptoren wie HLEC (engl. Human Lymphatic
Endothelial Cells), CD36, ICAM-1 und CSA zu zytoadhdrieren (Carvalho et al., 2010,
Chotivanich et al., 2012, Marin-Menéndez et al., 2013). Dariiber hinaus wurden bei einem P.
vivax infizierten Patienten eine groBe Anzahl von intakten P. vivax-iR in der Milz identifiziert,
die zu einer Milzruptur jedoch ohne klinische Symptome fiithrten (Machado et al., 2012). Da
auf der Oberflache der P. vivax-iR keine PFEMP1-Proteine priasentiert werden, deutet die grofle
Anzahl von intakten P. vivax-iR in der Milz darauf hin, dass bei P. vivax-iR andere Proteine fiir

die Zytoadhésion an der Oberfiache prasentieren werden miissen (del Portillo ef al., 2001).

1.4.2 Die vir-Genfamilie und VIR-Proteine

Bei P. vivax gibt es Hinweise darauf, dass die vir-Genfamilie (engl. variant interspersed
repeats) eine Schliisselrolle bei der Zytoadhision spielt. Die vir-Genfamilie ldsst sich in 12
verschiedenen Unterfamilien (A bis L) unterteilen und besteht aus 295 vir-Genen. Bei den von
den vir-Genen kodierten Proteinen konnte fiirl71 eine Transmembrandomine und bei 160 ein
PEXEL (Plasmodium export element) Motiv gefunden werden, welches ein intrazellulires
Signal zum Export der Proteine in den iE oder an die Oberfldche der iE vermittelt. Jedes dieser
Gene hat 1 bis 5 Exons, wobei zumeist das erste Exon kurz ist und keine Signalpeptidsequenz
besitzt. Das zweite Exon kodiert eine Transmembrandoméne an seinem 3'-Ende und
konservierte Cysteinreste. Das dritte Exon kodiert die mutmafliche zytosolische Doméne (del

Portillo et al., 2001, Fernandez-Becerra et al., 2009, Singh et al., 2014).



Einleitung
Im Gegensatz zu P/EMP1 bilden die VIR-Proteine eine extrem vielféltige Familie. Fiir einige
der VIR-Proteine konnte eine Oberfldchenlokalisation auf den iE nachgewiesen werden und es
gibt Hinweise darauf, dass sie die Adhdrenz von P. vivax-iR an humane Endothelzellrezeptoren

vermitteln (Carvalho ef al., 2010, Chotivanich et al., 2012, Marin-Menéndez et al., 2013).

1.5 Zielsetzung

Es ist bekannt, dass P. falciparum fiir die hochste Virulenz der Malariaparasiten und Malaria
Todesfille verantwortlich ist. Dagegen ist P. vivax weniger gefdhrlich, jedoch am weitesten
verbreitet und hauptséchlich fiir Riickfallinfektionen verantwortlich. Bei P. falciparum spielt
die Zytoadhdsion der P. falciparum-iE an die humanen Endothelzellrezeptoren eine
Schliisselrolle der Pathogenese. Bei P. vivax ist mutmalBlich die vir-Genfamilie an der
Interaktion zwischen Parasiten und Wirtszelle beteiligt. AuBBerdem ist noch nicht bekannt,

welches VIR-Protein die Zytoadhidsion an einen Endothelzellrezeptor vermitteln kann.

In dieser Arbeit sollen erstens VIR-Proteine identifiziert werden, die die Bindung an
Endothelzellrezeptoren vermitteln. In der vorangegangenen Arbeit wurde eine signifikante
Bindung von sieben VIR-Proteinen an den Rezeptor CD36 im Trophozoitenstadium
nachgewiesen. Allerdings ist bisher unklar, ob Parasiten im Schizontenstadium die gleichen
Eigenschaften aufweisen. Daher soll die Interaktion zwischen diesen sieben VIR -Proteinen und
den humanen Endothelzellrezeptoren CD36 und ICAM-1 untersucht werden, wobei die
Parasiten sich im Schizontenstadium befinden. Dafiir werden transgene P. falciparum
Zelllinien verwendet, welche diese entsprechenden sieben vir-Gen exprimieren. Da P. vivax,
wie oben beschrieben, nur Retikulozyten infiziert, ist die Kultivierung von P. vivax sehr
aufwéndig. Transgene P. falciparum Zelllinien sind einfacher zu kultivieren und présentieren
die entsprechenden P. vivax Proteine auf der Oberfliche der infizierten Erythrozyten. Mittels
Immunfluoreszenzanalyse soll die Expression der vir-Gene iiberpriift und mittels von

Bindungsversuchen soll die Zytoadhisionsfahigkeit untersucht werden.

Im zweiten Teil sollen die Zytoadhésionseigenschaften der einzelnen P/EMP1-var02-Doménen
von P. falciparum analysiert werden. Von Metwally und Kollegen wurde 1T4 var02 als
Bindungspartner fiir die Endothelzellrezeptoren P-Selektin und CD9 identifiziert (Metwally et
al.,2017). Allerdings ist bisher nicht bekannt, welche P/EMP1-Doméne die Bindung vermittelt.
Deshalb soll hier mittels Ni-Beads untersucht werden, ob eine der sieben P/EMP1-var(02-
Dominen als Bindungspartner fiir fiinf ausgewéhlten Endothelzellrezeptoren CD36, ICAM-1,
CD9, CD151 und P-Selektin dienen kann.



2 Methoden

Methoden

In den folgenden Abschnitten wird ein Uberblick iiber das verwendete Material und die

Methoden der Versuchsdurchfiihrung gegeben.

2.1 Material

Zuerst erfolgt ein Uberblick iiber das verwendete Material, untergliedert in Laborgerite,

Software und Verbrauchs-/Gebrauchsmaterial.

2.1.1 Gerate

Fiir die Durchfiihrung der in dieser Arbeit beschriebenen Versuche wurden die folgenden

Gerite benutzt.

Tabelle 1: Verwendete Laborgerate und deren Hersteller

Gerite

Hersteller/ Firma

2 /20/200/1000uL Pipetten

Axioscope M1

Centrifuge 5424

Class I1 BSC

Cx31

EPS301

EVOS FL Auto

EVOS XL

Function Line CO> (Brutschrank)
Innova 42000

Mikro rapid/K
Mikroprozessor-Labor-pH-Meter CG 840
Mr. Frosty

NanoDrop 2000

Nucleofactor™ 2B Decice

Orca C4742-95

PerfectBlue Gel System

PerfectBlue Tank-Elektroblotter Web S
Primus 25 advanced PCR Cycler

RH Basic

Gilson

Zeiss

Eppendorf AG

ESCO Labculture®
Olympus, Hamburg
Amersham pharmacia biotech
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Heraeus Instruments

New Brunswick Scientific
Hettich Technology
Sartorius AG

Fisher Scientific GmgH
Thermo Scientific

Lonza Group Ltd
Hamamatsu Photonis K.K
PEQLAB Biotechnologie
VWR International, LLC
PeqLab

Janke & Kuunkel IKA



Rotina 48 centrifuge
Rotor JA-10; Rotor JA-12
S1 Pipettierhilfe

Sartorius BP210S

SPO 51

SW 20 (Wasserbad)
Thermomixer compact

VE2
2.1.2 Software

Methoden
Hettich Technology
Beckman Coulter
Thermo Scientific
Sartorius AG
Scaltec
Julabo, Seelbach
Eppendorf AG
Janke & Kuunkel IKA

Zur Auswertung der Versuche wurden die folgenden Software-pakete benutzt.

Tabelle 2: Verwendete Software und deren Hersteller

Software

Hersteller/ Firma

Imagel 1.52p
Prism® (Version 9)
Microsoft Excel
Axiovision

2.1.3 Gebrauchsmaterialien

National Institute of Health
GraphPad
Microsoft corporation

Zeiss

Die folgenden Gebrauchsmaterialien und Laborutensilien wurden fiir die Durchfiihrung der

Versuche benétigt.

Tabelle 3: Verwendete Ge- und Verbrauchsmaterialien und deren Hersteller

Gebrauchsmaterialien

Hersteller/ Firma

1,5 mL, 2 mL Safe-lock Reaktionsgefil3e

15 mL, 50 mL Konische Zentrifugationsrohrchen

20 mL Spritze

Cover Slips 13 mm
Cryordhrchen 1,6 mL
DakoCytomation Pen

Deckgliaschen 24 x 65 mm, Dicke 0,13-0,16 mm

Gasflasche (1 % 02, 5 % CO2, 94 % N2)
Gelkassetten

Gewebekulturflasche 50 mL(T25)
Hydrophobische Filter, 0.45 um, Steril

Sarstedt

Sarstedt

B. Braun Melsungen AG
Sarstedt

Sarstedt

Biocompare

R. Langenbrinck

Air liquid

Thermo Fisher Scientific
Greiner Bio-One

Thermo Fisher Scientific,



Hyperfilm-ECL
Mikro-Schraubrohre 2 mL, PP

Millipore Stericup Vacuum Filter

Nitrocellulose blotting, Amersham 0,45 pm

Nunc™ 14 mL “round-bottom” Roéhrchen, PS

Parafilm

Pasteurpipette

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

Pipettenspitzen 1-10/20-200/100-1000 pL

Pipettenspitzen mit Filter 1-10/20-200/100-1000

pL

Serologische Plastikpipetten 5/10/25 mL

TC-Platte 24 Wellm Standard F

Transfektionskiivetten 0,2 cm

2.1.4 Chemikalien und Reagenzien

GE Healthcare
Sarstedt
Merck

GE Healthcare
Falcon

Bemis

Brand

Sarstedt
Sarstedt

Sarstedt

Corning
Sarstedt
Bio-Rad

Methoden

Die folgenden Chemikalien und Reagenzien kamen bei der Durchfiihrung der Versuche zur

Verwendung.

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien und deren Hersteller

Chemikalien / Reagenzien Hersteller/ Firma
Accutase PAN-Biotech

Albumax II Gibco, Life Technologies
BSA - engl. Bovine Serum Albumin Biomol

Dako ,,Fluorescence Mounting Medium*

Ampicillin,

DMSO

LB-Medium, LB-Agar

Nukleosidtriphosphate (AINTP’s)
HPLC gradient grade

PageRuler Prestained Protein Ladder
30 % Acrylamid 4K Mix 37,5:1

25 % APS
TEMED

GeneRuler 1kb DNA Ladder
GeneRuler 100bp DNA Ladder

und

Invitrogen
JT Baker
ThermoFisher

AppliChem

ThermoFisher

ThermoFisher



Agarose Ultrapure

G-418 BC (Neomycin) (50 mL)
Ham’s F12

Humanes Blut (0+)
Immersionsdl 518 N

MOWIOL 4-88

Leica CV Mount

RPMI + L-Glutamin; + 25 mM HEPES;

NaHCO;3

UltraPureTM agarose

10x CutSmart™ Puffer

6x Loading Dye

MagneHis™ Ni Particles
BSA - Bovine Serum Albumin

GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase

PWO -100 units

5x Green Go Taq Flexi Buffer
X-Gal

FastDigest Restriction Enzymes

FastDigest 10x FastDigest Buffer (griin)

10x T4 — Ligasebuffer
T4 — Ligase
ATP

2.1.5 Kits

Fa. Invitrogen, CatNr.16500-500
Greiner Bio-One

PAN Biotech

UKE, Hamburg

Zeiss

Calbiochem

Leica Biosystems

AppliChem

Thermo Fisher Scientific,
New England BioLabs
Thermo Fisher Scientific
Promega

Biomol

Promega

Roche

Promega

Biomol

ThermoFisher
ThermoFisher
ThermoFisher
ThermoFisher

SigmaAldrich

Des Weiteren wurden die folgenden Kits bendtigt.

Tabelle 5: Verwendete Kits und deren Hersteller

Methoden

Name Hersteller/ Firma
NucleoSpin® Plasmid Macherey-Nagel
NucleoBond® Maxi Macherey-Nagel
QIAamp DNA Blood Mini Kit Qiagen
Nucleospin Gel und PCR Clean up Macherey-Nagel
Nucleo Spin Plasmid Kit Macherey-Nagel
TOPO TA Cloning-Kit Invitrogen
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2.1.6 Antikorper

Die folgenden priméren und sekundidren Antikdrper wurden verwendet.

Tabelle 6: Verwendete Primare Antikorper

Methoden

Name Organismus Verdiinnung Quelle
IFA WB
a-HA, High Affinity Ratte 1:100 Roche
(monoklonal)
Anti-HIS mouse 1:5000 Sigma
Tabelle 7: Verwendete Sekundére Antikorper
Name Organismus Konjugat Verdiinnung Quelle
IFA WB
a-Ratte, IgG Esel Alexa Fluor 594 1:400 ThermoFischer
(H+L) Scientific
Anti-mouse-  Kaninchen 1:10000  Dako
HRP

Weiterhin wurde zur Anfarbung von Zellkernen der Farbstoff Hoechst33342 (SigmaAldrich,

USA) verwendet
2.1.7 Primer
Tabelle 8: Verwendete Primer. Bezeichnung der Domane nach Rask et. al. (2010)
Interne  Nr. | Bezeichnung | Forward Primer Reverse Primer Grof3e der
der Domidne | der Doméne Doméne
(Bp)
GAGA GGATTC GAGA GAATTC TTA
#40 DBLal.5 |TACTATAAAAGTGCC |TTTTAACGTTTCTA 1080
TGTGA CAAATT
GAGA GGATTC GAGA GAATTC TTA
#41 CIDR&1 |CAATATGACACTTTTT | AGACTTTTGATTGT 807
CCCA TACTTT
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GAGA GGATTC GAGA GAATTCTTA

#42 DBLp3 GAGGTGAAGAAGGG |AACAACATTTTGTT 1080
GATGTTG TTGCTTTTTG
GAGA GGATTC GAGA GAATTCTTA

#43 DBLy12 |AACGATGTGAATGTG |GCATTGACATTTGA| 1086
TGCG TTCCAAG
GAGA GGATTC GAGA GAATTCTTA

# 44 DBL5 TGCGAAATCGTGGAT |GAATCCAATTACA 1254
AAAACACTG GAACATGG
GAGA GGATTC GAGA GAATTCTTA

#45 CIDRB3 |TCTGTAATTGGATTC |CGCATCTTTGTCGC 864
AAATG CACATG
GAGA GGATTC GAGA GAATTCTTA

#46 DBLB9 |GGCTTCAAACAGTTG |TTGTGGCCTGTCTT 1224
TGTAC TACACT

2.1.8 Restriktionsendonukleasen

Tabelle 9: Verwendete Restriktionsendonukleasen

Name Erkennungssequenz Hersteller/ Firma

Avrll 5°...C{CTAGG...3’ New England BioLabs
3"...GGATC1C...5"

Kpnl 5...GGTAC|C...3’ New England BioLabs
3"...C1CATGG...5’

BamHI 5...G|GATCC...3’ ThermoFisher
3"...CCTAG1G...5’

EcoRI 5...G|AATTC...3’ ThermoFisher
3°...CTTAA1G...5’

2.1.9 E. coli-Stamme

One Shot™ TOP10 E.coli (Invitrogen)
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SHuffle T7 Express Competent E. coli (BioLabs)

2.1.10 CHO-Zelllinien
Tabelle 10: Verwendete CHO-Zellinien

Methoden

Name Vektor Konjugat
CHO-745-AcGFP-Klon3 pAcGFP-N1 -
CHO-745-CD36-AcGFP-Klon3 pAcGFP-N1 CD36
CHO-745-ICAM-1-AcGFP pAcGFP-N1 ICAM-1
CHO-745-P-Selektin-AcGFP-clon4 pAcGFP-N1 P-Selektin
CHO-745-CD9-EGFP-clon8-3 pEGFP-N1 CD9
CHO-745-CD151-EGFP-clon14-10 pEGFP-N1 CD151

2.1.11 P. falciparum-Stamme

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

2.1.12 Losungen, Puffer und Medien

Vor der Verwendung wurden angesetzte Losungen autoklaviert oder steril filtriert.

