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Sammanfattning

Malaria ar en sjukdom som dodar en miljon méanniskor varje ar, och
man maste ha det manga ganger for att sa smaningom bli immun mot sjukdomen.
Var forskargrupp har undersokt hur kroppens forsvarsceller i blodet reagerar
nar de traffar pa malariaparasiter. Med hjalp av dessa studier kan vi nu battre
forsta varfor det tar sa lang tid att bli immun mot malaria. Darmed finns det
ocksa battre forutsattningar for att kunna tillverka ett fungerande vaccin mot
malaria.



1. Projektets mal

Vi har undersokt hur kroppen utvecklar ett férsvar mot malaria for att
komma ihag och kidnna igen malariaparasiter i blodet. Om man vet hur
immunitet mot malaria uppstar, kan man sedan tillverka ett vaccin mot
sjukdomen, nagot som hittills har misslyckats.



2. Bakgrund

2.1 Om malaria

Malaria 4r ett mycket stort problem globalt sett, resulterande i ca 1
miljon dodsfall varje ar. Anda tills for drygt hundra ar sedan fanns sjukdomen
dven i Sverige, och kallades da for “frossan”. Symtomen pa malaria ar hog
feber, blodbrist och i allvarliga fall medvetsloshet. Det finns inget vaccin mot
malaria, och resistens mot malariamediciner ar ett snabbt vixande problem.
Sjukdomen sprids med myggor, och ménga av dem som dor i malaria 4r sma
barn. De som bor i omraden dar det finns malaria, och som inte dor i unga ar
av sjukdomen, utvecklar s& smaningom ett immunférsvar mot malaria.
Problemet ar att man forst maste ha malaria kanske 10-15 génger (och overleva
varje gang!) innan man utvecklar ett bra forsvar mot malaria.

De flesta fallen av allvarlig malaria orsakas av parasiten Plasmodium
falciparum, som invaderar roda blodkroppar vilka finns i blodet. Efter tva dygn
har parasiten vuxit till sig och forokat sig, och den roda blodkroppen ”spriangs”
nér flera nya mini-parasiter (s.k. malariamerozoiter) tar sig ut for att ge sig ivig
och invadera nya roda blodkroppar. Det langsiktiga malet for var forskning ar
att hitta ett vaccin mot malaria, men for att kunna gora det maste vi veta vilka
proteiner man isdfall ska anvianda i ett vaccin, och hur immunitet mot malaria
uppstar.

2.2 Forsvaret mot malaria

For att forsvara sig mot malariaparasiterna bildar man antikroppar,
som kan liknas vid soldater som marscherar omkring i kroppen och letar efter
avvikande saker att attackera. En del antikroppar ar mycket bra och kan hjalpa
till att ta d6d p4 manga malariaparasiter, medan andra antikroppar inte verkar
gbra nagon nytta alls. Vad som gor att vissa antikroppar fungerar béttre an
andra vet man inte riktigt, men man vet att de celler som ar viktiga for
tillverkningen av antikroppar ar en sorts vita blodkroppar som heter B-celler.
Man vet ocksa att det krivs upprepade tillfallen under langre tid av malaria for
att bli immun, det riacker inte med ett enda tillfille. Ett méal for vara studier har
varit att ta reda pa hur B-celler och malariaparasiter interagerar med varandra,
for att battre forsta hur immunitet mot malaria uppstar. Vid andra sjukdomar,
som tex HIV, har man sett att det verkar som om B-cellerna inte utvecklas som
de ska (1), de blir uttréttade efter ett tag. Bdde HIV och malaria ir sjukdomar
som finns i kroppen under ling tid, och det ar darfoér intressant att jamfora
immunférsvaret vid dessa sjukdomar, dven om det i 6vrigt ar helt olika orsaker
till de symtom som uppstar. Om inte B-cellerna fungerar ordentligt, s kommer
antikropparna som bildas heller inte att fungera som de ska. Man vet att
antikroppar ar viktiga i forsvaret mot malaria, fér man har renat fram
antikroppar fran manniskor som 6verlevt malaria, och gett dem till barn som
var sjuka i malaria och de tillfrisknade da (2).

