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Einleitung

Ein Phadnomen, das fur die Entwicklung lebensbedrohlicher Komplikationen bei Patien-
ten mit Malaria tropica von entscheidender Bedeutung ist, stellt die Anhaftung mit
Plasmodium falciparum-infizierter Erythrozyten an Endothelzellen und eine dadurch
bedingte Okkulsion von Kapillaren dar (1, 24). Die Fahigkeit zur Anhaftung wird einer-
seits durch die genetische und phanotypische Variabilitdt von Plasmodium falciparum
(37) und andererseits durch Wirtsfaktoren bestimmt. Diese sind in Tabelle 1 zusam-
mengefaBt. Die genetische Variabilitat &uBert sich z. B. in der fehlenden (K™) oder vor-
handenen (K*) Ausbildung knopfartiger Vorwélbungen an der Oberflache mit Plasmo-
dium falciparum-infizierter Erythrozyten, die fir die Anhaftung an Endothelzellen ver-
antwortlich sind (19). Im Tierexperiment konnte gezeigt werden, daB K~ Parasiten mit
einer niedrigeren Parasitdmie einhergehen und zu einer spontanen Heilung fihren,
wahrend K* Parasiten zu schweren Krankheitsverlaufen mit zerebraler Malaria fihren
(21). Unter den Wirtsfaktoren spielen neben der Immunreaktivitdt und Zytokinfreiset-
zung vor allem die Adhasionsstrukturen fur Plasmodium falciparum eine entscheidende
Rolle. Im Mauseversuch konnte zuerst gezeigt werden, da3 immundefiziente nu/nu
Mé&use keine zerebrale Malaria entwickeln, in der Folge wurden CD4+ T-Lymphozyten
und die durch sie sezernierten Zytokine (GM-CSF, IL-3, IFN-gamma, Lymphotoxin und
TNF-alpha) als die entscheidenden immunologischen Faktoren fur die Entwicklung
einer zerebralen Malaria identifiziert (6, 11, 15, 17). Als zweiter entscheidender Wirts-
faktor wurden CD36, Thrombospondin und ICAM-1 als Adhéasionsstrukturen fur mit
Plasmodium falciparum-infizierte Erythrozyten charakterisiert (3, 22, 23, 27, 28, 29,
31). Die molekularen und funktionellen Charakteristika dieser Adhasionsstrukturen sind
in Tabelle 2 zusammengefaBt. Ein wichtiges Bindeglied zwischen der Zytokinfreiset-
zung einerseits und Adhésionsstrukturen andererseits konnte durch die Beobachtung,
daB Zytokine wie TNF-alpha, IL-1 und IFN-gamma eine Erhohung der ICAM-1-Expres-
sion an Endothelzellen bewirken, hergestelit werden (8, 30).

Das Ziel unserer derzeitigen Studie bestand in einer Untersuchung des Effektes eines
anti-ICAM-1-Antikérpers auf die Zytokinsekretion von T-Lymphozyten mit erythrozyté-
ren Vorlauferzellen. Diese Untersuchungen stellen die Basis fur eine spatere therapeu-
tische Verwendung von monoklonalen Antikérpern oder von l6slichem ICAM-1 in der
Therapie der zerebralen Malaria dar.
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TABELLE 1
Bestimmende Faktoren fiir die Adhasivitat von mit Plasmodium falciparum
infizierten Erythrozyten

A. Parasitenassoziierte Variabilitat

z. B. knopfartige Vorwdlbungen an Oberflache infzierter Erythrozyten, im ELMI
ca. 100 nm Durchmesser, elektronendichtes Material, K oder K=, die fiir den
Zelikontakt mit Endothelzelien verantwortlich sind. Im Tierexperiment spontane
Heilung von K™ infizierten Tieren.

