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Transgenic lines can be obtained via integrase-mediated attB × attP recombination into A4 attB  parasites in the absence 
of selective pressure to maintain attP plasmids.
A. Schematic diagram indicating the mechanism of recombination and the position of primers used to verify integration. The plasmid 
pLN-GFP contained two tandem attP elements, either of which can recombine with the attB site present in the A4attB parasite line 
upon co-transfection with pINT, a plasmid expressing the Bxb1 mycobacteriophage integrase enzyme. The tandem array of attB 
plasmids integrated into the IT4var3 locus is represented by the bracketed portion of the A4attB locus. bsd, blasticidin S-deaminase 
selectable marker; HA, hemagglutinin epitope tag; hdhfr, human dihydrofolate reductase selectable marker.
B. Integrase-mediated recombination occurred rapidly and recombinant cell lines could be recovered from co-transfected A4attB 
parasites without applying blasticidin (BSD) pressure to select for the attP plasmid. A4attB parasites were co-transfected with 
pLN-GFP and pINT, and selected with 100 µg/mL of G418 together with 0, 0.5, 1.5, or 2.0 µg/mL BSD. All lines were positive for 
integration, and negative for retention of unrecombined pLN-GFP plasmid, as shown by PCR analyses. The attL junction was
 detected using primers 1091 and 1090 (to the hrp3 5’ untranslated region of pLN-GFP), the attR junction using primers M13F 
(specific for the pLN-GFP plasmid backbone) and 1094, and unrecombined plasmid using primers M13F and 1090. Expected 
product sizes are indicated.
C. Live cell imaging, showing the relative proportions of fluorescent GFP-expressing cells in non-selected (top row) and BSD-
selected (bottom row) parasite cultures. Both cultures are shown at 60 × magnification to display a representative sampling of GFP-
expressing cells. Hoechst nuclear staining was used to identify the infected red blood cells. BF indicates the bright field image.



Liebe Elke!

Tut mir leid, dass ich mich so lange nicht geruehrt habe! Meine einzige Entschuldigung ist, dass wir ziemlich beschaeftigt sind. Unser Kleiner ist jetzt 2 Monate alt. Er ist am 13. Juni auf die Welt gekommen. Die Geburt war schwer, es hat ueber 24 Stunden gedauert und sie haben am Ende mit einer Saugglocke nachgeholfen. Hui hat sich noch immer nicht ganz erholt. Meine Mama war am Anfang 6 Wochen da, um uns zu helfen. Sie und Hui haben sich aber leider ueberhaupt nicht verstanden. Ich wuerde sagen guter Wille auf beiden Seiten, aber manchmal gibt es so Kombinationen von Menschen, die fast zum Streiten anfangen, wenn sie die selbe Meinung haben. Das war leider so was, schau ma mal, wie es laengerfristig wird. Unser Kleiner heist Lukas, eigentlich Lukas Jiajiamu Melcher. Jiajiamu ist der chinesische Name, das erste Jia ist Huis Nachname und Jiamu heisst schoener Baum oder Teebaum.

Liebe Elke!

Inzwischen ist er 4 Monate alt und ich bin furchtbar! Tut mir leid, dass die email noch immer nicht bei Dir ist! Hui geht es inzwischen besser. Sie what aber in der Zwischenzeit einen Unfall gehabt. Sie ist mit dem Bus nach Hause gefahren, ein Auto hat eine rote Ampel ueberfahren und ist mit dem Bus kollidiert. Hui hat Zerrungen und Prellungen in einem Bein abbekommen, aber zum Glueck war nichts gebrochen. Eine Zeitlang hat sie nicht ordentlich gehen koennen, aber das ist zum Glueck auch vorbei. Jetzt geht es ihr sowohl von Geburt als auch vom Unfall her viel besser. Lukas gedeiht. Er ist zum Glueck eine relativ ruhige Natur. In der Nacht wacht er allerdings schon noch ein paar mal auf (wir wechseln uns mit Nachtschichten ab). Er ist gerne aufrecht (sprich wir muessen ihn aufrecht halten) und seit einiger Zeit geht er (wenn wir ihn halten). Die neuesten Entwicklungen sind dass er gezielt greifen kann. Zweimal, wie er auf meinem Bauch gesessen ist, hat er angefangen, mein Hemd aus der Hose zu ziehen und interessiert geschaut, was darunter ist. Und er hat angefangen, sich fuer unser Essen zu interessieren. Wenn wir essen, moechte er unbedingt die Schuessel haben. Ich schreib Dir spaeter mehr, ich bin gerade in der Arbeit und muss bald nachhause.