Giemsa -Losung
Giemsa-Stockllosung 10%
Ad 100 mL mit Aqua dest.

90 %ige Percolllosung

Percoll-Stockldsung 45 mL
10x PBS SmL
60 %ige Percolllosung

90 %ige Percolllosung 6,7 mL
D-Sorbitol 0,8¢g
Zellkulturmedium 3,3mL

Malaria Thawing Solution (MTS)
NacCl 35¢g/L
Ad 1 L Aqua dest.

RPMI mit Albumax II (Komplettmedium)

fiir P. falciparum Kultur
RPMI

15,87 g/L

D-(+)-Glucose-Monohydrat 2 g/L.

Natriumbicarbonat
Hypoxanthin
Albumax II

1 g/L
0,028 g/L
5¢g/L

Gelost in 5 mL, 1M NaOH

Gentamycin

Ad 100mL mit Aqua dest.

0,2 g/L
pH 7,2

Malaria Freezing Solution (MFS)

D-Sorbitol
NaCl
Ad 1 L Aqua dest.

30 g/L
6,5 g/l
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WR99210 Stocklosung 10x PBS fiir die P. falciparum Zellkultur
WR99210 20 mM KCl 28,6 mM
In 1 mL DMSO NaCl 1,37 M
1:1000 der WR99210- NaxHPOg4 (wasserfrei) 80,6 mM
Stocklosung in RPMI mit KO2PO4 14,7 mM
Albumax II Ad 1L Aquadest.; pH 7,4
Bindungsmedium Weiser Puffer

RPMI 1640 16,4 g/L KH>HPO4 0,98 g
Glucose (wasserfrei) 20 g/L Na;HPOq4 2,18¢
Ad 1 L Aqua dest., pH 7,2 Ad 2L Aquades., pH 7,0
CHO-Zellkulturmedium 10x PBS fiir die CHO-Zellkultur
(Komplettmedium)

Ham’s F12 mit L-Glutamin NaCl 1,37 M
und 25 mM

Fetales Kélberserum 50 mL KCl 27 mM
HEPES 500 mL KH>PO4 18 mM
(inaktiviert bei 56 °C fiir 45 Na;HPOj4 (wasserfrei) 101 mM
min) Ad 1L Aqua dest., pH 7,4
Penicillin/Streptomycin Mix

SmL

1x TAE-Puffer 10x TBS

Natriumacetat 5 mM Tris-HCI pH 7,5 0,5M
Tris base 40 mM NaCl 1,5M
Naz-EDTA (wasserfrei) 2 mM

Ad 2 L Aqua dest. pH 7,9
TBS-Tween LB-Medium

Tween 20 in 1x TBS (v/v) 0,05% LB-Medium 20 g/L
Ad 1 L Aqua dest.
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SDS-PAGE-Trenngelpuffer

Tris-Pure
SDS
pH 8.8

1.5M
0,4 % (W/v)

10x SDS-Elektrophoresepuffer

SDS
Glycin

Tris

Coomassie-Losung
Methanol
Eisessig

Coomassie Brilliant Blue R

TB-Puffer
NayPO4
CaCl2
KCl
HEPES
pH 7,3

Losung B

p-Coumarinsdure in DMSO

Losung C
H202

1 % (w/v)
1,92 M
250 mM

50 % (v/v)
10 % (v/v)
0,05 % (w/v)

90 mM
0,15 mM
5SmM
50 mM

6,7 mM

30%

Methoden

SDS-PAGE-Sammelgelpuffer

Tris-Pure
SDS
pH 6,8

10x Transferpuffer

Glycin
Tris pH 8,3
SDS

0,5M
0,4 % (W/v)

960 mM
125 mM
0,2 % (W/v)

Vor Verwendung 20 % Methanol (v/v)

zugeben

Coomassie-Entfarber

Methanol
Eisessig

Aqua dest.

LB-Agar
LB-Agar

Ad 1 L Aqua dest.

Losung A
Tris-HCI
Luminol

pH 8,6

ECL-Losung
Losung A
Losung B
Losung C

45 % (v/v)
10 % (v/v)
45 % (v/v)

35¢g/L

100 mM
0,025%

S mL
500 pL
1,5 uL
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Puffer A Puffer A mit 1 M Imidazol

NaCl 500 mM Puffer A 25 mL
Tris-HCI 20 mM Imidazol 1,7¢g
pH 7,9

2.2 Zellbiologische Methoden

Die folgenden Zellbiologischen Methoden kamen bei den Versuchen die in dieser Arbeit

beschrieben werden zur Anwendung.

2.2.1 P. falciparum Zellkultur

In dieser Arbeit wurde der Laborstamm P. falciparum 3D7-BNI verwendet. Die folgenden
Abschnitte beschreiben die Methoden der Kultivierung, Transfektion und Lagerung dieser P.
falciparum Zellkultur.

2.2.1.1 In vitro Kultivierung von P. falciparum
Fiir die Kultivierung wurde RPMI 1640 mit 0,5% Albumax II versetzt. Die Kultivierung

erfolgte in Petrischalen (Volumen von 5 oder 10 mL) mit der Blutgruppe 0+, wobei der
Hamatokritwert 5% betrug. Die Kulturen wurden bei 37°C mit einer Gaszusammensetzung von
1% O2, 5% CO2 und 94%N; inkubiert. Jeden dritten Tag wurde die Parasitdmie kontrolliert und
das Medium gewechselt. Wenn die Parasitdmie grofer als 5% war, musste das Kulturmedium

tiglich gewechselt werden.

2.2.1.2 Giemsa-Farbung

Zur Bestimmung der Parasitimie und Uberpriifung des Entwicklungsstadiums der Parasiten
wurden Kulturausstriche angefertigt und 20 Sekunden in Methanol fixiert. Danach wurden sie
10 Minuten in einer 10 %igen Giemsa-Losung gefarbt. AnschlieBend wurde die Giemsa-
Losung mit Wasser abgewaschen. Unter dem Lichtmikroskop konnte der Blutausstrich

untersucht werden.

2.2.1.3 Isolation der Schizonten mittels Percoll-Losung
Wegen ihrer verschiedener Dichteeigenschaften konnten die verschiedenen Parasitenstadien

getrennt und die Schizonten mittels eines Percoll-Gradients angereichert werden. Fiir die
Transfektion von P. vivax Genen in P. falciparum mittels Elektroporation wurden Parasiten im
Schizontenstadium benétigt. Hierfiir wurden 4 mL einer 60% igen Percoll-Losung in ein
Zentrifugenréhrchen pipettiert. Eine Kultur mit einer Parasitimie von mehr als 5% wurde in 8

mL Kulturmedium resuspendiert und danach vorsichtig auf die Percoll-Losung aufgeschichtet.
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Das Zentrifugenrohrchen wurde fiir 6 min bei 2000 x g zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren
bildete sich eine braunliche Phase zwischen der Percoll-Losung und dem Medium. Diese
bréunliche Phase wurde entnommen und in ein Zentrifugenréhrchen mit neuem Kulturmedium
iiberfiihrt. Zum Entfernen der restlichen Percoll-Losung wurde diese Zellsuspension noch
einmal zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen. Dabei sammelten sich die

isolierten Schizonten als Sediment am Boden des Zentrifugenréhrchens.

2.2.1.4 Transfektion von P. falciparum mittels Elektroporation
Die Kultivierung von P. vivax im Labor ist sehr aufwindig. Fiir Untersuchungen eines VIR-

Proteins wurden daher transgene P. falciparum-Zelllinien generiert, welche die zu
untersuchenden vir-Gene exprimieren. Dafiir wurden zirkuldre Plasmide mittels
Elektroporation in den Kern von P. falciparum eingebracht (Moon et al., 2013). 50 pg Plasmid-
DNA wurde in 10 pL TE-Puffer resuspendiert und mit 90 pL NaxPO4 -Puffer verdiinnt. Danach
wurde 15 pL der mittels des Percoll-Gradients isolierten Schizonten mit der verdiinnten
Plasmid-DNA gemischt und in eine Transfektionskiivette tiberfiihrt. Die Elektroporation wurde
bei 310 V und 950 pF unter Verwendung eines Nucleofector™ 2b Device der Firma Lonza,
Schweiz durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die Zellsuspension in ein Reaktionsgefdf3, in
welchem 500 pL warmes Kulturmedium mit 300 pL frischem Blut (0+) versetzt wurde, fiir 30
min bei 37 °C und 650 rpm auf einem Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurde die
Zellsuspension aufgenommen und in eine Petrischale mit 5 mL Kulturmedium tiberfiihrt. In
den ersten sieben Tagen wurde das Medium tiglich gewechselt. Die Kultur wurde weiter
kultiviert, wie im Kapitel In vitro Kultivierung von P. falciparum beschrieben. Nach 24 Stunden
wurde der Selektionsmarker zur Kultur hinzugegeben, um die transgenen Parasiten zu

selektieren.

2.2.1.5 Anfertigen von Stabilaten einer P. falciparum-Kultur
Fir die Konservierung der Parasitenkultur ist es notwendig, dass die Parasiten sich im

Ringstadium befinden, und die Kultur eine Parasitimie von mehr als 5% hat. Die Kulturen
wurden fiir 5 min bei 800 x g zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand verworfen. Das
Erythrozyten-Sediment wurde im vierfachen Volumen mit vorgewidrmter Malaria freezing
solution (MFS) resuspendiert und in sterile Kryordhrchen iiberfiihrt. Die Zellsuspension wurde
iber Nacht bei -80 °C unter kontrollierten Bedingungen (-1 °C pro Minute) im Einfrierbehélter
eingefroren. Fiir die langfristige Konservierung wurden die Stabilate bei -170 °C in fliissigem

Stickstoff gelagert.
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2.2.1.6 Auftauen von P. falciparum-Stabilaten
Zum Auftauen wurden die in Stickstoff eingefrorenen Zellen bei 37 °C im Wasserbad erwérmt.

Danach wurde die Zellsuspension in ein 15 mL Zentrifugenrohrchen liberfiihrt, in dem sich das
gleiche Volumen von vorgewdrmter Malaria Thawing Solution (MTS) befand. Die
Zellsuspension wurde fiir 5 min bei 800 x g zentrifugiert und danach der Uberstand entsorgt.
Fiir das Entfernen der lysierten Erythrozyten wurde das Sediment zweimal mit jeweils 1 mL
MTS gewaschen. Anschliefend wurden das Sediment in 5 mL Kulturmedium resuspendiert
und in einer Petrischale mit frischem Blut kultiviert, wie in Kapitel In vitro Kultivierung von

P. falciparum beschrieben.

2.2.2 CHO-Zellkultur

Weiterhin wurden in dieser Arbeit transgenen und nicht-transgenen CHO-Zellen verwendet.

Fiir deren Herstellung, Kultivierung und Lagerung wurden die folgenden Methoden angewandt.

2.2.2.1 In vitro Kultivierung von CHO-Zellen
Fir die Kultivierung der transgenen und nicht-transgenen CHO-Zellen wurden 25c¢m?

Zellkulturflaschen verwendet, wobei die CHO-Zellen in SmL kompletten CHO-Kulturmedium
bei 37°C und 5% CO; im Brutschrank wuchsen. Die Grundflache der Zellkulturflaschen ist fiir
adhdrent-wachsende Zellen geeignet. Die verwendeten CHO-Zelllinien waren bereits zuvor
von der Doktorandin Jana Brehmer und anderen vorliegenden Arbeiten etabliert worden.
Mittels eines Fluoreszenzmikroskops wurde das Wachstum der Zellen (Konfluenz) und ihre
Vitalitdt kontrolliert. Spatestens an jedem dritten Tag wurde das Kulturmedium gewechselt,
oder die CHO-Zellen verdiinnt. Das verbrauchte Kulturmedium wurde abgesaugt. Danach
wurden die Zellen einmal mit vorgewdrmtem (37°C) CHO-PBS gewaschen. Um die Zellen
vom Boden der Flasche abzulosen, wurde 300 pL. Accutase zugegeben und fiir 5 min bei 37
°C, 5% COz inkubiert. Durch vorsichtiges Klopfen der Zellkulturflasche wurden die Zellen
vollstindig geldst. Dies wurde unter einem inversen Mikroskop kontrolliert. Durch Zugabe von
Kulturmedium wurde die Aktivitdt der Accutase danach inhibiert. Das Zellvolumen wurde in
einer Pipette gemessen und je nach Konfluenz ein Teil des Zellvolumens (1:2 bis 1:30) zuriick
in der Zellkulturflasche pipettiert. Es wurde daraufthin wieder 5 mL frisches Medium
hinzugegeben. Bei den transgenen CHO-Zelllinien wurde zur Selektion der Marker Neomycin
in der Endkonzentration von 0,7 mg/mL zu den Zellen hinzugegeben. SchliefSlich wurden diese

transgenen Zellen bei 37 °C und 5% CO- weiter kultiviert.
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2.2.2.2 Anfertigung von Stabilaten der CHO-Zellen
Auf der Oberfliche von CHO-Zellen wird der jeweilige humane Rezeptor nur ungefahr drei
Wochen stabil prisentiert. Daher war ein regelméfiges Anfertigen und Auftauen von CHO-
Stabilaten notwendig. Die Zellen wurden wiederum, wie oben beschrieben, mit Accutase
abgeldst. Danach wurden die Zellen in 5 mL Kulturmedium resuspendiert, fiir 5 min bei 300 x
g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die sedimentierten Zellen wurden in 3 mL CHO-
Einfrierlosung resuspendiert. SchlieBlich wurde je 1 mL Zellsupension in mehrere
Kryor6hrchen iiberfiihrt und in einem Einfrierbehélter bei -80 °C eingefroren. Durch diesen
wurde die Temperatur pro Minute um 1°C gesenkt. Fiir die langfristige Konservierung wurden

die Zellen im Stickstofftank bei -170 °C gelagert.