B. Wirtsassozierte Faktoren

1. Adhasionsstrukturen:

a) Plattchenglykoprotein 1V (CD 36)
b) Thrombospondin
c) ICAM-1

2. Immunreaktivitat und Zytokinfreisetzung:

a) Immundefiziente “nu/nu mice” entwickeln keine zerebrale Malaria
b) Abhéngigkeit vom Vorhandensein von CD 4* T-Lymphozyten (6)
¢) TNF-alpha, IL-3, GM-CSF (6, 15, 16)

Methoden
Monoklonaler Antikérper:

Der mAK 7F7 (IgG2a) erkennt ein 85 kD Glykoprotein. Wie friher beschrieben, wurde
der Antikérper Uber Protein A-Sepharose gereinigt (32, 33). Als Negativkontrolle ver-
wendeten wir einen monoklonalen Antikorper gegen Komplementfaktor H (MAH-1) und
einen Mause-mAk gegen FSH.

Zellabtrennung:

Mononukiedre Zellen (MNC) aus peripherem Blut und Knochenmark gesunder, voll
informierter Spender wurden Uber Dichtezentrifugation Gber Lymphoprep (Nyegaard,
Oslo, Norway; density 1,077 g/ml) nach der Methode von BOYUM (5) gewonnen. Die
MNC wurden dreimal in HBSS ohne Calcium und Magnesium gewaschen, in McCOY’s
5A modifiziertem Medium mit 10% hitzeinaktiviertem fetalem Kélberserum (FCS) re-
suspendiert.

Abtrennung der Monozyten und T-Zellen:

Nach Abtrennung der Monozyten durch Adhérenz an Plastik (26) wurden nichtadha-
rente Zellen mit Neuraminidase vorbehandelten Schafserythrozyten in E-Rosettenposi-
tive (E*) und -negative (E™) Zellen getrennt. Rosetten formende T-Zellen wurden mit
Ammoniumchlorid zur Lyse der Schafserythrozyten inkubiert, dreimal in HBSS gewa-
schen und in 10% FCS resuspendiert. Bei Uberpriifung mit Trypanblau betrug die Vit-
abilitdt Gber 90%. Die T-Zellen wurden im indirekten Immunfluoreszenztest mit dem
monokionalen pan-T Antikérper OKT-3 (Ortho-Diagnostic Systems, Paritan, New Jer-
sey) gezahlt. E* Zellen enthielten (iber 95% T-Lymphozyten. Die Monozytenverunreini-
gung war Kleiner als 2% (gemessen durch a-Naphthylesterasefarbung).
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TABELLE 2

CD 36 (= Plattchen GP IV, GP llib) (4, 20, 27, 28)

Molekulare Struktur: einkettiges Membranglykoprotein
MG: 88 kD
Vorkommen: Thrombozyten, Endothelzellen, Monozyten
Funktion:
a) Plattchen- und Monozytenrezeptor flir Thrombospondin,
eventuell-Plattchen-Kollagen-Adhasionsrezeptor

b) endotheliale Adhasionsstruktur fiir Plasmodium falciparum
gereinigtes CD 36 und CD 36-transfizierte COS-Zellen binden
P. f. infizierte Ery
(K*)-Blockade durch anti-CD 36 Ak
gereinigtes CD 36 hemmt die Bindung von P. f. infizierten Ery an Endothelzellen

Thrombospondin (TSP) (22, 23, 29)

Molekulare Struktur: sekretorisches Protein mit 3 identischen Polypeptidketten, die
Gber Disulfidbriicken verbunden sind, jede mit einem MG von 180 kD
Vorkommen: Thromozyten (alpha-Granula)
Funktion:
a) Brickenmolekdl, das Proteine in Piattchenaggregaten miteinander verbindet,
z. B. Laminin, Fibronektin, Typ V Kollagen, Fibrinogen, Plasminogen, Heparin

b) Adharenz von P. f. infizierten Erythrozyten an TSP, Blockade durch spezifische
anti-TSP-Ak und I6sliches TSP; Hilfsmolekdl fur CD 36

ICAM-1 (7, 10, 25, 31, 34, 35, 36)

Molekulare Struktur: Membranglykoprotein mit unterschiedlicher Glykosylisierung,
Mitglied der “immunoglobulin supergene family”
MW: 84 - 110 kD
Vorkommen: Endothelzellen, Epithelzellen, Monozyten, Fibroblasten,
B- und T-Lymphozyten
Funktion:
a) Bindung an LFA-1, Adhasion von zirkulierenden Monozyten und T-Zellen
an Endothelzellen

b) major rhinovirus receptor

¢) Bindung von P. f. infizierten Erythrozyten

Mikroagarkultursystem (14):