Om det finns antikroppar som kan hindra malariamerozoiter fran att
invadera nya roda blodkroppar, sa borde de proteiner som antikropparna ar
riktade mot vara bra att anvidnda i ett vaccin. For att studera antikroppar, har
man tidigare ffa anvint en metod som heter ELISA (Enzyme Linked Immuno
sorbent Assay), som ar relativt billig och enkel att anvinda. Denna metod
mater hur mycket antikroppar det finns, men man far inte veta nagot alls om



funktionen hos antikropparna. Man kan siledes ha tva patienter med samma
niva antikroppar, dér en patient dr skyddad mot malaria darfor att han/hon har
valfungerande antikroppar som hindrar invasion av nya roda blodkroppar,
medan en annan patient har daligt fungerande antikroppar som inte gér nagon
nytta. Vilfungerande antikroppar binder formodligen till sina malproteiner
valdigt hart, medan déliga antikroppar kan binda 16st och lossna snabbt sa att
de inte hinner utéva sin funktion s& bra. Detta har man visat for t ex bakterier,
men ingen har tidigare studerat hur hart naturligt bildade antikroppar hos
manniskor binder till malariaproteiner, eller vilka faktorer som far antikroppar
mot malaria att binda hérdare.

Vi har varit speciellt intresserade av att studera antikroppar mot tva
familjer av malariamerozoitproteiner som tillhér EBA (Erythrocyte Binding
Antigen) och Rh (Reticulocyte Binding homologue) familjerna, som innehéller
proteinerna EBA140, EBA175, EBA182 och Rh2. Vi har tidigare visat att dessa
familjer av proteiner ar av betydelse for att bilda antikroppar som kan hindra
merozoiter fran att invadera nya réda blodkroppar, och vi har utvecklat en
metod for att studera himning av invasion(3, 4). Man vet dock inte exakt vilka
av dessa proteiner som ar de viktigaste i férsvaret mot malaria. Vi har ocksa
intresserat oss for funktionella antikroppar mot malariamerozoitproteinerna
MSP2 (Merozoite Surface Protein 2) och AMA1 (Apical Membrane Antigen 1),
vilka ocksa ar viktiga for invasionen av réda blodkroppar.

2.3 Malaria i Uganda

Uganda ir ett av de lander i virlden dér det finns mest malaria. De
flesta drabbas av malaria forsta gangen redan som mycket sma barn, och de far
sedan malaria upprepade ganger. De som 6verlever upp till vuxen alder har
skaffat sig ett bra forsvar mot malaria. Vi har ett samarbete med Makerere
University i Kampala i Uganda, och har via detta samarbete fatt tillgdng till
blod fran vuxna blodgivare i Kampala.



3. Vara studier av immunitet
mot malaria

3.1 Studier av antikroppar: Kan antikroppar
hindra malariamerozoiter fran att
invadera nya roda blodkroppar?

De B-celler som fungerar bast i kroppen i forsvaret mot malaria, ar de
som kan hjidlpa till att producera riktigt bra antikroppar. Vad ar da bra
antikroppar? Om antikroppar mot malariamerozoiter kan hindra parasiter fran
att invadera nya roda blodkroppar, sa kan inte parasiterna kunna féroka sig
och infektionen kommer att avstanna. Vi har tidigare utvecklat en metod for att
studera funktionen hos malariamerozoitantikroppar (3, 4), och vi har nu
anviant denna metod tillsammans med knock-out parasiter, dvs parasiter som
saknar ett visst protein. Vi har anvint knock-out parasiter for
malariamerozoitproteinerna EBA140, EBA175 och EBA181 och vi fann att
manga immuna manniskor hade funktionellt viktiga antikroppar mot EBA140,
men inte alls manga hade antikroppar mot de andra EBA-proteinerna (5). Om
man skulle vilja bland olika vaccinkandidater sa ar detta viktig information,
eftersom EBA140 till skillnad fran de andra proteinerna kan inducera bra
antikroppar.

Vi har ocksé gjort en annan studie, dar vi jamforde inhibitorisk aktivitet
hos antikroppar i blodet mot olika varianter av parasiter (6). Vi fann att det var
mycket stor skillnad pa inhibitorisk aktivitet beroende pa vilken parasit man
anvande i testet, och detta ar ocksa viktigt att veta om man ska testa ett vaccin,
sa att man vet vilken parasit man ska vilja.