2.2.2.3 Auftauen der CHO-Zellen

Das Auftauen der CHO-Zellen erfolgte bei 37 °C im Wasserbad. Danach wurde die aufgetauten
Zellen in ein Zentrifugenréhrchen (15 mL) dberfithrt. Zum Waschen wurde 10 mL
vorgewédrmtes Kulturmedium dazugeben. Dann wurde das Zentrifugenréhrchen fiir 2 min bei
300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Die sedimentierten Zellen wurden in 5
mL Kulturmedium resuspendiert und dann in eine Zellkulturflasche (25¢cm?) iiberfiihrt. Die
aufgetauten CHO-Zelle wurden wieder inkubiert und am néchsten Tag das Kulturmedium
gewechselt. Bei transgenen CHO-Zelllinien wurde wiederum Neomycin hinzugegeben,
selektiert, und die Kultur wurde anschlieBend, wie in Kapitel /n vitro Kultivierung von CHO-

Zellen beschrieben, weiter kultiviert.

2.3 Molekularbiologische Methoden
Von den Zellbiologischen Methoden sind die Molekularbiologischen Methoden zu
unterscheiden. Die in dieser Arbeit angewendeten Molekularbiologischen Methoden werden in

den folgenden Abschnitten beschrieben.

2.3.1 Restriktionsverdau

Fiir die Restriktionsanalyse wurden Restriktionsenzyme der Firma New England Biolabs
GmbH verwendet, um ein ligiertes DNA-Fragment aus dem pARL1-Vektor herauszuschneiden.
Fiir diese Arbeit wurde das synthetische vir-Gen pvx 108770 aus dem Vektor geschnitten, um
seine Grofle mit der Agarosegel-Elektrophorese zu kontrollieren, wie unten beschrieben. Der

Ansatz zum Restriktionsverdau ist auf der ndachsten Seite beschrieben:
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Tabelle 11: Ansatz Restriktionsverdau 1

2 ulL Plasmidlosung

1 uL Kpnl

1 uL Avrll

1 uL 10x CutSmart Buffer
S5ulL Nukleasefreies Wasser
10 uL gesamt

Der Restriktionsverdau erfolgte fiir 1,5 Stunden bei 37 °C im Heizblock.

2.3.2 Agarosegel-Elektrophorese

Mit Hilfe der Agarosegel-Elektrophorese konnen DNA-Fragmente nach ihrer Grofe getrennt
werden. Somit wurde nicht nur das ligierte DNA-Fragment von dem Vektor getrennt, sondern
auch seine Grofe tiberpriift. Dafiir wurde 1% oder 2% Agarose in 1 x TAE-Puffer (w/v) durch
Aufkochen gelost und mit dem interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid (0,1 pL/mL)
versetzt. Die notige Konzentration des Agarose-Gels ist von der GroB3e der aufzutrennenden
Fragmente abhdngig. Nach der Herstellung des Gels und seiner Polymerisierung, wurde das
Gel in einem Gerit mit 1 x TAE-Puffer als Laufpuffer iiberschichtet. Jede DNA-Probe wurde
mit 6x Ladepuffer (Thermo Fischer Scientific, USA) vermischt und danach 5ul in je eine
Geltasche einpipettiert. Der Marker GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fischer
Scienrific, USA) wurde ebenfalls in eine Geltasche pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei
einer Spannung von 100 Volt. Anschlieend konnten die DNA-Banden unter UV-Licht mit

Hilfe von Ethidiumbromid sichtbar gemacht und analysiert werden.

2.3.3 Ethanolfallung

Zur Transfektion von P. falciparum wurde 50 pg Plasmid-DNA bendtigt. Hierfiir wurde die
Plasmid-DNA mittels Ethanol prézipitiert und mit 10 pL TE-Puffer versetzt. Je nach
Konzentration der Plasmid-DNA wurde das entsprechende Volumen von TE-Puffer eingesetzt.
Dazu wurde 1/10 Volumen 3 M Natrium-Acetat bei pH 5,4 und das dreifache Volumen 100%
Ethanol vermengt. Nach dem Zentrifugieren, fiir 10 min bei 14000 x g, wurde der Uberstand
abgenommen. Danach wurde 50 pL 70 %iger Ethanol hinzugefiigt und erneut fiir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum vorsichtig abpipettiert und das Sediment in einer
Sicherheitswerkbank getrocknet. Nach der Trocknung wurde 10 pLL TE-Puffer hinzugegeben
und die Plasmid-DNA bei -20 °C fiir die Transfektion gelagert.
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2.3.4 Immunfluoreszenzanalyse (IFA)
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Immunfluoreszenzanalyse zur Charakterisierung der
Expressionen der vir-Gene und der Entwicklungsstadien der Plasmodien in iE durchgefiihrt.
An den C-Terminus jedes vir-Gens wurde das 3x HA-Tag angefligt, sodass das HA-
Fusionsprotein durch Bindung des primidren oa-HA-Antikorpers (Hoffmann-LA Roche,
Schweiz) und sekundiren fluoreszenzmarkierten Antikdrpers detektiert werden konnte. Der
sekunddre Antikorper war mit dem roten Farbstoff Alexa Fluor 594 (Thermo Fischer Scientific,
USA) konjugiert. Fiir die IFA wurde eine Parasitenkultur auf Objekttragern ausgestrichen und
luftgetrocknet, wobei die Parasitdmie grofer als 5% sein musste. Die Fixierung erfolgte fiir 30
min bei Raumtemperatur (RT) in Aceton. Unter Verwendung eines Silikonstiftes
(DakoCytomation, USA) wurde ein Feld (ca. 1,5 cm x 2,5 cm) abgegrenzt. Zum Rehydrieren
wurde 100 pL 1x PBS auf das Feld gegeben und der Objekttrager fiir 10 min inkubiert. Die a-
HA-Primérantikorper wurden in 1x PBS / 1% BSA verdiinnt (Tabelle 6: Verwendete Primére
Antikorper) und danach 60 pL davon auf das Feld pipettiert. Dieser Ansatz wurde fiir 2 Stunden
bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Losung vorsichtig
abpipettiert und es folgten drei zehnminutige Waschschritte mit 1x PBS-Puffer auf einem
Tischschiittler. Danach folgte eine Inkubation mit 60 pL der verdiinnten sekundiren Antikorper
(Tabelle 7: Verwendete Sekundére Antikdrper), wiederum zusammen mit dem Kernfarbstoff
Hoechst 33342 (ein Verhiéltnis von 1:500 in PBS), fiir 1 Stunde bei RT unter Lichtausschluss
in einer feuchten Kammer. Anschlieflend wurde der Ausstrich dreimal mit 1x PBS-Puffer, wie
oben beschrieben, gewaschen. Schlielich wurde zur Fixierung ein kleiner Tropfen MOWIOL
auf das Feld gegeben. Der Ausstrich wurde mit einem Deckgldschen bedeckt und iiber Nacht
bei RT im Dunkeln getrocknet. Danach wurde der Ausstrich lichtgeschiitzt bei 4°C im
Kiihlschrank aufbewahrt. Die Visualisierung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop Zeiss
Axioskop M1 mit einer 100x/1,4 Immersionsdllinse, unter Verwendung einer Hammatsu Orca
C4742-95 Kamera und der Zeiss Axiovision Software. Die Bilder wurden mit Hilfe der

Software Imagel (National Institute of Health, USA) bearbeitet.

2.3.5 Statischer Bindungsversuch der der VIR-Proteine mit humanen
Rezeptoren

In diesem Versuchsansatz wurde die Zytoadhdsion der VIR-Proteine an die humanen

Rezeptoren CD36 und ICAM-1 unter statischen Bedingungen untersucht, wobei die

Plasmodium-Kultur sich in Schizontenstadium befand. In diesem Versuch wurden zwei

transfizierte CHO-745-Zelllinien verwendet, wobei einer der beiden Endothelzellrezeptoren
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CD36 oder ICAM-1 auf ihrer Oberfliche priasentiert wurden, wohingegen GFP intrazellulér

synthetisiert wurde.

Als Kontrollzelllinie wurde ebenfalls die CHO-745-Zelllinie verwendet, welche mit dem
gleichen Vektor transfiziert wurde. Jedoch enthielt dieser Vektor nur das gfp-Gen. Bei der
Kontrollzelllinie (CHO-GFP) wurde daher nur GFP in das Cytoplasma aber kein extrazelluldrer
Rezeptor synthetisiert. Alle CHO-Zelllinien wurden von der Arbeitsgruppe Bruchhaus zur
Verfligung gestellt.

Fiir den Bindungsversuch wurde eine Parasitimie von mindestens 5% im Schizontenstadium

bendtigt. Die Parasitenkultur war deshalb im Alter zwischen 34 und 40 Stunden nach Infektion.

Plastik-Deckpldttchen wurden in Vertiefungen einer 24-Well-Platte gelegt. Jedes Plastik-
Deckplattchen wurde mit 500 uL 1% Gelatine in PBS beschichtet, dann wurde die 24-Well-
Platte fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Gelatine abgesaugt. 48
Stunden vor dem Versuch wurden dann die CHO-Ze¢llen vorbereitet, wobei die CHO-Zellen
mit dem entsprechenden Endothelzellrezeptor als Triplikat auf den Plastik-Deckplittchen
ausgesit wurden. Dafiir wurde 500 pL Zellsuspension auf jedes Deckplittchen pipettiert, wobei
die Konzentration der Zellen im Kulturmedium 3x10* CHO-Zellen/mL betrug. Die CHO-
Zellen wurden darauthin im Brutschrank bei 37°C und 5% CO; inkubiert.

Fiir die Priabsorption wurde pro Parasiten-Zelllinie zusitzlich eine 25cm? Zellkulturflasche mit

CHO-GFP-Zellen vorbereitet (Praabsorptionsflache).

Am Tag des Versuchs wurde die Parasitimie bestimmt und auf 5% mit Bindungsmedium
eingestellt. Um einen Hamatokritwert von 1% zu erreichen, wurde frisches Blut dazugegeben
und fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Zur Vorbereitung des Prdabsorptionsschritts wurde 10
Minuten vor dem Ablauf der Inkubationszeit die Prdabsorptionsflache mit 4 mL
Bindungsmedium gewaschen, und fiir 5 Minuten bei 37°C inkubiert. Danach wurde das
Bindungsmedium abgesaugt. Die Parasiten wurden in die Praabsorptionsflache iiberfiihrt und
zusammen mit den CHO-GFP-Zellen fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert, alle 15 Minuten wurde
die Flasche geschwenkt. Dadurch wurde die Anzahl von Erythrozyten, die eine unspezifische

Bindung aufwiesen, minimiert.

15 Minuten vor dem Ablauft des Prdabsorptionsschritts wurde das Medium aus den
Vertiefungen der 24-Well-Platte abgesaugt, dann wurde jeweils 500 pL Bindungsmedium
hinzugegeben und fiir 5 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach dem Préabsorptionsschritt wurden
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jeweils 500 pL der nicht gebundenen iE zu den CHO-Zellen hinzugegeben und dann fiir 1

Stunde bei 37 °C inkubiert, wobei die Platte wiederum jede 15 Minuten geschwenkt wurde.

Fir das Waschen wurde eine neue 24-Well-Platte benotig, wobei 600 upL frisches
Bindungsmedium in die Vertiefungen pipettiert wurde. Die Platte wurde in einem Winkel von
45° aufgestellt. Nach der Inkubationszeit wurden die Deckgldschen einzeln aus den
Vertiefungen genommen, vorsichtig in ein mit Bindungsmedium gefiilltes Becherglas getaucht
und dann mit der zellbewachsenen Seite schrdg nach unten in die vorbereitete Platte {iberfiihrt.
Die Zellen wurden fiir 45 Minuten bei RT inkubiert, wodurch die ungebundenen Erythrozyten
nach unten sinken konnten. Zur Fixierung der Zellen wurde 1% Glutaraldehyd in 1x PBS
verwendet. In eine neue 24-Well-Platte wurden die Deckpléttchen mit der zellbewachsenen
Seite nach oben tiberfiihrt, danach wurde 500 pL Fixierlosung auf die Deckpléttchen pipettiert
und die Platte fiir 30 Minuten bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde das Glutaraldehyd entsorgt
und pro Vertiefung 300 pL filtrierter Giemsa-Losung (10% in Weiser-Puffer) hinzugegeben.
Die Zellen wurden fiir 15 Minuten bei RT angefarbt. Zum Waschen der Farbriickstdnde wurden
die Deckpldttchen dreimal in mit destilliertem Wasser gefiillten Bechergldsern eingetaucht und
an der Luft getrocknet. Mit einem Tropfen CV Leica Mounting Solution wurden die
Deckplattchen mit der zellbewachsenen Seite nach unten auf einem Objekttrager fixiert und

tiber Nacht bei RT getrocknet.

Fiir die Auswertung wurde pro Deckpléttchen an drei zufdllig ausgewéhlten Stellen die Anzahl
der CHO-Zellen und der daran gebundenen iE ausgezihlt. Danach wurde die Anzahl der
gebundenen iE an 100 CHO-Zellen ermittelt.

2.3.6 Bindung der PfEMP1-var02-Domanen an Ni-Beads und die Reinigung
Fiir die Reinigung und Markierung der rekombinanten Doménen wurde Ni-Beads verwendet.
Ein Vorteil der Verwendung der Ni-Beads ist, dass eine zusétzliche Reinigung der Doménen
wie liber eine Ni-Agarose-Sédule nicht mehr notig ist und die Doménen nach der Lyse der
Bakterien direkt weiter bearbeitet werden konnen. Um eine Bindung mit den Ni-Beads zu
ermoglichen, wurden die P/EMP1-Dominen im Rahmen der rekombinanten Exprimierung mit
einem HIS-Tag gekoppelt, wobei sich zwischen dem HIS-Tag und der Doméne noch eine
16slichkeitserhohende TEV-Doméne befindet.

2 mL der in Reaktionsgefidfe aufgeteilten gefrorenen Domédnen-Losung wurden aufgetaut, 12,5
uL Ni-Beads hinzugegeben und beides gut gemischt. Diese Losung wurde iiber Nacht bei 4 °C

auf einen Rollenmischer gelegt.
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Am néchsten Tag wurden die Reaktionsgefa3e fiir den Waschschritt fiir etwa 30 Sekunden an
einen Magnetstinder gehangen. Wegen der magnetischen Eigenschaft der Ni-Beads wurden die
an Ni-Beads gebundenen Dominen vom Magnetstinder angezogen, der Uberstand wurde
abpipettiert. Dann wurde Puffer A mit 1M, 10mM und 20mM Imidazol versetzt. Die
Reaktionsgefdle wurden aus dem Magnetstdnder genommen, 1 mL Puffer A mit 10 mM
Imidazol in jedes Reaktionsgefdl hinzugegeben und gut gemischt. AnschlieBend wurden die
Reaktionsgefiale wieder fiir ca. 2 Minuten an den Magnetsténder befestigt.
Der Waschschritt wurde einmal mit 1 mL Puffer A mit 10 mM Imidazol, zweimal mit 1 mL
Puffer A mit 20 mM Imidazol und zweimal mit 1 mL Puffer A mit 1 M Imidazol wiederholt.
Danach wurde der Uberstand abpipettiert, und in jedes Reaktionsgefi 1 mL Puffer A
hinzugegeben. Die Ni-Beads-Doméne-Losungen wurden darauthin fiir den Bindungsversuch

bei 4 °C gelagert.