Je nach der Versuchsanordnung werden entweder die gewonnenen mononukleéren
Zellen direkt als Zielzellpopulation in einer Agar-Unterschicht gepflanzt (0,75 X 10°
MNC/well) oder es wird eine Monozyten- und T-Zelldepletion durchgefihrt. Als Kultur-
medium wird McCQOY’s 5-A-modifiziertes Medium mit 20% fetalem Kélberserum ver-
wendet. Die Agar-Endkonzentration betragt 0,3%. 0,25 ml dieser Zellsuspension wer-
den in “Nunclon”-Kulturplatten (Nunc, Roskilde, Denmark) pipettiert. Nach Erhéarten bei
Zimmertemperatur wird die Agarschicht mit einer flissigen Oberschicht Gberlagert, die
die entsprechenden spezifischen Wachstumsfaktoren (fir die Erythropoese 2 1U/mi
EPO, Behringwerke Marburg, und 100 ng/ml rlL-3, Behringwerke Marburg) enthait.
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Kokulturuntersuchungen:

Monozyten- und T-zelldepletierte Knochenmarks-MNC (0,4 X 10%well) oder periphere
MNC (2,0 X 10%/well) wurden mit steigenden Konzentrationen autologer T-Lymphozy-
ten (50%, 100%, 200%, 400%) kokultiviert. Die T-Lymphozyten (1 X 10%ml) wurden
entweder eine Stunde lang mit PHA (25 ng/ml) praaktiviert und anschlieBend fir eine
weitere Stunde mit 7F7 mAK (400 pl/mi Uberstand oder 1 ug/ml gereinigter Ak) vorin-
kubiert oder ohne PHA Aktivierung und/oder 7F7 mAk in der Kokultur gepflanzt.

AnschlieBend wird die Kultur fur die BFU-E 14 Tage lang bei 37° C in einem Inkubator
bei 5% CO, inkubiert. Am Ende der Inkubationszeit wird das Agar-Hautchen durch
Zugabe von ungefahr 1 ml 2,5%igem Glutaraldehyd fixiert, anschlieBend in destillier-
tem Wasser gewaschen, auf einen Objekttrdger aufgebracht und auf einer Warme-
platte getrocknet. Die getrockneten Agar-Hautchen werden anschlieend routinemasig
nach der Pappenheim-Methode angefarbt und entsprechend mikroskopisch ausgewer-
tet. Die Mindestzahl fur eine BFU-E betragt 64 Zellen, die Ausz&hlung der sich in der
flissigen Phase befindenden T-lymphozytaren Kolonien erfolgt noch vor Fixierung der
Praparate im Invertmikroskop (CFU-TL, Mindestzah! 50 Zellen [14]).

Flussigkulturen:

Die Zellen wurden in “Nuncion”-Kulturplatten in 1 ml McCOY’s 5A Medium mit 10%
FCS kultiviert. Es wurden PHA (25 ng/ml, optimale getestete Konzentration) stimulierte
MNC (1 X 10%® MNC/ml) und PHA (25 ng/ml) stimulierte T-Lymphozyten (0,5 X 10°
T-Ly/ml) gepflanzt. Gereinigter oder Antikdrperiiberstand wurde in den im Text ange-
gebenen Konzentrationen beigegeben, die Zellen wurden bei 37° C und 5% CO, inku-
biert. In einem Parallelsatz wurden nichtstimulierte Zellen ausgetestet. Nach 48 Stun-
den wurden die Kulturliberstdnde gesammelt und auf ihren Zytokingehalt untersucht.

Zytokinbestimmung:

Die Kulturiberstéande wurden mit einem kommerziell erhaltlichen RIA auf ihren Gehalt
an ZNF-alpha, IFN-gamma und IL-1 untersucht (IRE-Medgenix, Fleurus, Belgium;
Pharmacia Diagnostics AB). Der GM-CSF-Gehalt wurde mit einem kommerziell erhalt-
lichen ELISA bestimmt (Insight TM GM, Surry Hills, Australia). Die unteren Bestim-
mungsgrenzen liegen bei der Verwendung dieser Tests bei > 0,005 ng/ml fur TNF-
alpha, > 0,2 U/ml (NIH standard) fir IFN-gamma und > 10 pg/ml fir GM-CSF. Zur
statistischen Analyse wurde der Student’s Test verwendet.