Was gibt es bei Dir? Es tut mir wirklich leid, dass ich mich so lange nicht geruehrt habe! Dem Bandi muss ich auch noch schreiben, weisst Du wie es ihm geht? Wenn Du Zeit hast, koennen wir vielleicht wieder einmal per skype tratschen.

Alles Liebe,
Martin

-------- Original-Nachricht --------
> Datum: Sun, 25 Jan 2009 15:41:01 +0100
> Von: "Elke Fürtbauer" <elke.fuertbauer@univie.ac.at>
> An: "Martin Melcher" <mischpoche@gmx.at>
> Betreff: Re: Hallo

> Hallo Martin!
> 
> Das ist die beste und fröhlichste Nachricht seit langem, die ich gehört 
> habe. Und freue mich sehr für Euch drei.
> Und für Dich, daß du jemanden gefunden hast mit dem du den Rest deines 
> Lebens verbingen willst. Das Hui aus dem asiatischen Raum stammt
> überrrascht 
> mich ganz und gar nicht ;-))). Dein Stammhalterlein: handsome and cute
> ;-).
> Treffe Deine Eltern am Mi und bin neugierig was sie sagen.
> 
> Sorry, daß ich nicht gleich geantwortet habe,  hatte einige Tage (fast
> eine 
> Woche) kein Internet zu Hause. Ist wohl an Chello gelegen, denn plötzlich
> ging's wieder. Hab schon länger Probleme damit: von wegen E-mails, die 
> verschwinden oder erst Tage später ankommen.
> 
> Viel neues gibt's nicht zu erhählen. Arbeite ein bißerl im Lab, bewerbe
> mich 
> und hab' da irgendwie die Hoffnung aufgegeben was interessantes zu finden.
> Jeannie spielt mit den Gedanken auch aus Wien wegzugehen, Tendenz:
> England. 
> Mal sehen.
> Bin bald ganz alleine in Wien, hm, und keine Aussicht jemals jemanden zu 
> finden mit dem ich mein restliches Leben verbringen will ;-(.
> Naja, dann gibt's noch das Klettern ;-) und vielleicht gehe ich nächstes 
> Semester wieder Aktzeichen - Evi ist daran ebenfalls interessiert. Auch
> mal 
> sehen.
> 
> Meinem Brüderlein geht's wieder gut. Die Viren sind wieder weg und der 
> Biopsie Befund ist auch da.
> Sieht nicht so gut aus. Er kann diese Myokarditis immer wieder bekommen. 
> Wahrscheinlich was Vererbtes!
> Der Arzt hat meinen Eltern erklärt, daß sein Körper die Viren nicht
> erkennt, 
> wenn er mit ihnen konfrontiert wird und sie deshalb reinläßt, sein
> Körper 
> sie aber dann schon ganz gut bekämpft.
> Hab' den Befund noch nicht gesehen, aber für einen Immunologen hört sich
> das 
> so an:  Wahrscheinlich ein Defekt in den Innate Immunity pathways 
> (vielleicht einer der TLR oder ein protein der Signalling kaskade, ...).
> Die 
> Adaptive Immunity scheint - gott sei dank - in Ordnung zu sein.  Aber das 
> ist meine Interpretation, kann auch was anderes sein, .. Was denkst Du?
> Halt abwarten,  ob und was da im Befund steht. Auf jeden Fall soll er viel
> in du Luft und Ausdauersport betreiben (Bergwandern, Radfahren, Laufen 
> Langlaufen, ...), damit sich sein Herzerl wieder etwas erholt - seins ist 
> zur Zeit wie das von einem 50ig Jährigen!!!  Mal sehen.
> 
> Bin Weihnachten 2 Wochen mit dem kleinen herumgehangen (konnte sich wegen 
> der Biopsie nicht wirklich bewegen). Mußte mir science-finction ansehen 
> (Kubriks 2001) mit Pink-floyd-Musik im Hintergrund (Letzter Teil). Und 
> Tommi. Musik aus den 60ern, 70ern, .... Er ist halt ein bißerl
> verschroben, 
> genau wie ich ;-). War etwas Skifahren und hab Sylvester zuviel 
> durcheinander getrunken ;-).
> 
> Hab' mit Bee um Sylvester herum telefoniert - geht ihr und ihrer Familie 
> sehr gut. Aber Du telefonierst mit ihr sicher mehr als ich. Hast du Ihr 
> schon das Bild vom Kleinen geschickt?
> 
> Lg an Dich, Hui und dem/der Kleinen und hoffe es geht euch allen gut,
> 
> Elke
> 
> 
> 
> From: "Martin Melcher" <mischpoche@gmx.at>
> To: ""Elke Fürtbauer"" <elke.fuertbauer@univie.ac.at>
> Sent: Thursday, January 22, 2009 4:17 PM
> Subject: Hallo
> 
> 