2.3.7 Bindungsversuch der sieben an Ni-Beats gebundenen PEMP1-var02-

Domanen an Endothelzellrezeptoren
Im Gegensatz zu dem Bindungsversuch der VIR-Proteine wurde in diesem Versuch keine iE
sondern rekombinante Doménen verwendet, um das Bindungsverhalten zwischen den P/EMP1-
var02-Doménen und den Endothelzellrezeptoren CD36, ICAM-1, CD9, CD151 und P-Selektin
zu untersuchen. Diese fiinf transfizierten CHO-Zelllinien und die P/EMP-var02-Doménen

wurden freundlicherweise von der Doktorandin Jana Brehmer (BNITM) zur Verfiigung gestellt.

Zwei Tage vor dem Bindungsversuch wurden die CHO-Zellen ausgesdt, wobei die
Zellkonzentration 1x10° Zellen/mL betrug. Fiir die Kontrolle wurden bei jeder 24-Well-Platte
auf drei Plastik-Deckpléttchen nur die CHO-ICAM-1-Zellen ausgesit, auf den Rest wurden die
zu untersuchenden transgenen CHO-Zellen ausgesit. Die Platten wurden im Brutschrank bei

37°C und 5% CO3 inkubiert.

Am Tag des Bindungsversuchs wurde das Bindungsmedium mit 10 mM Imidazol und 0,5%
BSA versetzt (Medium A). Das Kulturmedium in den Vertiefungen wurde abgesaugt und
danach 500 pL Bindungsmedium hinzugegeben. Die CHO-Zellen wurden fiir 30 Minuten bei
37°C und 5% COz inkubiert. Wéhrend der Inkubationszeit wurde die Beadlosung, in der sich
die an Ni-Beads gebundenen Doménen befanden, mit angesetztem Bindungsmedium verdiinnt
(1:10). Nach der Inkubationszeit wurde das Bindungsmedium abgesaugt und 500 pL
Beadlosung in die Vertiefungen pipettiert. Mit jeder 24-Well-Platte wurden sieben PEMP1-

var02-Doménen untersucht, wobei jede Doméne dreifach untersucht wurde. Fiir die Kontrolle
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wurde 500 uL Beadlosung der an Ni-Beads gebundenen DBL5-Doméne von IT4-var27 in die
Vertiefungen, in welchen sich die CHO-ICAM-Zellen befanden, hinzugegeben. Die Platten
wurden fiir 30 Minuten bei 37 °C und 5%CO> inkubiert und alle 10 Minuten geschwenkt.
Wihrend der Inkubationszeit wurde eine neue 24-Well-Platte mit 500 pL. Bindungsmedium in
jeder Vertiefung vorbereitet und im 45° Winkel aufgestellt. Zum Waschen wurden 2
Bechergldser mit Bindungsmedium vorbereitet. Nach der Inkubationszeit wurden die
Deckplittchen dreimal vorsichtig in diese Bechergldser getaucht. Die Deckplittchen wurden
mit der zellbewachsenen Seite nach unten in die vorbereitete Platte iiberfiihrt. Dann wurden die
Zellen fiir 45 Minuten bei RT inkubiert. Wihrend der Inkubationszeit wurde eine neue 24-Well-
Platte mit 500 pL 1%iger Glutaraldeyd-Losung in jeder Vertiefung vorbereitet. Die
Deckpléttchen wurden mit der zellbewachsene Seite nach oben in diese neue Platte iiberfiihrt
und fiir 30 Minuten bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die Glutaraldeyd-Losung verworfen,
300 pL gefilterte Giemsa-Losung zu jeder Vertiefung hinzugegeben und die Platte fiir 15
Minuten bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Deckplattchen mit Wasser wurde
die zellbewachsene Seite der Deckplittchen mit Hilfe von CV Leica Mounting Solution auf

einem Objekttrager fixiert, wie oben beschrieben.

Fir die Auswertung wurden unter Verwendung eines Fluoreszenzmikroskops pro
Deckpléttchen drei Aufnahmen an drei zufillig ausgewéhlten Stellen gemacht. Mit Hilfe des
Programms Image] wurden die Bilder in Graustufenbilder umgewandelt, wobei die Ni-Beads
dunkler als die CHO-Zellen und die CHO-Zellen dunkler als der Hintergrund sind.

Aus einem Bild wurden 2 Bilder gemacht, wobei auf dem ersten Bild nur die Ni-Beads und auf
dem zweiten Bild nur die Ni-Beads und die CHO-Zellen erkennbar sind.

Durch die Binarisierungsmethode (ein Schwellenwertverfahren) werden Bildpunkte (Pixel)
eines Graustufenbildes aufgrund ihrer Intensitét in verschiedene Gruppen eingeordnet, wodurch
sich die Ni-Beads, die CHO-Zellen und der Hintergrund unterscheiden lassen. Danach wurde
die Anzahl der dunklen Pixel, welche mit der Anzahl der Ni-Beads und der CHO-Zellen
korrespondiert, vom Programm gezdhlt. Anschlieend wurde der Anteil der CHO-Zellen, die
durch die Bindung mit den an Ni-Beads gebundenen Dominen bedeckt wurden, bestimmt.

Deren Anzahl korrespondiert mit der Anzahl der hellen Pixel.

25



Methoden

2.3.8 Rekombinante Expression der verschiedenen PEMP1-Domanen des
var02-Genes in E. coli

Die Herstellung der sieben rekombinanten PfEMP1-var02-Doménen in dem bakteriellen
Expressionssystem E. coli wurde freundlicherweise von der Doktorandin Jana Brehmer
durchgefiihrt.
2.3.8.1 Gewinnung genomischer DNA
Zum Extrahieren genomischer DNA wurde eine P. falciparum-Kultur fiir 5 Minuten bei 800 x
g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Danach wurde ein gleiches Volumen von HT-
PBS hinzugegeben. Das Extrahieren genomischer DNA wurde nach dem beiliegenden
Protokoll von QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen) durchgefiihrt, wobei die genomische
DNA mit einem Volumen von 50 bis 100 pL eluiert. Die DNA-Konzentration wurde durch
photometrische Messung bei 260 nm bestimmt. Anschlieend wurde die genomische DNA bei

-20°C aufbewahrt.

2.3.8.2 Polymerase Kettenreaktion (PCR)
Die Vervielfaltigung bestimmter Gen-Sequenzen erfolgte mittels PCR. Der Reaktionsansatz

mit einem Gesamtvolumen von 50 uLL wurde nach dem folgenden Schema angewendet:

Tabelle 12: Reaktionsansatz PCR

2 uL DNA-Template

SuL Forward Primer 10 uM

SuL Reverse Primer 10 uM

5uL dNTPs 10 mM

10 uL 5x Green Go Taq Flexi Buffer

4 uL MgClz 25 mM

0,5 uL Go Taq DNA Polymerase 5 U/ uL + PWO (19:1)
18,5 uL Wasser HPLC gradient grade

50 uL Gesamtvolumen

Die Vervielfiltigung wurde in einem programmierbaren Thermoblock durchgefiihrt, wobei das

folgende Temperaturprogramm eingestellt wurde (siehe néchste Seite).
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Tabelle 13: Temperaturprogramm PCR

Zyklus Temperatur Zeit

1 95 °C 2 min

35-40 95°C 45 sec
Annealingtemperatur 30 sec
68 °C 2 min

1 68 °C 10 min

Die Annealingtemperatur ist dabei von der Ldnge und die Sequenz des verwendeten Primers

(Tabelle 8: Verwendete Primer. Bezeichnung der Doméne nach Rask et. al. (2010)) abhéngig.

2.3.8.3 Praparative Agarosegel-Elektrophorese

Der Erfolg der PCR wurde mittels der Agarosegel-Elektrophorese tiberpriift, wobei enthaltene
DNA-Fragmente identifiziert und getrennt werden (Abschnitt Agarosegel-Elektrophorese). Da
der PCR-Puffer (Promega) gleichzeitig als Ladepuffer dient, wurde zu den zu identifizierenden

PCR-Produkten kein Ladepuffer (Thermo Fischer Scientific, USA) hinzugegeben.

Die gewiinschten DNA-Fragmente, welche die richtige Grof3e aufwiesen, wurden unter UV-
Licht mit einem Skalpell aus dem Gel entfernt. Unter Verwendung des NucleoSpin Gel and
PCR Clean-up Kit von Macherey und Nagel wurde die DNA extrahiert und gereinigt.
AnschlieBend wurde die GroBe der gereinigten DNA nochmals durch Agarosegel-
Elektrophorese iiberpriift (Abschnitt Agarosegel-Elektrophorese).

2.3.8.4 Klonierung der PCR-Amplifikate in den TOPO-Vektor

Die gereinigten DNA-Fragmente wurden in den TOPO pCR2.1-Vektor (Invitrogen) kloniert.
Nach Herstellerangaben des pCR 2.1-TOPO Kits (Invitrogen) wird die Klonierung und
Transformation in One Shot TOP 10-Zellen durchgefiihrt. AnschlieBend wurden 40 puL 20
%iges 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-b-D-galaktopyranosid (X-Gal) in DMSO (w/v) zu den Zellen
hinzugegeben, um die positiven Bakterienkolonien durch die Blau-WeiB-Selektion zu
selektieren. Die transformierten Bakterien wurden auf einer vorgewdrmten Agarplatte mit
einem Selektionsantibiotikum (LB-Agar + 100 pg/mL Ampicillin) ausgestrichen. Die
Inkubation erfolgte bei 37 °C iiber Nacht. Anschlieend wurden die weillen Kolonien mit einer
Pipettenspitze gepickt und in einem Kulturrdhrchen mit vorbereitetem LB-Amp-Medium (3 mL
LB/ 3 uL Amp) resuspendiert. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C iiber Nacht auf einem
Schiittler. Am Folgetag wurde die Isolierung der Plasmid-DNA mittels Nucleo Spin Plasmid
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Kit von Macherey und Nagel durchgefiihrt. SchlieBlich wurde die erhaltene DNA in 50 pL
Elutionspuffer gelost.

2.3.8.5 Kontrolle der erfolgreichen Integration des gewtnschten Inserts in den TOPO-
Vektor
Um sicher zu gehen, dass das Plasmid das gewiinschte Insert (engl. gene of interest, GOI)
enthielt, wurde ein Restriktionsverdau durchgefiihrt (Abschnitt Restriktionsverdau). Hierbei
wurden die Enzyme BamHI und EcoRI (ThermoFisher) und 1 pL von /0x FastDigest Buffer
(griin) ThermoFisher statt /0x CutSmart Buffer verwendet. Der Restriktionsverdau erfolgte fiir
15 Minuten bei 37 °C und 5 Minuten bei 65 °C im Heizblock. AnschlieBend folgte die
Agarosegel-Elektrophorese (Abschnitt Agarosegel-Elektrophorese), um die Grofe des
gewiinschten Inserts zu iiberpriifen. Im Anschluss erfolgte die Sequenzierung dieses Ansatzes
durch die Firma Microsynth SeqLab, damit die erhaltene Sequenz mit der gewiinschten Sequenz

abgeglichen werden konnten.

2.3.8.6 Aufreinigung des Inserts aus dem TOPO-Vektor

Nach Bestdtigung der erfolgreichen Sequenzierung wurde das GOI aus dem Vektor
ausgeschnitten und gereinigt, damit die jeweiligen GOIs in den Expressionsvektor pRSET
integriert werden konnten (Tidow ef al., 2009). Hierbei erfolgte ein Restriktionsverdau des GOI
und des pRSET-Zielvektors fiir 30 Minuten bei 37 °C. Hierbei wurde folgender

Reaktionsansatz angewendet:

Tabelle 14: Reaktionsansatz Restriktionsverdau 2

42 uL. TOPO-Vektor mit Insert / pRSET

1,5 uL BamHI

1,5 uL  EcoRI

5 uL  10x FastDigest Buffer (griin)

Anschliefend erfolgte eine priparative Agarosegel-Elektrophorese. Fiir die Reinigung des
Inserts und des linearisierten pRSET Vektors wurde das NucleoSpin Gel and PCR Clean-up
Kit von Macherey und Nagel verwendet. SchlieBlich erfolgte zur Abschidtzung der
Konzentration des Inserts und des linearisierten pRSET Vektors erneut eine Agarosegel-

Elektrophorese.

2.3.8.7 Ligation
Das gewiinschte Insert und der linearisierte pRSET-Vektor konnten mittels des T4-Ligase-Kits
(ThermoFisher) ligiert werden. Im Folgenden ist der Ansatz in 0,2 mL PCR-Tubes aufgefiihrt:
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Tabelle 15: Reaktionsansatz Ligation

1,5 uL  10x T4-Ligasebuffer

1,0 uL  T4-Ligase

2,5uL  ATP (10mM)

3,0 uL  Insert

1,0 uL  Vektor DNA

3-fache Konzentration der Vektor-DNA an Insert-DNA

Mit H>O auf 15 pL auffiillen
Die Inkubation erfolgte bei 14 °C iiber Nacht oder bei 4 °C fiir 36 Stunden.

2.3.8.8 Hitzeschocktransformation und Isolierung der Plasmid-DNA

Nach der Ligation wurden 2 pL je Ansatz zu 100 pL kompetenten One Shot TOP 10-Zellen
hinzugefiigt und dann fiir 5 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine
Hitzeschocktransformation bei 42 °C fiir 30 Sekunden. Die Zellsuspensionen wurden danach
wiederum fiir 5 Minuten auf Eis inkubiert und dann 250 pL LB-Medium hinzugegeben.
Anschliefend erfolgte die Inkubation bei 37°C fiir 30 Minuten auf einem Schiittler. Die
transformierten Bakterien wurden daraufhin auf einer vorgewdrmten Agarplatte mit einem
Selektionsantibiotikum (LB-Agar + 100 pg/mL Ampicillin) ausgestrichen. Die Inkubation
erfolgte bei 37 °C iiber Nacht. AnschlieBend wurden die gewachsenen Kolonien mit einer
Pipettenspitze gepickt und in einem Kulturr6hrchen mit vorbereitetem LB-Amp-Medium (3 mL
LB/ 3 uL Amp) resuspendiert. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C iiber Nacht auf einem
Schiittler. Am Folgetag wurde die Isolierung der Plasmid-DNA mittels des Nucleo Spin
Plasmid Kit von Macherey und Nagel durchgefiihrt. SchlieBlich wurde die erhaltene DNA in
50 pL Elutionspuffer gelost.