Ergebnisse
Effekt des mAk 7F7 auf die Zytokinfreisetzung durch PHA aktivierte MNC:

Wie in Abbildung 1 dargestellt, kann gereinigter 7F7 die Freisetzung von TNF-alpha,
IFN-gamma und IL-1 aus PHA stimulierten MNC dosisabhangig hemmen. Die zwei ver-
wendeten Kontrollantikdrper (gegen hFSH und MAH-1) zeigten keinen hemmenden
Effekt (Abb. 1). Die héchste Hemmung konnte mit 1 ug/ml gereinigten 7F7 mAk
(Abb. 1) oder 400 ul/ml 7F7 Hybridomlberstand erreicht werden. Eine signifikante
Hemmung von TNF-alpha, IFN-gamma und IL-1 (p << 0,01) wurde mit 400 pl/ml 7F7
Ak erzielt. Im Gegensatz dazu zeigten die GM-CSF-Spiegel, die nach mAk-Behand-
fung erreicht wurden, heterogene Ergebnisse, mit einem Anstieg in drei und einem
Abfall in zwei Experimenten. Kein signifikanter Unterschied wurde zwischen PHA
stimulierten MNC-Ansatzen und Kulturanséatzen festgestellt, die in Gegenwart von
400 w/ml 7F7 mAKk inkubiert wurden.
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Effekt des mAk 7F7 auf die Zytokinfreisetzung durch
PHA aktivierte T-Lymphozyten:

Der Effekt von gereinigten 7F7 mAk auf die Zytokinfreisetzung durch aktivierte T-Lym-
phozyten zeigt sich in einer dosisabhangigen Hemmung von IFN-gamma und TNF-
alpha. IL-1, das vorwiegend aus Monozyten stammt, konnte nur in sehr geringen Kon-
zentrationen nachgewiesen werden, was die Reinheit der E-Rosetten-positiven Zellen
unterstreicht. Im Gegensatz zu den MNC Ansétzen, in denen ein maximaler 7F7 Effekt
mit einer Konzentration von 1 pg/ml gereinigtem mAKk erreicht wurde, zeigt die 7F7
mediierte Zytokininhibition aktivierter T-Lymphozyten klare Dosisabhéangigkeit. Die
stérkste Hemmung wurde mit 50 wl/mi gereinigtem 7F7 mAk erzielt. Eine signifikante
Hemmung (p << 0,01) der TNF-alpha- und IFN-gamma-Freisetzung konnte auch mit
400 pl/ml 7F7 Hybridomiberstand erreicht werden, wéhrend die Veranderung der GM-
CSF-Werte nicht statistisch signifikant waren.

Effekt des mAk 7F7 auf die Zytokinfreisetzung
durch unstimulierte MNC- und T-Lymphozyten:

Zugabe steigender Konzentrationen von gereinigtem oder ungereinigtem 7F7 mAK zu
unstimulierten MNC- (Abb. 1) oder T-Lymphozytenkulturen fiihrten zu keinen signifik-
anten Veranderungen der TNF-alpha-, IL-1- oder IFN-gamma-Freisetzung. Die GM-
CSF-Werte zeigten einen leichten dosisabhangigen Anstieg. In T-lymphozytaren Kultu-
ren kam es zu einem Anstieg von 27 pg/ml in Kulturen ohne 7F7 mAk auf 102 pg/ml in
Kulturen mit 50 ug/ml 7F7 mAk. Die Zugabe von 400 wl/ml 7F7 Uberstand zu unstimu-
lierten T-Lymphozyten bedingten einen nicht signifikanten Anstieg der GM-CSF-
Spiegel. Im Vergleich zu dem GM-CSF-Anstieg, der in PHA aktivierten T-Zellkulturen
gemessen werden konnte, war der Anstieg in unstimulierten Kulturen 100mal geringer,
was eher flr einen unspezifischen Effekt als fur eine spezifische antikérpermediierte
T-Zellaktivierung spricht.