I ytterligare en studie jaimforde vi olika metoder att méta antikroppar,
sdsom nivan av antikroppar (med hilp av ELISA), bindningsstyrka
(ytplasmonresonans) och invasionsinhibition (7). Vi fann att den enda metoden
som korrelerade med hur mycket malariaparasiter patienterna hade i blodet
var invasionsinhibition, vilket verkligen talar for att vi borde anvinda mycket
mer funktionella metoder for att mita antikroppar hos malariapatienter, bade
for att ta reda pd hur immunitet utvecklas och for att utvdrdera olika
vaccinforsok.

Nar man ska odla malariaparasiter i laboratoriet, ar det viktigt att
forhallandena ar sa bra som mdjligt. Vi har gjort en studie dar vi jaimforde olika
odlingsbetingelser, och vi odlade ocksd malariaparasiter direkt fran patienter
vilket 4r mer komplicerat dn att odla parasiter som funnits i laboratoriet ett tag
(8). Vi kunde da se att de invasionsvdgar som parasiterna anviande, ofta
inkluderade de proteiner som vi tidigare ansett intressanta ur
vaccinationssynpunkt.

For att sammanfatta véra studier 6ver hur man bor méta antikroppar
mot malaria, och betona hur viktigt funktionella studier ar, t ex
invasionsinhibition, har vi skrivit en Oversiktsartikel om olika sétt att méta
antikroppar (9).



Sammanfattningsvis kan man saga att vi har visat att det ar viktigt med
antikroppar som kan hindra malariamerozoiterna fran att invadera nya réda
blodkroppar, och vissa specifika antikroppar ar viktigare i forsvaret mot
malaria dn andra.

3.2 Studier av antikroppar: Bindningsstyrka

Om antikroppar ska kunna hindra malariamerozoiter fran att invadera
nya roda blodkroppar i blodet, si maste de binda och sitta hart fast pa sina
maélproteiner. Vi har utvecklat en ny metod for att undersoka affinitet, dvs hur
hart antikroppar binder, till olika malariaproteiner. Vi har anvént
ytplasmonresonans (Surface Plasmon Resonance, SPR, Biacore) vilket ar en
mycket exakt metod dir smé skillnader kan studeras i realtid, nar man har ett
flode av antikroppar 6ver en yta till vilken man bundet sitt protein. I blodet har
man ju alltid ett flode, och vi tror darfor att denna metod ar mer lik hur det
verkligen ar i blodet, jamfort med manga andra metoder. Tidigare har denna
metod anvints mest for att studera monoklonala antikroppar, dvs sddana som
framstillts fran tex moss, men vi har nu anviant SPR for att studera méanskliga
polyklonala antikroppar, vilka ar riktade mot manga olika proteiner. Ytterligare
en fordel med denna metod ar att ingen rening av antikropparna behévs. Man
kan da mita bindningsstyrka hos antikroppar som forekommer i mycket lag
koncentration, vilket annars ar svart. Eftersom det ingar flera olika antikroppar
samtidigt, far man ocksa en uppfattning om hur de paverkar varandra nir de
blandas tillsammans, nagot som ocksa forekommer naturligt i blodet.

Vi anvinde SPR och undersokte blod (innehallande antikroppar) fran
individer i Uganda, och vi sag att olika proteiner uppvisade olika
bindningsstyrka hos antikropparna (10). Antikroppar mot t ex AMA1 band
hérdare dn antikroppar mot MSP2, vilket ar bra att veta om man ska vilja
protein som ska ingé i ett vaccin. Troligen har AMA1 dé storre chans att lyckas
som vaccin, eftersom det kan skapa antikroppar som binder hart och stannar
kvar bundna under ldngre tid. For proteinet MSP2 hade vi tillgang till tva olika
varianter av MSP2, och vi fann att antikroppar mot den ena (MSP2-3D7) band
hérdare an antikroppar mot den andra (MSP2-FC27). Detta ar ocksa viktigt att
veta, eftersom det finns olika varianter av parasiter och det ar viktigt att vilja
ratt variant att inkludera i ett eventuellt vaccin. Vi kunde ocksa se att de som
hade antikroppar med hog bindningsstyrka hade mindre risk att senare
insjukna i malaria.