> > Hallo Elke!
> >
> > ich habe ein paar Mal probiert, dich anzurufen. Ich wuerde ganz gerne 
> > wieder einmal mit Dir tratschen. :-) Ich habe auch ein paar kleine 
> > Neuigkeiten. Shanghai war schoen, aber anstrengend. Das hat auch was mit
> > den Neuigkeiten zu tun. Oder eigentlich mit der Neuigkeit, die Neuigkeit
> > kommt, wenn alles gut geht, am 9. Juni auf die Welt (oder etwas frueher 
> > oder spaeter). Wir haben in Shanghai Amniocentesis machen lassen, weil
> Hui 
> > ja doch 8 Jahre aelter ist als ich und wir Angst vor Downs gehabt haben.
> > Es ist aber zum Glueck alles gut gewesen. Bevor das Ergebnis da war,
> haben 
> > wir es auch nicht wirklich irgendwem sagen wollen, das kannst Du sicher 
> > nachempfinden. Wir sind jetzt ziemlich gluecklich und erleichtert. In 
> > Shanghai habe ich auch gleich Huis Familie (oder einen Teil davon) 
> > kennegelernt. Das war jetzt die wichtigste Neuigkeit meines Lebens in 
> > Kuerze. :-) Wenn Du Zeit zum Skypen hast, ich stehe noch immer sehr
> frueh 
> > auf, weil ich den Jetlag noch nicht ueberwunden habe. Wir haben 9
> Stunden 
> > Zeitunterschied, 6 in der Frueh bei mir ist 3 am Nachmittag bei Dir.
> Wenn 
> > Du einmal 3 bis 4 am Nachmittag Zeit hast, koennen wir vielleicht 
> > tratschen?
> >
> > Alles Liebe,
> > Martin
> >
> > P.S.: Ich schick Dir noch ein kleines Bilderl mit.
> >
> > -- 
> > Psssst! Schon vom neuen GMX MultiMessenger gehört? Der kann`s mit
> allen: 
> > http://www.gmx.net/de/go/multimessenger
> > 
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MiniPfEMP1 expressing parasites do not bind to CD36. 
Graph showing the number of infected red blood cells adherent to either spotted CSA or spotted recombinant CD36-Fc. 
CS2 and A4 are isogenic control parasite lines that bind to the host receptors CSA and CD36 respectively. The A4var-V5-
TM-ATS-GFP, R29var-V5-TM-ATS-GFP and R29var-V5-GFP-TM-ATS parasite lines were panned six times on the CSA 
receptor prior to assessing binding to CD36 and CSA, and had switched to VAR2CSA as the endogenous PfEMP1 protein. 
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Surface trypsin digestion of miniPfEMP1 proteins.
FACS histograms of gated infected RBCs. Specific antibody stainings are as indicated on the left; the three miniPfEMP1 
parasite lines are listed across the top of the figure. The top row shows cells stained with anti-VAR2CSA DBL1 sera, in the 
bottom row the A4var-V5-TM-ATS-GFP parasite line was stained with anti-A4var CIDR1 sera and the R29var-V5-TM-ATS-GFP 
and R29var-V5-GFP-TM-ATS parasite lines were stained with anti-R29var DBL1 sera. Cell populations labeled with specific 
antibodies (positive control) are shown in black and control cell populations without primary antibodies (negative control) are 
shown in light blue. Cells treated with trypsin at 1 mg/ml are shown in red, 0.1 mg/ml orange and 0.01 mg/ml blue. 
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Chimeric miniPfEMP1 plasmids based upon the PfEMP1 variant IT4VAR3. 
The first 197 codons (designated NTS) of the IT4var3 gene were fused in frame to a V5 epitope tag (filled arrowhead), followed 
by the transmembrane domain (TM) and acidic terminal sequence (ATS), together with a GFP tag placed either before the TM 
(A: plasmid p-attP-hrp3-NTS-V5-GFP-TM-ATS-hsp86-CBD) or after the ATS (B: plasmid p-attP-hrp3-NTS-V5-TM-ATS-GFP-
hsp86-CBD). Both plasmids possess a selectable marker encoding the bsd resistance gene, and a directional attP site (empty 
arrowhead) upstream of the hrp3 promoter. Plasmids contain unique SpeI, AvrII, and BglII sites for incorporation of alternative 
sequences encoding PfEMP1 exposed domains.