Zeitverlauf der TNF-alpha, IFN-gamma, IL-1 und GM-CSF-Produktion
durch PHA aktivierte MNC: Effekt des mAk 7F7

Abbildung 2 zeigt den Effekt von 400 ul/ml 7F7 mAk Uberstand auf die TNF-alpha-,
IL-1-, IFN-gamma- und GM-CSF-Produktion PHA aktivierter peripherer MNC. Maxi-
malwerte von TNF-alpha und IL-1 (Abb. 2) wurden nach 10stindiger Inkubation
gemessen, wobei der IL-1-Wert bis 72 Stunden hoch blieb und der TNF-alpha-Spiegel
konstant abfiel. IFN-gamma und GM-CSF reagierten langsamer und erreichten
Hochstwerte nach 48 - 72 Stunden. Die Zugabe des 7F7 mAk bewirkte eine 50 -
80%ige Verminderung der IL-1-, IFN-gamma- und TNF-alpha-Werte. Zu den beobach-
teten Zeitpunkten zeigten die GM-CSF-Werte heterogene Resultate.

Effekt des mAk 7F7 auf die BFU-E und CFU-TL in Knochenmarksagaransétzen:

Abbildung 3 zeigt, daf3 durch die Zugabe des mAk 7F7 zu MNC-Ansétzen das normale
Wachstum der BFU-E, CFU-GM und CFU-Meg nicht signifikant verandert wurde, doch
kam es zu einer signifikanten Unterdrliickung der T-lymphzytaren Kolonienbildung
(p<< 0,01).

Aufhebung der T-Lymphozyten mediierten Steigerung der BFU-E durch

periphere Vorlauferzellen durch 7F7 Vorbehandlung autologer T-Lymphozyten:

Zugabe autologer T-Lymphozyten (100 - 400%) zu Monozyten- und T-Lymphozyten-
depletierten Blutzellen in der Gegenwart spezifischer Wachstumsstimulatoren erhéhte
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die erythrozytare Kolonienbildung um 20 - 230%. Vorbehandlung der T-Lymphozyten
mit dem mAKk 7F7 bewirkien eine partielle Aufhebung dieser T-Lymphozyten-mediier-
ten Stimulation (Abb. 4). Eine signifikante Hemmung der erythrozytaren Kolonienbil-
dung wurde durch eine 7F7-Vorbehandlung erzielt (p << 0,01).

Diskussion

TNFalpha, IL-1 und IFN-gamma sind Zytokine, die eine zentrale Rolle bei der Immun-
antwort auf Infektion und in der Pathogenese vor Entzliindungen spielen.. Die Gene fir
diese Zytokine sind durch die verschiedensten Infektionserreger, darunter auch durch
Malariaplasmodien sowie durch unspezifische Stimulatoren mit Lektinen in Monozyten,
T-Lymphozyten und Endothelzellen induzierbar (2). Die zentrale Rolle, die TNF-alpha,
IL-3, IFN-gamma und GM-CSF in der Pathophysiologie der zerebralen Malaria spielen,
konnte durch Experimente mit Plasmodium berghei im Mausemodell gezeigt werden,
wo durch Antikdrper gegen TNF-alpha, IL-3, GM-CSF und anti IFN-gamma die Ent-
wicklung einer zerebralen Malariamanifestation verhindert werden konnte (16). Auch
beim Menschen korrelierte das Auftreten von erhéhten TNF-alpha-Spiegeln mit dem
Schweregrad der Malaria (18). Eine Erklarung fur die Wichtigkeit von Zytokinen in der
Pathophysiologie schwerer Malariamanifestation liegt in der Fahigkeit von TNF-alpha,
IFN-gamma und IL-1, die Expressionen von ICAM-1, das als eine der Adhé&sionsstruk-
turen fir Plasmodium falciparum (3) identifiziert wurde, an T-Lymphozyten, Monozyten
und Endothelzellen hinaufzuregulieren (8, 9, 30).