Sammanfattningsvis har vi visat att manskliga, naturliga antikroppar
mot malaria ar battre om de binder starkt till sina mélproteiner, och att det ar
skillnad pa vilket protein man viljer, nigot som ar viktigt att veta i
utvirderingar av vaccinférsok dar man tidigare aldrig inkluderat studier av
bindningsstyrka.

3.3 Studier av icke-immuna B-celler

For att fa ett riktigt bra immunforsvar mot malaria, s méaste man ha
bra B-celler. B-cellerna ska utvecklas till celler som producerar antikroppar,
och for att det ska bli bra antikroppar méste man ha bra B-celler. Problemet ar
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att malariaparasiterna verkar paverka B-cellerna sd att de inte utvecklas
normalt. For att studera detta narmare, har vi odlat malariaparasiter
tillsammans med B-celler. Vi renade fram B-celler fran blod fran
Blodcentralen, dvs fran svenska friska blodgivare som aldrig haft malaria. Vi
satte sedan B-cellerna tillsammans med malariaparasiter i odlingskultur i 37
grader i tva veckor. Ingen har sa vitt vi vet lyckats med detta tidigare. De flesta
publicerade experiment med B-celler och malariaparasiter har endast pagatt ett
par timmar, sedan har antingen B-cellerna eller malariaparasiterna détt. Vi
gjorde ett antal forsok med olika odlingsbetingelser for att fa detta att fungera,
men till sist lyckades vi fa bade B-cellerna och malariaparasiterna att 6verleva.
Vi tror att det ar viktigt att géra experiment som pégar si har lang tid, for i
manniskokroppen har man malariaparasiter tillsammans med B-celler under
ganska lang tid. Nar vi satte B-celler och malariaparasiter tillsammans, sag vi
mycket férvdnande och intressanta resultat, som vi just nu haller pa att
analysera. Vi har dels studerat malariaparasiterna och hur de paverkas, men
ocksa B-cellerna. B-cellerna far dndrat uttryck av olika molekyler pa sin yta (sk
CD-antigen), och en del av de forandringar vi ser kan forklara varfor det tar sé
lang tid att uppna immunitet mot malaria. Vi sag ocksa dndrade nivéer av olika
immunférsvarsmolekyler (t ex interleukiner), och vi sag forandringar i de gener
som styr olika processer i B-cellerna. Vi haller nu pa att analysera de sista av
dessa data for att sammanstilla det till en publikation.

Sammanfattningsvis kan man siga att dessa studier har vasentligt 6kat
kunskapen om hur malariaparasiter och B-celler interagerar med varandra, och
darmed kan vi bittre forstd hur immunitet mot malaria uppstar.

3.4 Studier avimmuna B-celler

Vi har anvint oss av blod fran friska blodgivare i Uganda (som vi fatt
tillgang till via ett samarbete med Makerere University i Kampala, Professor
Kironde), och har renat fram B-celler fran dessa. Om man lyckats 6verleva till
vuxen alder i Uganda, sa har man troligen haft malaria ménga génger. Vi har
genomfort liknande experiment som med de icke-immuna cellerna fran
svenska blodgivare ovan, och kunde darmed jaimféra immuna och icke-immuna
B-celler med varandra. Vi sdg tydliga skillnader i hur B-cellerna reagerade, och
vi héller just nu pa att analysera dessa data for att sammanstilla det till en
publikation.

3.5 B-celler har ododliggjorts

For att kunna anvinda samma B-celler i manga olika experiment, har vi
ododliggjort en del B-celler fran immuna individer genom att tillsitta Epstein-
Barr Virus (EBV). Dessa celler ar nu nerfrysta och vi kan anvinda dem for olika
jamforelser i experiment vid olika tidpunkter.
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4. Sammanfattning

Sammanfattningsvis kan vi sidga att vi genom vara studier av
immunférsvaret vid malaria nu battre kan forsta varfor det tar s lang tid att bli
immun mot malaria. Darmed finns det ocksa bittre forutsittningar for att
skapa ett fungerande vaccin mot sjukdomen, vilket skulle spara manga liv varje
ar.

Alla resultat som ar publicerade kan aterfinnas som vetenskapliga
artiklar i peer-review granskade tidskrifter pa PubMed
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/.

Stockholm 2013-12-30
Kristina E M Persson, M.D., Ph.D., DTMH, Docent
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