2.3.8.9 Die Expression der Proteindomanen in Shuffle-Zellen und der Zellaufschluss
Der SHuffle T7 Express Competent E.coli Stamm (BioLabs) wurde verwendet, da dieser Stamm
bei der korrekten Disulfidbriicken-Bildung von besonders gefalteten Proteinen unterstiitzen
kann. Zur Erhohung der Loslichkeit und der Bindungsfahigkeit der finalen Proteine an Ni-
Beads wurde an das Ende des N-Terminals der Proteindoménen ein HIS-Tag und eine Lipoyl-

Domaine gekoppelt.

Nach erfolgreicher Sequenzierung wurden 200 uLL kompetente Shuffle-Zellen mit 2 uLL Vektor-
DNA versetzt. Der Ansatz wurde fiir 20 Minuten auf Eis inkubiert. Danach erfolgte ein
Hitzeschock bei 42 °C fiir 30 Sekunden. Die Zellen wurden fiir 5 Minuten erneut auf Eis
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inkubiert. Nach Zugabe von 300 pL LB-Medium erfolgte die Inkubation bei 37 °C fiir 1 Stunde
auf einem Schiittler. Die transformierten Bakterien wurden auf einer vorgewédrmten Agarplatte
mit einem Selektionsantibiotikum (LB-Agar + 100 pg/mL Ampicillin) ausplattiert. Die
Inkubation erfolgte bei 37 °C iiber Nacht. Die Bakterienkolonien wurden mit 10 mL LB-
Medium von der Agarplatte abgeschwemmt und dann in einen Kolben mit 500 mL LB-AMP-
Medium (500 mL LB/ 500 pL. Amp) tiberfiihrt. Zunédchst wurde der Kolben bei 37 °C in einem
Schiittelinkubator gelegt. Nach Erreichen einer ODegoo von 0,5 (ca. 2-2,5 h) erfolgte die
Induktion der Expression durch Zugabe von 500 uL 1M IPTG (Endkonzentration 1 mM). Im

Anschluss wurde die Kultur bei 21 °C iiber Nacht in einem Schiittelinkubator inkubiert.

Fiir den Zellaufschluss wurde die Expressionskultur am néchsten Tag fiir 15 Minuten bei 4 °C,
800 g zentrifugiert. Anschlieend wurde das Zellsediment in 30 mL Puffer A resuspendiert und

dann in ein Becherglas iiberfiihrt.

Die Zellsuspension wurde 3 x 1 Minute mit jeweils einminiitiger Pause sonifiziert (50%
Intervallbeschallung, Outputkontroll 5-6, Branson Sonifier 250). SchlieBlich wurde das
Zelllysat in ein 50 mL Reaktionsgefa3 iiberfiihrt und fiir 30 Minuten bei 4 °C, 10000 g
zentrifugiert. Der Uberstand, in welchem sich die gewiinschten HIS-getaggte Dominen
befanden, wurde in je 2 mL Reaktionsgefidfle aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Fiir die

Kontrolle der Expression wurde 100 pl Aliquot der Doméne abgenommen.

2.3.8.10 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Der Nachweis der Domine erfolgte mit SDS-PAGE. Hierzu wurden 10%iges Trenngel und

5%iges Sammelgel verwendet.

Tabelle 16: Zusammensetzung von SDS-Gelen

Komponente Trenngel 10% Sammelgel 5%
Wasser (mL) 4,65 3,05

30 % Acrylamid 4K, Mix 37,5:1 (mL) 3,25 0,65
SDS-Trenngelpuffer pH 8,8 (mL) 2,82 -
SDS-Sammelgelpuffer pH 6,8 (mL) - 1,25

25 % APS (uL) 75 25

TEMED (uL) 15 5

10 pl der zu analysierenden Proben wurden mit jeweils 10 pl 2x Laemmli-Puffer gemischt und
fiir 5 Minuten auf 95 °C erhitzt, um sie zu denaturiert. Zur Durchfiihrung der Gelelektrophorese
wurde das Gel mit Ix SDS-Elektrophoresepuffer iiberschichtet. Zunéchst erfolgte die
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Gelelektrophorese bei 90 V. Als die Bromphenolblau-Front das Trenngel erreichte, wurde die
Spannung auf 120 V erhoht. Zur Detektion der Doméanenbanden wurde das Gel in Coomassie-
Férbelosung liber Nacht auf einen Schiittler gelegt. Fiir die Bestimmung der Grof3e und der
Menge der zu analysierenden Doménen wurde die PageRuler Prestained Protein Ladder

(ThermoFisher) verwendet.

2.3.8.11 Western Blot-Analysen

Mit Hilfe der Western Blot-Analyse konnen spezifische Proteine in einem Proteingemisch
nachgewiesen werden, wobei die gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine in 1x
Transferpuffer auf eine Nitrocellulosemembran transferiert wurden. Der Proteintransfer
erfolgte wihrend einer Stunde bei 400 mA. Die Membran wurde mit einer Milchlosung (5 %
Milchpulver in TBS) fiir 30 Minuten bei RT auf einem Rollenmischer geblockt und danach mit
dem priméren Antikorper (Anti-HIS (mouse) Verdiinnung 1:5000 in PBS 2,5 % Milchpulver)
bei 4°C iiber Nacht auf einem Rollenmischer inkubiert. Am nichsten Tag erfolgte zweimaliges
Waschen fiir je 10 Minuten in TBS-Tween auf einem Rollenmischer und ein dritter Waschgang
in TBS, ebenfalls auf einem Rollenmischer. SchlieB3lich wurde die Membran erneut mit der
Milchldsung fiir 30 Minuten bei RT auf einem Rollenmischer geblockt und danach mit dem
sekundédren Antikorper (Anti-mouse-HRP (Kaninchen) Verdiinnung 1:10000 in TBS 2,5 %
Milchpulver) fiir 2 Stunden bei RT auf einem Rollenmischer inkubiert. Nach erneutem
Waschen wurde die ECL-Losung angesetzt. Schlielich wurde die ECL-Losung auf die
Membran gegeben und es erfolgte eine Inkubation fiir 2 Minuten bei RT. Abschliefend wurden
die Chemilumineszenz-Signale auf einem Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare)

detektiert.
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3 Ergebnisse

Wie bereits in Abschnitt Zielsetzung beschrieben, verfolgt diese Arbeit zwei Hauptziele. Das
erste Ziel ist die Untersuchung der Interaktion zwischen humanen Endothelzellrezeptoren und
spezifischen Oberflichenantigenen von P. vivax. Das zweite Ziel ist die Identifikation von
Domaénen der P/EMP1-Molekiile, welche die Bindung an verschiedene Endothelzellrezeptoren

vermitteln kénnen.

3.1 Untersuchung der VIR-Proteine von P. vivax

Neben P. falciparum ist auch P. vivax fir eine erhebliche Krankheitslast verantwortlich
(Mendis et al., 2001). P. vivax unterscheidet sich von P. falciparum unter anderem dadurch,
dass P. vivax eine ruhende Form der parasititen Protozoen in der Leber aufweist
(Hypnozoitenstadium). Viele unabhingige Studien haben gezeigt, dass P. vivax in der Lage ist,
an verschiedenen Wirtsrezeptoren zu zytoadhidrieren. Die Interaktionspartner, die diese
Zytoadhdsion vermitteln sind aber bisher noch nicht identifiziert (Bernabeu et al., 2012,
Carvalho et al., 2010, Chotivanich et al, 2012, Marin-Menéndez et al., 2013). Wie in der
Einleitung bereits erwidhnt, wurde die Bindungsfihigkeit von fiinf dieser VIR-Proteine an die
humanen Endothelzellrezeptoren CD36 und ICAM-1 ermittelt. Fiir diese fiinf VIR-Proteine
konnte in einer vorangegangenen Studie (Dissertation - Torben Rehn, 2020) gezeigt werden,
dass im Trophozoitenstadium befindliche infizierte Erythrozyten an CD36 binden konnen. In
dieser Studie soll dieses Ergebnis mit transgenen P. falciparum-Parasiten, die sich im

Schizontenstadium befinden, verifiziert werden.

3.1.1 Nachweis der Expression von transfizierten VIR-Proteinen in P.
falciparum-Zelllinien

Wie in der Einleitung erwédhnt wurden in dieser Arbeit 7 VIR-Proteine analysiert. Sechs der

entsprechenden Transfektanten wurden wéhrend vorhergehenden Arbeiten hergestellt und im

Stickstofftank bei -180 °C gelagert. In dieser Arbeit wurde zusitzlich noch eine neue

Transfektante hergestellt, welche das VIR-Protein PVX 108770 exprimiert. Die erfolgreiche

Expression der vir-Gene wurde mittels des Immunfluoreszenz-Assays (IFA) iiberpriift.

Zur Markierung der Lokalisierung der exprimierten VIR-Proteine wurde ein dreifacher HA-
Tag (Hemagglutinin) an den C-Terminus des VIR-Proteins fusioniert (Abbildung 2: Aufbau
der VIR-Proteine, rote Farbung).
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ID-Gen Schematische Darstellung der Linge  Name
Genstruktur
PXV_050690 B 405AS VIR6- putative
PXV_060690 B B 6%4AS VIRI8-related
PXV 093715 B B 528AS VIRS-like
PXV_068690 [ | B 567AS VIRIS- putative
PXV 113230 [ | B 430AS VIRI14-relat
PXV_ 108770 B B 409AS VIRI14- putative
PXV 096925 [ | B 307AS VIRI15-like

hypothetical Protein
Abbildung 2: Aufbau der VIR-Proteine

Die Abbildung zeigt den Aufbau von sieben untersuchten VIR-Proteinen mit ihrer Gen-ID und der
molekularen Masse der VIR-Proteine inklusive des 3xHA-Tags. PVX_050690 sollte als Kontrolle
dienen, da es keine vorhergesagte Transmembrandomane enthalt. VIR-Protein (hellgrau);
Transmembrandomane (dunkelgrau); 3xHA-Tag (rot): PEXEL-Motiv (gelb).

Die in einem Stickstofftank gelagerten Transfektanten aus vorhergehenden Arbeiten wurden
entnommen, aufgetaut und kultiviert. Mittels eines Immunfluoreszenz-Assays (IFA) und der
spezifischen Antikorper konnte das mit dem dreifach HA-Tag markierte Fusionsprotein
innerhalb der iE im Trophozoiten- und Schizontenstadium unter dem Fluoreszenzmikroskop
detektiert werden. Dadurch konnte ermittelt werden, ob die transfizierten P. falciparum

Zelllinien das vir-Gen exprimieren und das entsprechende Fusionsprotein translatieren.

Zusitzlich wurde der Farbstoff Hoechst33342 (SigmaAldrich, USA) zur Férbung der Zellkerne
verwendet. Fiir eine erfolgreiche Durchfiihrung der Untersuchung war eine Parasitimie von

mindesten 5% erforderlich.

PVX 068690 . u 567AS A
a-HA Hoechst Uberlagerung Trans B
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Schizont

PVX 050690 | 443AS G
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PVX 060690

a-HA Hoechst Uberlagerung Trans M

Trophozoit

Schizont

PVX_108770 M Wioas N
Hoechst Uberlagerung Trans o)

Trophozoit .

o .

Abbildung 3: Immunfluoreszenz-Analyse der VIR-Proteine in transgenen P. falciparum Zelllinien.

Unter Verwendung von a-HA-Primarantikérpern und sekundaren rot fluoreszenzmarkierten
Antikorpern wurden VIR-Proteine detektiert. Zur Anfarbung von DNA wurde ein Kernfarbstoff
Hoechst 33342 (Blau) verwendet. A, C, E, G, |, L, N: Schematische Darstellung der VIR-Proteine,
welche mit einem 3xHA-Tag (rot) fusioniert sind (Transmembrandoméne: dunkelgrau, PEXEL-
Motiv: gelb). B, D, F, H, K, M, O: Immunfluoreszenz-Analyse der transgenen P. falciparum
Parasiten in Trophozoiten- und Schizontenstadium.
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Bei allen Transfektanten konnen sowohl im Trophozoitensstadium als auch im
Schizontensstadium die jeweiligen Fusionsprotein detektiert werden. Dieses gilt auch fiir die
neu generierten PVX 108770-Transfektanten (Abbildung 3: Immunfluoreszenz-Analyse der

VIR-Proteine in transgenen P. falciparum Zelllinien.).

Wie in der Einleitung bereits beschrieben, besitzt PVX 050690 keine vorhergesagte
Transmembrandoméine (TM), kein PEXEL-Motiv, kein Signalpeptid (SP) sowie kein putatives
positives Exportsignal (PES) in der Aminosduresequenz. Diese Vorhersagen werden durch die
Lokalisation innerhalb des Parasiten bestdtigt; das Protein wird nicht exportiert. Somit kann die
entsprechende Transfektante als Negativkontrolle fiir die nachfolgenden Bindungsassays
verwendet werden. Eine dhnliche Lokalisation ist fiir PVX 113230 zu erkennen, obwohl dieses

eine vorhergesagte Transmembrandoméne besitzt.

Alle anderen untersuchten Proteine PVX 108770, PVX 060690, PVX 096925, PVX 113230,
PVX 093715, PVX 068690 wurden exportiert und zeigten eine fiir die Maurer’schen Spalten
typische Lokalisierung, was die Ergebnisse vorangegangener Studien (Torben Rehn,
Dissertation 2020) bestétigt. Bei keiner der Transfektanten kann eine klassische
Oberflachenfarbung der Erythrozytenmembran nachgewiesen werden. Teilweise, insbesondere
fiir VIR 060690 sieht man allerdings eine punktuelle Lokalisation in unmittelbarer Néhe zur

Erythrozytenmembran.

Des Weiteren zeigte sich bei den Proteinen PVX 108770, PVX 060690, PVX 096925,
PVX 050690 und PVX 113230 eine Akkumulation der roten Farbung im Parasiten, was darauf
schlieBen ldsst, dass ein Teil des Proteins nicht exportiert wird (Abbildung 4 Spalte
,,Uberlagerung®).

Aufgrund der Ergebnisse konnten alle transgenen P. falciparum-Zelllinien in den

nachfolgenden Experimenten eingesetzt werden.

3.1.2 Untersuchung des Bindungsverhaltens von VIR-Proteinen an die
humanen Endothelzellrezeptoren CD36 und ICAM-1 mittels einer
statischen Bindungsanalyse

Im nédchsten Schritt wurde die Interaktion zwischen den P. falciparum VIR-Transfektanten und

den Endothelzellrezeptoren CD36 und ICAM-1 unter statischen Bedingungen analysiert. Fiir

diese Untersuchungen wurden Parasiten eingesetzt, die sich im spiten Trophozoiten- oder
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Schizontenstadium befanden. Der Laborstamm 3D7 wurde hierbei als Kontrolle verwendet und

mit den VIR-Transfektanten verglichen.

Bedauerlicherweise war es nur moglich fiinf von sieben VIR-Transfektanten in dem Zeitraum

dieser Arbeit zu analysieren.