Unsere Untersuchungen zeigen, da3 die Inkubation von PHA-aktivierten MNC- oder
T-Lymphozyten mit einem mAk gegen ICAM-1 eine Downregulation der TNF-alpha-,
IL-1- und IFN-gamma-Spiegel um 50 - 80% bewirkt. Die prinzipiellen Mechanismen,
die dabei eine Rolle spielen kdnnen, wurden ausflihrlich in einer friiheren Arbeit disku-
tiert (13). Neben einem direkten antikbrpermediierten Effekt auf die ICAM-1-Struktur
besteht die wahrscheinlichste Erklarung in einer antikérperbedingten Blockade der
Adhéarenz von T-Lymphozyten und Monozyten. Den blockierenden Effekt des ICAM-1-
Antikérpers konnten wir auch in weiteren Versuchen, bei denen wir den Einflu3 auf die
T-lymphozytare Kolonienbildung und auf die T-Lymphozyten-mediierte Modulation des
Wachstums von im Blut zirkulierenden erythrozytaren Vorlauferzellen nachweisen (12).
Die Zugabe von anti-ICAM-1 Ak zu PHA-stimulierten peripheren MNC resuitierte in
einer mehr als 90%igen Reduktion der Zahl von kompakten T-lymphozytéren Kolonien.
Die durch Zumischung von autologen T-Lymphozyten bedingte Stimulation von zirku-
lierenden primitiven erythrozytéren Vorlauferzellen (BFU-E) konnte durch eine Vorbe-
handlung der autologen T-Lymphozyten mit dem ICAM-1-Antikdrper weitgehend auf-
gehoben werden.

Diese von uns durchgeflihrten Untersuchungen stellen die Logistik flir neue Strategien
in der Malariatherapie dar. Durch einen Antikdrper gegen ICAM-1 sollte einerseits die
Anhaftung von mit Plasmodium falciparum infizierten Erythrozyten an den ICAM-1-
Rezeptor von Endothelzellen blockiert werden, andererseits ist der AntikSrper in der
Lage, die Zytokinfreisetzung herabzusetzen und damit die Expression neuer Adha-
sionsstrukturen zu vermindern. In Analogie zu den von uns durchgefiihrten Antikérper-
versuchen wére auch die Anwendung von I8slichen ICAM-1-Molekilen und eine
dadurch bedingte Verhinderung der Anhaftung an Endothelzellen als therapeutisches
Prinzip denkbar. In vitro-Versuche, in denen die Wirksamkeit unseres ICAM-1-Antikor-
pers auf die Anhaftung von Plasmodium falciparum infizierten Erythrozyten an Endo-
thelzellen evaluiert wird, sind in Vorbereitung. Die Entwicklung neuer therapeutischer
Konzepte wird vor allem durch die steigende Zahl von Chloroquin- und Mefloquin-
resistenten Malariaparasiten notwendig.
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Zusammenfassung

Die Anhaftung Plasmodium falciparum-infizierter Erythrozyten an Endothelzellen und
eine dadurch bedingte Okklusion von Kapillaren ist von entscheidender pathophysiolo-
gischer Bedeutung bei der Entwickiung lebensbedrohlicher Komplikationen bei Mala-
riainfektionen. CD36, Thrompospondin und ICAM-1 wurden als Adhasionsstrukturen
far mit Plasmodium falciparum infizierte Erythrozyten charakterisiert. Zytokine wie
TNF-alpha, IL-1 und IFN-gamma bewirken eine Erhdhung der ICAM-1-Expression an
Endothelzellen. Unsere Untersuchungen zeigen, daB die Inkubation von PHA-aktivier-
ten MNC oder T-Lymphozyten mit einem mAk gegen ICAM-1 eine Downregulation der
TNF-alpha-, IL-1- und IFN-gamma-Spiegel um 50 - 80% bewirkt. Den adh&sionsblok-
kierenden Effekt des ICAM-1-AntikOrpers konnten wir weiters durch Versuche, bei
denen wir den Einflu auf die T-lymphozytare Kolonienbildung und auf die T-Lympho-
zyten-mediierte Modulation des Wachstums von im Blut zirkulierenden erythrozytaren
Vorlauferzellen untersuchten, nachweisen. Diese von uns durchgefiihrten Untersu-
chungen stellen die Logistik flir neue Strategien in der Malariatherapie dar. Durch einen
Antikérper gegen ICAM-1 kann einerseits die Anhaftung von mit Plasmodium falcipa-
rum infizierten Erythrozyten an den ICAM-1-Rezeptor von Endothelzellen blockiert wer-
den, andererseits ist der Antikérper in der Lage, die Zytokinfreisetzung herabzusetzen
und damit die Expression neuer Adhasionsstrukturen zu vermindern.