Fiir die Expression der menschlichen Endothelzellrezeptoren wurden zwei transgene CHO-
Zelllinien (engl. chinese hamster ovary cells) verwendet, welche die Rezeptoren CD36 bzw.
ICAM-1 auf der Zelloberfldche présentieren. Sowohl CD36 als auch ICAM-1 sind am C-
terminus mit GFP fusioniert. AuBlerdem wurde eine CHO Zelllinie, welche GFP
cytoplasmatisch exprimiert, als Negativkontrolle verwendet. In Abbildung 4: Statische

Bindungsversuche sind die Ergebnisse des Bindungsverhaltens der verschiedenen VIR-

Transfektanten dargestellt.
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Abbildung 4: Statische Bindungsversuche

Zur Uberpriifung des Bindungsverhaltens der Stammkultur 3D7 und den iE der 5
unterschiedlichen P. falciparumm- Zelllinien an den Rezeptoren CD36 und ICAM-1. Jeder Punkt
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reprasentiert einen Bindungsversuch mit einer Anzahl der gebundenen iE an 100 CHO-Zellen.
Die CHO-GFP-Zellen (GFP) dienten als eine Negativekontrolle, wobei keine Rezeptoren auf der
Oberflache der Zellen prasentiert wurden. Die Bindungsversuche wurden jeweils im Triplikat
durchgefiihrt. Fur die Auswertung wurden die Anzahl der CHO-Zellen und der daran gebundenen
iE an drei zuféllig ausgewahlten Stellen mikroskopisch ausgezéahlit. Die Anzahl der gebundenen
iE wurde unter Verwendung der Software Prism mit einem t-Test analysiert, wobei die Werte auf
die Stammkultur bezogen wurden. **: p<0,01; ****: p<0,0001.

Fiir den Laborstamm 3D7 konnte sowohl an CD36 als auch an ICAM-1 keine signifikante

Bindung nachgewiesen werden.

Im Gegensatz dazu zeigten alle untersuchten VIR-Transfektanten eine signifikante Bindung an
CD36. Bei der PVX 093715-Transfektante wurde die stérkste Bindung detektiert; die Anzahl
der gebundenen iE betrug 71,9 + 28,6 iE/100 CHO-Zellen. Die PVX 060690-Transfektante
wies im Vergleich zur PVX 093715-Transfektante eine etwa halb so starke Bindung mit einer
Anzahl von 30,4 + 14,1 iE/100 CHO-Zellen auf. Dicht gefolgt wird PVX 060690 von der
PVX 050690-Transfektante mit 27,6 + 22,4 iE/100 CHO-Zellen und der PVX 068690-
Transfektante mit 25,6 + 8,6 iE/100 CHO-Zellen. Die PVX 096925-Transfektante weist mit
4,9 +4,11E/100 CHO-Zellen eine sehr schwache, jedoch immer noch signifikante Adhédrenz an
den Endothelzellrezeptor CD36 auf.

Im Gegensatz zu CD36 zeigen nur zwei der VIR-Transfektanten eine im Vergleich zu dem
Laborstamm 3D7 schwache, aber signifikante Bindung an ICAM-1 auf (PVX 093715: 9,1 +
3,2 iE/100 CHO-Zellen; PVX 050690: 3,2 + 2,6 iE/100 CHO-Zellen).

3.1.3 Die Ahnlichkeit der Proteinsequenzhomologie der gebundenen VIR-
Proteine

Um den Unterschied zwischen bindenden und nicht bindenden VIR-Proteinen zu identifizieren,

wurden deren Aminosduresequenzen miteinander verglichen, sodass moglicherweise ein

Zusammenhang mit einer Funktion der VIR-Proteine erkannt werden kann.

Dafiir wurden die Aminosduresequenzen der 13 VIR-Proteine, von welchen die
Bindungseigenschaft der vorangegangenen Studien (Torben Rehn, Dissertation 2020)
untersucht wurde, aus der biologischen Datenbank PlasmoDB entnommen

(https://plasmodb.org/plasmo/app/) und mittels der Software MacVector analysiert.
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Abbildung 5: Sequenzvergleich der untersuchten VIR-Proteine

Gleichartige Aminoséduresequenzen sind grau hinterlegt, rot Ahnliche Aminoséure
Abschnitte

Im Vergleich zu den nicht bindenden VIR-Proteinen, dhneln sich die Ausrichtungen der
Aminosduresequenzen der bindenden VIR-Proteine von der Aminosadureposition 631 bis 648
in 3 Abschnitten stirker (Abbildung 5: Sequenzvergleich der untersuchten VIR-Proteine, rot

markiert).

3.2 lIdentifizierung der fur die Bindung an die Rezeptoren CD36, CD9,
CD151 und P-Selektin verantwortliche Domane des PFEMP1 Proteins
IT4 var02

Wie in der Einleitung beschrieben, konnte fiir die Mitglieder der P/EMP1 Gruppe A ein

Zusammenhang mit der Ausbildung einer schweren Malaria gezeigt werden. Deshalb war das

zweite Ziel dieser Arbeit Doménen des Gruppe A Mitgliedes, IT4 var02, welche als

Bindungspartner fiir die Endothelzellrezeptoren CD36, CD9, CD151, ICAM-1 sowie P-

Selektin fungieren konnten, zu identifizieren.
DC16 DCS

Abbildung 6: Schematische Doméanenstruktur des PFEMP1-Proteins

welches von dem Gen it4_var02 kodiert wird. Dieses Pf EMP1-Protein enthidlt Domanenkassette
(DC) 5 und DC16 (Rask et al., 2010)
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Die Etablierung des Bindungsassays zwischen den einzelnen an magnetische Ni-NTA-Beads
gebundenen PfEMPI1-Domédnen wund auf transgenen CHO-Zellen présentierten
Endothelzellrezeptoren war bereits zuvor von Jana Brehmer etabliert worden und nicht Teil
dieser Arbeit. Die Exprimierung der verwendeten rekombinanten Doménen und die Herstellung
der verwendeten verschiedenen transgenen CHO-Zelllinien mit den unterschiedlichen zu
testenden Rezeptoren, sind ebenfalls im Vorfeld durchgefiihrt worden und befinden sich daher

auch nicht im Rahmen dieser Arbeit.

Ebenso wie bei dem oben beschriebenen Bindungsversuch mit VIR-Proteinen (siche Abschnitt:
Statischer Bindungsversuch der der VIR-Proteine mit humanen Rezeptoren) wurden
verschiedene transgene CHO-Zelllinien mit den humanen Endothelrezeptoren ICAM-1, CD36,
CD9, CD151 sowie P-Selektin verwendet. Die Ni-Beads wurden im Laufe des Assays auf die
konfluenten adhdrenten CHO-Zellen gegeben. Findet eine Bindung statt, konnen die Ni-Beads
anschlieBend nicht abgewaschen werden. Die mehr oder weniger bedeckten CHO-Zellen
wurden anschlieBend unter dem Mikroskop fotografiert und durch die dunklere Farbe der Ni-
Beads gegeniiber den CHO-Zellen konnten die Pixel welche den Beads bzw. den Zellen
entsprachen mithilfe des Bildbearbeitungsprogrammes Image J selektiert und ausgezéhlt
werden. So konnte der Anteil der CHO-Zellen bestimmt werden, welcher mit Ni-Beads bedeckt

war.

Wegen der hohen Affinitdt der DBLBS5-Doméne von IT4 var27 zu ICAM-1 wurde die Bindung
dieser Doméne an ICAM-1 als Positivkontrolle fiir die erfolgreiche Versuchsdurchfiithrung
benutzt (Bengtsson et al., 2013, Lennartz et al., 2019). Die CHO-GFP-Zellen, auf deren
Oberfliche kein Rezeptor exprimiert wurde, wird als Negativkontrolle verwendet. Kam es hier
zu einer Bindung, ist dies ein Hintergrund von unspezifischen Bindungen zwischen den
Dominen und der CHO-Zelloberfliche. Daher wurde dieser Hintergrundwert von den

erhaltenen Werten fiir den jeweiligen Rezeptor abgezogen.

3.2.1 Die statischen Bindungsversuche der P/EMP1-var02-Domanen mit den
Endothelzellrezeptoren CHO-CD9, CHO-CD36, CHO-P-Selektin

Alle in Abbildung 7 (Seite 42) und Abbildung 8 (Seite 43) dargestellten Ergebnisse sind

Mittelwerte aus drei an drei unterschiedlichen Tagen durchgefiihrten biologischen Replikaten,

die wiederum jeweils 3 technische Replikate umfassen. Die Werte der Positivkontrolle, also der

Prozentanteil mit dem CHO-ICAM-1-Zellen mit an Ni-Beads gebundenen DBLB5-Doménen
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bedeckt wurden, liegen im Mittel bei ca. 40%. Dieser Wert hatte sich bereits bei der Etablierung

der Assays gezeigt und bestétigt eine erfolgreiche Versuchsdurchfiihrung.

Zwischen dem Rezeptor CD36 und allen var02-Doménen scheint eine Bindung stattgefunden
zu haben, wenn auch im Vergleich zur Positivkontrolle mit Werten zwischen 8-14% ein
geringerer Anteil der CHO-Zellen mit Ni-Beads bedeckt war. Die DBLy12-Doméne zeigt mit
14% den hochsten Bedeckungsgrad der CHO-CD36 Zellen.

Var-02 Domanen vs. CHO-CD36 Var-02 Dominen vs. CHO-P-Selectin Var-02 Doménen vs. CHO-CD9
- korrigiert mit GFP-Negativkontrolle korrigiert mit GFP-Negativkontrolle korrigiert mit GFP-Negativkontrolle
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Abbildung 7: Bindungsversuche zur Uberpriifung des Bindungsverhaltens der sieben PFEMP1 -
var02-Domanen an die Rezeptoren CD36, CD9 und P-Selektin

Die Bestidtigung eines erfolgreichen Bindungsversuches erfolgte durch die positive Kontrolle
der Bindung der DBLB5-Doméne von IT4-var27 an den Rezeptor ICAM-1. Der Bedeckungsgrad
der CHO-Zellen von jeder Domane reprasentiert einen Mittelwert von 9 Bindungsversuchen,
welche an drei verschiedenen Tagen und jeweils im Triplikat durchgefiihrt wurden. Fir die
Auswertung wurden pro Deckplattchen drei Aufnahmen an drei zufédllig ausgewahlten Stellen
gemacht und zur Auszahlung die Software ImageJ verwendet.

Gegeniiber P-Selektin zeigten die an Ni-Beads gebundenen DBLa1.5-, DBLy12-, DBLJ5- und
CIDR&1-Dominen im Vergleich zu CHO-CD36 eine hohere Bedeckung der CHO-Zellen. Die
DBLy12-Doméne zeigt hier mit ca. 16% wieder den hochsten Bedeckungsgrad der CHO-P-
Selektin Zellen im Vergleich der Doménen untereinander. Auch hier haben die restlichen
Dominen eine leichte Bindung gezeigt, die Werte befanden sich allerdings auch hier bei allen

Domainen unterhalb des Levels der Positivkontrolle.

Im Vergleich zu den Bindungsfihigkeiten der var02-Doménen an CHO-CD36- und CHO-P-
Selektin-Zellen, wurde ein geringeres Bindungsverhalten an CHO-CD9-Zellen beobachtet. Die
DBLal.5-, DBL35- CIDRB3-Doménen zeigten hier im Vergleich untereinander die hochsten
Werte mit ca. 8%. Der Anteil der bedeckten CHO-CDO9-Zellen mit der an Ni-Beads
gebundenen DBLB3-, DBLy12-und DBLB9-Domaéne war kleiner als 2% (Abbildung 7).
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3.2.2 Die statischen Bindungsversuche der PFEMP1-var02-Domanen an die
Endothelzellrezeptoren CD151 und ICAM-1

Auch bei den Versuchen mit den Rezeptoren CD151 und ICAM-1 lag die Positivkontrolle
erneut bei durchschnittlich ca. 40 % und zeigt eine ordnungsgemédfe Versuchsdurchfiihrung an.
Im Gegensatz zu den Versuchen an CD36, P-Selectin und CD9 wurden allerdings nur minimale
Bedeckungen der CHO-Zellen mit den an Ni-Beads gebundenen var02-Doménen detektiert.
Bei der DBLal.5-, CIDRo61-, DBL65-, und CIDRB3-Domédne zeigten sich geringe
Zellbedeckungen gegeniiber CHO-CD151 allerdings bewegen sich die Werte bei Werten < 2%.
Negative Werte bedeuten das eine stirkere Bedeckung der CHO-Zellen ohne eingebrachten
Rezeptor stattgefunden hat, als von der CHO-CD151 bzw. -ICAM-1 Zelllinie.

Var-02 Doménen vs. CHO-CD151 Var-02 Doméanen vs. CHO-ICAM
korrigiert mit GFP-Negativkontrolle korrigiert mit GFP-Negativkontrolle
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Abbildung 8: Bindungsversuche zur Uberpriifung des Bindungsverhaltens der sieben PfEMP1-
var02-Doménen an die Rezeptoren CD151 und ICAM-1

Die Bestitigung eines erfolgreichen Bindungsversuches erfolgte durch die positive Kontrolle
der Bindung der DBLB5-Domaéne von IT4-var27 an den Rezeptor ICAM-1. Der Bedeckungsgrad
der CHO-Zellen von jeder Doméane reprasentiert einen Mittelwert von 9 Bindungsversuchen,
welche an drei verschiedenen Tagen und jeweils im Triplikat durchgefiihrt wurden. Fiir die
Auswertung wurden pro Deckplattchen drei Aufnahmen an drei zuféllig ausgewéhlten Stellen
gemacht und zur Auszidhlung die Software ImageJ verwendet.

Bei dem Versuch mit dem Endothelrezeptor ICAM-1 konnten nur die DBLB3-, CIDRf3-, und
DBLB9-Domaine leicht anhaften. Die Bindungskapazititen waren aber ebenso wie an CHO-

CD151-Zellen sehr gering < 5% (Abbildung 8).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die P/EMP1-var02-Doménen an CD36, P-Selektin,
und auch in geringerem Malle an CD9, Bindungen aufgewiesen haben, wobei die Werte
geringer waren als die, zwischen der DBLB5-Doméne von 1T4 var27 zu ICAM-1, welche als
Positivkontrolle fungierte. Welche Doméne in erster Linie fiir die Bindung zwischen dem

PfEMP1-Protein und den jeweiligen Rezeptoren verantwortlich ist, kann nicht klar aus den

43



Ergebnisse
Ergebnissen abgelesen werden, wobei bei CD36 als auch bei P-Selektin die an Ni-Beads
gebundene DBLy12-Doméne die hochsten Bedeckungswerte zeigt. Zwischen den P/EMP1-

var02-Doménen und CD151 sowie ICAM-1 hat keine nennenswerte Bindung stattgefunden.
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4 Diskussion

Die Féahigkeit von P. falciparum iE und P. vivax iE zur Zytoadhdsion mit den Wirtsrezeptoren
auf Endothelzellen wurde in viele Studien untersucht und wird als Hauptvirulenzfaktor der
Pathogenese betrachtet (Wassmer et al., 2004, Chakravorty et al., 2005, Fried et al., 2015, Joste
et al., 2020, Bernabeu et al., 2012, Carvalho et al., 2010, Chotivanich et al., 2012, Marin-
Menéndez et al., 2013).

4.1 Die Untersuchung der Zytoadhasion von P. falciparum VIR-
Transfektanten an die Endothelzellrezeptoren unter statischen
Bedingungen

In den vergangenen Jahren wurde gezeigt, dass P. vivax iR zu einer Zytoadhision an

verschiedene Endothelzellrezeptoren wie ICAM-1, HLECs, Hyaluronsdure und CSA befahigt

sind (Bernabeu et al., 2012, Carvalho et al., 2010, Lopes et al., 2014, Chotivanich et al., 2012).

Im Unterschied zu P. falciparum verfiigt P. vivax weder liber knobs, noch die in den knobs

lokalisierten PfEMP1-Proteine an der Oberfliche der iE, die fiir die Zytoadhdsion an

verschiedene Endothelzellrezeptoren des Wirts verantwortlich sind (Su et al., 1995, Oh et al,,
2000, Jensen et al., 2020).

Es wurde postuliert, dass die Aufgabe der P/EMP1-Molekiile die VIR-Proteine bei P. vivax
tibernehmen konnen. Wie in der Einleitung beschrieben handelt es sich um eine 295 Mitglieder

umfassende Proteinfamilie.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Bindungseigenschaften von fiinf P. vivax VIR-Proteinen,
welche aus den 12 von Dr. Torben Rehn (Dissertation - Torben Rehn, 2020) untersuchten VIR-
Proteinen ausgewihlt wurden, an die zwei Endothelzellrezeptoren CD36 und ICAM-1 unter
statischen Bedingungen untersucht. Sieben verschiedene VIR-Transfektanten standen
eigentlich zur Verfiigung. Bedauerlicherweise konnten die VIR-Proteine PVX 108770 und
PVX 113230 im Zeitrahmen dieser Arbeit nicht untersucht werden.

4.1.1 Bindungseigenschaft der exportierten VIR-Proteine an den
Endothelzellrezeptor CD36
Im Vergleich zu dem Laborstamm 3D7 konnten alle fiinf untersuchten VIR-Transfektanten an

CD36 signifikant zytoadhérieren.

Fiir alle fiinf untersuchten VIR-Transfektanten konnte eine signifikante Bindung an CD36

nachgewiesen werden, wobei sich die Parasiten im Schizontenstadium befanden. Fiir die
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PVX 050690- und PVX 093715-Tranfekatanten wurde eine signifikante Bindung auch an
ICAM-1 beobachtet, die jedoch viel schwicher als an CD36 war.

Einen Vergleich erlauben Tabelle 17 und Abbildung 9 (nédchste Seite), in der die Ergebnisse
zusammen mit den Bindungsversuchen aus der vorhergehenden Arbeit von Dr. Torben Rehn

(Dissertation - Torben Rehn, 2020) dargestellt sind.

Tabelle 17: Bindungseigenschaften der Transfektanten im  Trophozoiten- und
Schizontenstadium an CD36 und ICAM-1
PVX 050690 | PVX 060690 | PVX 096925 | PVX 093715 | PVX 068690
Schizonten- CD36 27,6 +22.4 30,4 + 14,1 49 +4,1 71,9 + 28,6 25,6 £8,6
stadium ICAM-1 32+2,6 0,9+03 1= 11 9,1+3,. 1,9+ 1,4
Trophozoiten- CD36 28,8 +15,5 17+12,9 83+54 48,3 +41 8,7 £10,1
stadium ICAM-1 0.3+ 0,6 0.1+0,3 15412 0,1+0,2 18424

In der Dissertation wurden die sieben vir-Gene mit entsprechenden CHO-Zelllinien untersucht,
allerdings im Trophozoitenstadium. Bei fast jedem der fiinf in dieser Arbeit untersuchten VIR-
Proteine haben die Parasiten im Trophozoitenstadium eine hohe Affinitit an CHO-CD36
gezeigt, weisen jedoch keine Bindung an CHO-ICAM-1 auf (Dissertation - Torben Rehn,
2020).

Bemerkenswerterweise ist die Anzahl der gebundenen iE in den fiir diese Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen, bei den signifikanten Bindungen an CHO-CD36 bis zu drei Mal gréBer als in
der vorhergehenden Arbeit; PVX 050690-iE bildet hierbei jedoch eine Ausnahme.

Zusitzlich gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen der Anzahl der an CHO-CD36
gebundenen PVX 050690-iE aus beiden Versuchen. Wobei PVX 050690, wie in der

Einleitung beschrieben, keine Exporteigenschaften wie die anderen VIR-Proteine aufweist.

Ein Unterschied zwischen den beiden Bindungsversuchen ist, dass in dieser Arbeit die
Untersuchung der gebundenen iE im spdten Trophozoiten- und Schizontenstadium

durchgefiihrt wurde, bei der Dissertation jedoch nur im Trophozoitenstadium.
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Abbildung 9: Bindungseigenschaften der Transfektanten im Trophozoiten- und
Schizontenstadium an CD36 und ICAM-1.

Im Vergleich zu den Ergebnissen von Dr. Torben Rehn (Dissertation — 2020) gibt es keinen
groBBeren Unterschied der Bindungseigenschaft der untersuchten VIR-Proteine PVX 060690,
PVX 096925, PVX 093715 und PVX 068690, obwohl die Anzahl der gebundenen iE an
CD36 in dieser Arbeit grofer ist (Tabelle 17).

Dies konnte durch die unterschiedlichen Entwicklungsstadien der eingesetzten Parasiten erklart
werden. In der von Dr. Rehn durchgefiihrten Studie kamen Parasiten im Trophozoitenstadium
im Alter zwischen 28 und 30 Stunden nach Infektion zum Einsatz, wihrend in dieser Arbeit
Parasiten im Schizontenstadium im Alter zwischen 34 und 40 Stunden nach Infektion

verwendet wurden.

Diese Beobachtung wird gestiitzt von einer Studie von Lopes und Kollegen, die Hinweise
darauf gibt, dass P. vivax iE im Schizontenstadium eine hohere Bindungsfahigkeit an humane
Lungenendothelzellen (HLECs) zeigten als Parasiten im Trophozoitenstadium. Weiterhin ist
herauszuheben, dass eine positive Korrelation zwischen dem Anteil der Schizonten im Blut und

der Zytoadhidsionsrate bestand (Lopes ef al. 2014).

Das putative VIR-Protein PVX 050690 besitzt keine Transmembrandoméne, kein klassisches
PEXEL-Motiv, kein Signalpeptid sowie keinen reifen N-Terminus. Das heift, dieses VIR-
Protein miisste nur im Parasiten lokalisieren und diirfte nicht in den iE exportiert werden bzw.
an der Oberfldche des iE prasentiert werden. Die Lokalisation im Parasiten wurde sowohl durch
die in dieser Arbeit durchgefiihrten, als auch von Dr. Rehn durchgefiihrten

Immunfluoreszenzanalysen bestétigt. Daher sollten die PVX 050690-Transfektanten auch
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nicht zytoadhérieren und somit als Kontrolle eingesetzt werden. Uberraschenderweise wurde
jedoch eine signifikante Bindung der PVX 050690-Transfektanten sowohl beim Trophozoiten-
als auch beim Schizontenstadium an CD36 nachgewiesen (Tabelle 17). Diese Eigenschaft steht
im Kontrast zu dem oben genannten Experiment von Lopes und Kollegen. Je hoher der

Schizontenanteil ist, desto ist hoher die Adhésionskapazitit (Lopes et al., 2014).

Im Falle wire von PVX 050690 denkbar, dass ein anderer Faktor eine Rolle bei dem
zytoadhdsiven Phdnomen spielen konnte. Phosphatidylserin (PS) wurde als ein potentielles
Molekiil fiir die Beteiligung an der Zytoadhdsion an den CD36-Rezeptor betrachtet (Setty et
al., 2002). Wiahrend des Zelltodprozesses seneszenter Erythrozyten kommt es zu einer
Prisentation von PS auf der Zellmembranoberfldche. Dies fiihrt zur Entwicklung einer Andmie
mit klinischen Symptomen vergleichbar der Malaria (Lang et al., 20005; Totino et al., 2010).
Deshalb ist es moglich, dass andere Faktoren die Interaktion zwischen iE und
Endothelzellrezeptoren beeinflussen konnten, obwohl das VIR-Protein PVX 050690 nicht an
der Oberflache der iE priasentiert wird.

Bemerkenswert ist auch, dass die Verteilung der Anzahl der gebundenen iE der PVX 060690
Transfektante und der PVX 068690-Transfektante an CHO-CD36 und ICAM-1 in der

Abbildung 9 sehr dhnlich ist. Beide gehdren zur pvpirH-Mutigenfamilie (Cunningham ef al.,
2010).

In der Analyse der Genexpressionsdaten der Blutproben von symptomatischen P. vivax
infizierten Patienten wurden die Gene der pvpirH-Familie mit einer hohe Expressionsrate
(91%) exprimiert (Lopez et al., 2013). Das ldsst vermuten, dass die Zytoadhésion von VIR-
Proteinen aus der pvpirH-Familie mit einer symptomatischen P. vivax Infektion assoziiert sein

konnte.

Die Ergebnisse der signifikanten Bindungen von fiinf VIR-Proteine an CD36 zeigten sich nicht
in Ubereinstimmung mit Carvalho et al, (2010) und Chotivanich et al., (2012). Bei dem
Bindungsversuchen von Carvalho und Kollegen wurden drei P. vivax iE Proben, welche direkt
aus dem Blut von Patienten entnommen und gereinigt wurden, untersucht. Keine dieser Proben
zeigte eine Fihigkeit zur Zytoadhdsion an CD36 (Carvalho ef al., 2010). In den Experimenten
von Chotivanicht und Kollegen wurden ebenfalls keine Bindung der P. vivax-iE Proben von 33

Patienten an CD36 beobachtet (Chotivanich et al., 2012).

48



Diskussion
4.1.2 Die Bindungseigenschaft der exportierten VIR-Proteine an den
Endothelzellrezeptor ICAM-1
Bei den Bindungsversuchen mit ICAM-1 konnte von den fiinf untersuchten Zelllinien nur fiir
die PVX 050690-Transfektante und die PVX 093715-Transfektante eine signifikante Bindung
festgestellt werden, wobei die Anzahl der P. vivax iE an ICAM-1 sehr gering war (3,2 + 2,6
und 9,1 + 3,2 iE/100 CHO-ICAM-1-Zellen).

Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen aus der verdffentlichten Literatur von Carvalho,
wo bei Bindungsversuchen an ICAM-1, die Menge der P. vivax Parasiten betrachtliche 29 +6
1E/100 CHO-ICAM-1-Zellen betrug (Carvalho et al.,2010).

Eine weitere Studie von Bernabeu und Kollegen zeigte, dass transgene P. falciparum iE, welche
PVX 108770 (VIR14-putative) auf ihrer Oberfldche prisentieren, an ICAM-1 sowohl unter
statischen Bedingungen als auch unter stromungsphysiologischen Bedingungen binden kdnnen.
Die Anzahl der zytoadhirierten iE ist war hoch (ca. 100+30 iE/ 100 CHO-ICAM-1-Zellen) und
die Bindung konnte mittels spezifischer Antikdrper teilweise inhibiert werden (Bernabeu et al.,
2012). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine PVX 108770-Transfektante generiert,

konnte aber leider aus zeitlichen Griunden nicht mehr untersucht werden.

Im Gegensatz zu der signifikanten Bindung an ICAM-1 aus den oben beschriebenen Studien
konnten P. vivax iE, die von 33 thaildndischen Patienten gewonnen wurden, nicht an ICAM-1,
aber an Chondroitinsulfat A (CSA) in der Plazenta und dem sekunddren Rezeptor

Hyaluronsédure (HA) zytoadhérieren (Chotivanich ef al., 2012).

Im Vergleich zu den Ergebnissen der publizierten Studien, ergab diese Untersuchung, dass die
fiinf VIR-Proteine eine nur geringe, aber dennoch signifikante Adhésionskapazitit an ICAM-1

besitzen.

Von Lopez et al., 2013 wurden nachgewiesen, dass bei PXV_093715 eine Ubereinstimmung
mit der Familie der B-Glucan-Synthese-assoziierten Proteine zu denen SKN1, KRE6 und Sbgl
gehoren, gefunden wurde. B1,6-Glucan kommt in den Zellwénden von Hefe vor (Montijn et al.,
1999, Sethi et al., 2016). Daher ist es moglich, dass das VIR-Protein PXV 093715 ein
Bestandteil der Zellwand ist.

Die genomische Sequenz von PXV 068690 erhilt den Homologieblock des Proteins Intimin.
Intimin ist ein bakterielles Adhdsionsmolekiil, welches auf der Oberflache des Enteropathogens

Escherichia coli (EPEC) exprimiert wird. Dieses Molekiil ist an der Adhdsion von EPEC an
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das Darmepithel beteiligt (Jerse et al., 1990, Stevens et al., 2006). Das Vorhandensein, dieser

Sequenz konnte ein Hinweis auf die Interaktion des VIR-Proteins sein.

Hinsichtlich der Ergebnisse und Literaturrecherche ist es nicht moglich, detailliertere Aussagen
iiber Funktionen der fiinf untersuchten VIR-Proteine zu treffen. Wie ein konserviertes Motiv
oder eine funktionelle Domiéne der VIR-Proteine in einer Wechselbeziehung zu der

Oberflidchenrezeptoren der Wirtszellen stehen, bleibt unklar.

Daher sollten diese VIR-Proteine mit anderen Methoden wie Inhibitionsassays mittels
spezifischer Antikorper oder Transkriptomanalyse analysiert werden, um die Funktionen der
VIR-Proteine zu verstechen. Mit Hilfe der Transkriptomanalyse bei Malariaparasiten in
verschieden Stadien wird die RNA-Expression des gesamten Genoms untersucht. Dadurch
kann die Aktivitdt bestimmter Gene in Bezug auf eine Bindungskapazitit an Rezeptoren
analysiert werden. Des Weiteren ermoglicht ein Inhibitionsassay eine Identifizierung der

Bindungspartner zwischen VIR-Proteine und Rezeptoren.

4.2 ldentifizierung der Bindungseigenschaften zwischen den Domanen
von IT4 var02 und den Rezeptoren ICAM-1, CD36, CD9, CD151 und
P-Selektin mittels Ni-Bead-Assays

Die Proteine der PFEMP1-Familie, welche von der var-Multigenfamilie kodiert werden, werden
als ein zentrales Element fiir die Zytoadhésion bei P. falciparum erkannt (Wassmer ef al., 2004,
Chakravorty et al., 2005, Pouvelle et al., 2007, Fried et al., 2015, Salinas et al., 2016, Joste et
al., 2020).