Schliisselworter

Plasmodium falciparum, Adhasionsstrukturen, ICAM-1, TNF-aipha, IFN-gamma, IL-1.

Summary

Adhesion structures of Plasmodium falciparum: Importance of the
ICAM-1 structure for the cytokine release associated with infection
(IL-1, TNF-alpha, GM-CSF, IFN-gamma)

The attachment of Plasmodium falciparum infected erythrocytes to endothelial cells
and the so caused occlusion of capillaries is an important pathophysiological mecha-
nism in the development of life-threatening complications in acute Plasmodium falcipa-
rum infection in humans. CD36, Thrombospondin and ICAM-1 are the three identified
receptors for Plasmodium falciparum infected erythrocytes. Cytokines like TNF-alpa,
IL-1 and IFN-gamma are able to upgrade the ICAM-1 expression on endothelial cells.
Our experiments showed that incubation of PHA activated MNC or T-lymphocytes with
an anti-ICAM mAb causes a reduction of TNF-alpha, IL-1 and IFN-gamma release of
50 - 80%. The adhesion blocking effect of the anti-ICAM mAb has further been shown
in experiments investigating the influence of this mAb on T-lymphocytic colony forma-
tion (CFU-TL) and the T-lymphocyte mediated modulation of the early erythrocytic
colony formation (BFU-E) by peripheral blood precursor cells. Our experiments repre-
sent the basis for new potential treatment modalities. We postulate that the anti-ICAM
Ab exerts its effect in two ways: by specifically blocking the adhesion of Plasmodium
falciparum infected erythrocytes to the ICAM-1 receptor of endothelial cells and by
reducing the cytokine release and thereby the expression of new adhesion structures.
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Legende
Abb. 1:

Hemmung der Zytokinfreisetzung durch PHA-stimulierte und unstimulierte MNC: TNF-aipha,
IL-1, IFN-gamma, GM-CSF. Zugabe steigender Konzentrationen (0; 0,2; 1; 5; 25; 50 pg/ml)
gereinigten 7F7 mAks zu Flissigkuituren (1X10°MNC/ml). Die Kulturliberstande wurden nach
48 Stunden zur Zytokinbestimmung gesammelt. Ein mAk gegen hFSH wurde als
Kontrollantikdrper verwendet.

Abb. 2:

Zeitverlauf der TNF-alpha-, IFN-gamma-, IL.-1- und GM-CSF-Produktion durch PHA-aktivierte
MNC: Hemmung durch den mAk 7F7 (400 pl/ml mAk 7F7 HybridomUberstand; 1X105MNC/ml).
Die Kulturiiberstande wurden nach 0; 0,5; 2; 10; 24; 48 und 72 Stunden gesammelt.

Abb. 3:

EinfluB von mAk 7F7 (400 pl/ml mAk 7F7 Hybridomuberstand) auf das Wachstum
granuolzytarer (CFU-GM), primitiver erythrozytarer (BFU-E) und megakaryzytarer (CFU-Meg)
Vorlauferzellen und auf die T-lymphozytare Kolonienbildung (CFU-TL). Signifikante
Unterdriickung der CFU-TL (p > 0,01).

Abb. 4:

EinfluB einer 7F7 Vorbehandlung autologer T-Lymphozyten auf das Wachstum zirkulierender
primitiver erythrozytarer Vorlauferzellen (BFU-E). Signifikante Hemmung der durch autologe
T-Lymphozyten induzierten Proliferationssteigerung der BFU-E durch Vorinkubation

(400 ul/m! 7F7 mAk HybridomUberstand).
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