Des Weiteren wurden die P/ EMP1-Proteine der Gruppe A haufiger bei jungen afrikanischen
Kindern mit schwerer Malariaerkrankung gefunden (Janes et al., 2011, Rask et al.,2010).
Interessanterweise wurde gezeigt, dass das P/EMP1-var02-Protein der Gruppe A eine Bindung
an P-Selektin und CD9 vermitteln konnte. Zu CD151 zeigte sich in der Studie von Metwally et
al.,2017 keine Bindung (Metwally et al., 2017).. CD36 und ICAM-1 sind schon ldnger als
Bindungspartner fiir P. falciparum infizierte Erythrozyten bekannt (Janes et al., 2011,
Bengtsson et al., 2013, Lennartz et al., 2019, Brown et al., 2013).

Aus diesem Grund wurde im zweiten Teil dieser Arbeit die Interaktion zwischen den
Oberflichenrezeptoren CD36, ICAM-1, CD9, P-Selektin, und CD151, und den sieben
PfEMP1-var02-Dominen untersucht, indem die Doménen {iber einen HIS-7ag an Ni-Beads
gebunden wurden und diese auf CHO-Zellen gegeben wurden, welche den jeweiligen Rezeptor

an der Oberfldche exprimierten. Kam es zu einer Bindung, blieben trotz Waschschritten im
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Rahmen des Assays Ni-Beads auf den CHO-Zellen haften. Die Bedeckung konnte im

Anschluss im Rahmen einer Bildananalyse quantifiziert werden.

4.2.1 Die Interaktion zwischen den Rezeptoren ICAM-1, CD151 und den sieben
PfEMP1-var02-Domanen

Die Infektion mit P. falciparum kann den schwersten neurologischen Krankheitszustand einer
Malaria verursachen (die zerebrale Malaria) (Rénia ef al., 2012). In fritheren Studien wurde
vermutet, dass die zerebrale Malaria mit dem Rezeptor ICAM-1 in Verbindung gebracht
werden kann (Turner et al., 1994, Chakravorty et al., 2005). Weitere Studien haben gezeigt,
dass die Bindung an ICAM-1 durch die Untergruppe der DBLB-Doménen von P/EMP1
vermittelt wird (Janes et al., 2011, Bengtsson et al., 2013, Lennartz et al., 2019, Brown et al.,
2013).

Wie in dieser Arbeit wurde, in der Studie von Brown und Kollegen, das prokaryotische
Expressionssystem von E.coli verwendet, wobei fiinf DBLB-Doménen aus dem P. falciparum
IT4-Stamm hergestellt wurden (IT4-VARI16, -27, -31, -13 und -41). Hinsichtlich der Evolution
sind 46% der Sequenzen dieser DBLB-Domidnen identisch. Fiir die Herstellung der
vollstdndigen PfEMP1-Ektodomine, die aus fiinf DBL- und zwei CIDR-Doménen besteht und
von dem var-Gen it4 vari3 kodiert ist, wurde zusétzlich ein eukaryotisches Baculovirus-
System benutzt (die Reihenfolge ist: DBLa - CIDRa - DBLJ - DBL6 - CIDRYy - DBLy - DBLJ).
Durch SPR (engl. Surface Plasmon Resonance) wurde charakterisiert, dass alle diese DBLJ3-
Doménen an den Rezeptor ICAM-1 binden konnten. AuBBerdem wurde gezeigt, dass allein die
DBLB-Domine des P/EMP1-vari3-Proteins fiir die Bindung an ICAM-1 verantwortlich ist
(Brown et al., 2013). Das deutet darauf hin, dass trotz des Fehlens der eukaryotischen
posttranslationalen Modifikationen bei E. coli eine korrekte Faltung der DBLP-Doménen

erfolgte.

Im Gegensatz zu der Gruppe B und C gibt es in der Gruppe A PfEMP1 Proteine, welche das
konservierte Sequenzmotiv (I[ V/L]x3N[E]GG[P/A]xYx27GPPx3H) enthalten. Weiterhin wurde
gezeigt, dass alle diese PAEMP1 Proteine an ICAM-1. Deshalb ermdglicht die Identifizierung
dieses Sequenzmotivs in einer DBLB-Doméne die Vorhersage der Bindungseigenschaft an
ICAM-1. Bei IT4 var02 wurde dieses Motiv hingegen nicht gefunden, was darauf hindeutet,
dass die DBLP3 und DBLB9-Doménen von IT4 var02 nicht an ICAM-1 binden (Lennartz et
al., 2017). Daher ist das in dieser Arbeit erhaltende Ergebnis, dass keine der getesteten

Doménen an ICAM-1 binden plausibel und bestitigt die voran gegangenen Studien.
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Bisher konnten nur Esser und Kollegen zeigen, dass die iEs der Patientenproben die Interaktion
mit CD151 vermitteln konnten (Esser et al., 2014). Aber bereits in der Arbeit von Metwally et
al. wurde mittels Transkriptionsanalysen gezeigt, dass nach wiederholter Selektierung der an
CD151 bindenden IT4-Parasiten keine Population, die das var02-Gen auf RNA-Ebene zeigen,
gefunden wurde (Metwally et al., 2017). Daher war das in dieser Arbeit erhaltende Ergebnis,
dass die getesteten Dominen alle nicht an CD151 binden, zu erwarten und bestdtigt das

Ergebnis von Metwally und Kollegen

Die Bedeckung der CHO-Zellen zeigt zwischen den CHO-ICAM-1-Zellen und der DBLal.5-,
CIDRG1-, CIDRS1- und DBL5-Domine, sowie zwischen den CHO-CD151-Zellen und der
DBLy12- und DBLPB9-Domine negative Werte. Das bedeutet, der erhaltende Wert der
Zellbedeckung beim Aufeinandertreffen der Doménen mit der Negativkontrolle, ist grofer als
die erhaltenden Werte mit den CHO-ICAM-1 bzw CHO-CD151-Zellen. Die Negativkontrolle
sind jeweils CHO-GFP-Zellen, die den gleichen Vektor wie die CHO-Rezeptor Zellen
beinhalten, aber dieser codiert lediglich cytosolisches GFP. Auf der Oberfliche der Zellen
befindet sich also kein zusitzlicher Rezeptor. Die erhaltenden Bindungen, die mit diesen CHO-
GFP-Zellen entstehen, sind unspezifisch. Ein Grund, warum diese unspezifischen Bindungen
bei den CHO-ICAM-1 bzw CHO-CD151-Zellen in geringerem Malle beobachtet werden,
konnte sein, dass der zusidtzliche Rezeptor die natiirliche Oberfliche der CHO-Zellen

abschirmt.

Neuere Studien haben gezeigt, dass die Haufigkeit der Exprimierung der DBLB1/3-Doménen,
die an den Rezeptor ICAM-1 gebunden haben, bei der zerebralen Malaria mit 50% &hnlich grof3
ist wie bei leichteren Malaria Erkrankungen (41%). Die an endothelialen Protein C-Rezeptor
(EPCR) gebundenen Dominen (CIDRal.1, CIDRal.4 bis 1.8) jedoch hatten bei zerebraler
Malaria eine 5- bis 22- mal hohere Haufigkeit als bei leichteren Malaria Erkrankungen (Joste
et al., 2020). Diese neueren Erkenntnisse deuten im Gegensatz zu den oben beschriebenen
dlteren Vermutungen darauf hin, dass der Rezeptor ICAM-1 zwar eine kritische Rolle bei der
Adhésion von P. falparum iE spielt aber nicht direkt mit der klinischen zerebralen Malaria

assoziiert werden kann.

4.2.2 Die Interaktion zwischen den Rezeptoren P-Selektin und CD9 und den 7
Domanen von IT4_var02

Die Bindung an den Rezeptor CD36 ist der hidufigste Zytoadhisions-Phénotyp von P.

falciparum bei Malaria Patienten (Newbold et al., 1997, Mayor at al., 2011), jedoch ist die
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Rolle von CD36 bei der Infektion mit P. falciparum unklar. Ebenso wurde gezeigt, dass die
Endothelzellrezeptoren P-Selektin und CD?9 fiir die Bindung mit P. falciparum iE relevant sind
(Senczuk et al. 2001, Esser et al., 2014). In der Studie von Metwally et al. wurde mittels
Transkriptomanalyse gezeigt, dass nach Selektion der an CHO-P-Selektin und CHO-CD9
bindenen Parasiten ein relativ groBer Teil der Populationen das var02-Gen transkribiert

(Metwally et al., 2017).

Im Vergleich zu CHO-CD9 wurde in dieser Arbeit bei den CHO-P-Selektin Zellen mit allen
PfEMP1-var02-Doménen ein hoherer Bedeckungsgrad beobachtet. Bei dem Versuch mit CHO-
CD9 zeigten die DBLal.5-, CIDRS1-, DBLSS- und CIDRB3-Doménen eine potenzielle
Bindungsfihigkeit. Interessanterweise wurde in der Studie von Metwally und Kollegen
berichtet, dass der Anteil der var02-Population nach Selektion {iber P-Selektin ebenfalls hoher
war als nach Selektion iber CD9 (15% wund 12%) (Metwally et al, 2017).
Bemerkenswerterweise weist DBLB3 gegeniiber den beiden Rezeptoren CD9 und P-Selektin
das geringste Bindungsverhalten auf (0% und 2%). Dies legt nahe, dass DBLB3 einen Einfluss
auf die dreidimensionale PfEMPI1-Struktur sowie Faltung, jedoch nicht auf die
Bindungsfédhigkeit haben konnte.

Eine eindeutige Zuordnung welche Doméne fiir die Bindung an die Rezeptoren CD9 und P-

Selektin verantwortlich ist, wird aus den erhaltenden Ergebnissen nicht eindeutig ersichtlich.

Mehrere Studien haben darauf hingewiesen, dass eine ganze Doménenkassette (DC: domain
cassette), welche aus mindestens zwei konservierten Doménen besteht, fiir die Bindung an
einen Endothelzellrezeptor verantwortlich ist (Berger ef al., 2013, Avril et al., 2013, Gillrie et
al., 2015). Das var(02-codierte P/EMP1-Protein besteht aus der DC16 welche tiber die DBL33
Domine mit der DC5 verbunden ist. Die erhaltenden Ergebnisse konnten also darauf hindeuten,
dass die DCS5 und/oder die DC16 eine Bindung an CD9 bzw. P-Selektin vermitteln. Zur
Bestitigung dieser Vermutung miissten die gesamten Doménenkassetten exprimiert werden

und die Versuche mit ithnen entsprechend wiederholt werden.

4.2.3 Die Interaktion zwischen dem Rezeptor CD36 und den 7 Domanen von
IT4 var02

Die meisten PfEMPI-Proteine der Gruppe B und C besitzen eine halbkonservierte

Doménenstruktur am N-Terminus (DBLaO und CIDRa2-6), die fiir die CD36 Bindung

verantwortlich ist, wahrend die Gruppe A diese Doménenstruktur nicht aufweist, sondern

statdessen den DBLal-CIDRal-Sequenztyp oder den DBLal-CIDRp/y/6-Sequenztyp zeigt
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(Smith et al., 2013). Der DBLa1-CIDR&-Sequenztyp der Gruppe A spielt eine Rolle bei der
Rosettierung mit nicht infizierten Erythrozyten und der DBLal-CIDRal-Sequenztyp bindet an
EPCR (Smith et al., 2013, Smith et al., 2014).

Im Gegensatz dazu hat das Ergebnis der Untersuchung der einzelnen Doménen in dieser Arbeit
gezeigt, dass diese Doménen mit 8% bis 16% bedeckten CHO-CD36-Zellen, Bindungspartner
an CD36 sein konnten. Obwohl jede der sieben PfEMP1-varO02-Doménen eine hohe
Bindungskapazitit an CD36 zeigte, ist es trotzdem mdglich das DC16 und DC5 des P/EMP1-
var(02-Proteins nicht an CD36 binden. Eventuell sind die erhaltenden Bedeckungen der CHO-

CD36-Zellen auf unspezifische Bindungen zwischen den Doménen und CD36 zuriickzufiihren.
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Anhang

Anhang
Tabelle 18: Statische Bindungsversuche von 3D7-iE und iE der 5 Tranfektanten an GFP
3D7- |PVX 050690 [PVX 060690 |PVX 096925 |PVX 093715 [PVX 068690
iE -iE -iE -iE -iE -iE
0,3 2,3 3,7 0,6 0,6 0,6
0 1,4 0,7 0,8 3,8 0,6
0 2,3 1,7 0,5 3,3 0,4
0 1,7 3,8 0,6 1,1 0,4
0 1,3 0,6 0 1,9 0,4
0 4,3 0,9 1,6 1,7 0,5
g 0 1,6 0,9 0,4 3,3 0,4
§ 0 17 0 0,7 3.9 0,5
% 0 1,2 3,1 0,6 0,8
S| 03 0
E 0,5 0,2
,22 0,5 0,4
0,4 0
0,7 0,3
0,3 1,1
0 0
0,4 0,5
0,5 0
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Tabelle 19: Statische Bindungsversuche von 3D7-iE und iE der 5 Tranfektanten an CD36

3D74E |PVX 050690 |[PVX_060690 | PVX 096925 | PVX 093715 |PVX_068690
JE JE JE JE JE
12 21,1 17 3.4 65 143
1,8 47,5 34,8 3.5 126,2 293
2.7 83,1 21,7 6,4 46,3 25
1,3 37.9 19,3 22 92,7 22,3
0,5 583 32,7 2,8 105 33,6
0,8 28 30,1 2,9 353 37,1
= 0 40,8 13,4 5,7 53,8 9.8
3 25 18,3 60,5 24 49,5 33,5
g’, 1,4 66,7 43,9 3.6 73.4 252
Lg) 0,9 10,9 11
Z [ 18 9,5 2,1
2 24 14,5 16,7
0,7 6,5 0,9
3,3 5 3,2
1,1 14,1 11,7
1,3 10,5 2.3
2,6 9,5 6,1
15,3 1,7
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Tabelle 20: Statische Bindungsversuche von 3D7-iE und iE der 5 Tranfektanten an ICAM-1

3D7-E  [PVX_ 050690 [ PVX_060690 [PVX_096925 [ PVX_093715 [ PVX_068690
SE SE SE SE SiE
0 1,7 0,4 3,5 5 3
0.8 3.2 1,2 0,5 9,7 13
1,5 0,6 0.8 0.8 8 1,8
0 2,5 1,1 11 9,7 0,3
2,5 2,8 1,3 0,6 10,1 0,5
0,4 45 0,6 1,9 9 4,7
- 0,9 1,5 0.8 0,1 4,6 1,4
Q
E) 0.3 9,9 0,7 0,1 10,1
> 0,4 1,7 0,8 0,1 16,1
@)
S 1
2 1,5
aa]
= 0,3
0
2,1
2
0,5
2,4
0,4
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