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1 Einleitung
1.1 Malaria allgemein

Malaria ist eine Infektionskrankheit, die durch Protozoen hervorgerufen wird.
Die humane Malaria kann durch die folgenden funf bisher bekannten
Plasmodienarten verursacht werden: Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale und Plasmodium knowlesi. Die
durch P. falciparum verursachte Malaria tropica ist dabei die geflrchtetste, da
es ohne Therapie haufig zu einem schweren Verlauf bis hin zum Tod kommen
kann. In Afrika sind 99% der tddlich verlaufenden Malariafalle durch P.
falciparum verursacht (WHO, 2017b).

Flr 2016 wurde die Zahl der Malariainfektionen im WHO World Malaria Report
2017 auf 216 Millionen geschatzt; 445.000 davon verliefen todlich. 90% der
weltweiten Malariafalle und der tddlichen Malariaverlaufe sind dabei in der
WHO Region Afrika lokalisiert. Gefahrdet fur einen schweren Verlauf sind
insbesondere Kleinkinder und Schwangere. Eine Studie aus 18 Subsahara-
Landern schatzt, dass 2016 39% der Kinder mit Fieber keine medizinische
Versorgung erhielten (WHO, 2017b).

Entscheidend fur die Malariaeradikation sind neben der Vektorkontrolle die
frlhzeitige medikamentdse Therapie, ein effizienter Impfstoff sowie eine

zuverlassige Diagnostik.

1.2 Diagnostik

Zur Routinediagnostik werden primar Lichtmikroskopie und Schnelltests,
sogenannte Rapid Diagnostic Tests (RDTs), verwendet. Sie haben den Vorteil,
dass keine Laborausstattung bendtigt wird und sie schnell Ergebnisse liefern.
Damit kann eine schnelle Einleitung der Therapie, bzw. die Suche nach
anderen Krankheitsursachen ermdglicht werden. Goldstandard ist die
lichtmikroskopische  Beurteilung eines mit Giemsalésung gefarbten
Blutausstrichs (Warhurst and Williams, 1996). Unterschieden werden ein

~<dunner® und ,dicker” Blutausstrich (,dicker Tropfen®).



Auch eine Diagnose mit konventioneller PCR oder quantitativer PCR (qPCR) ist
mdglich, spielt aber in der Routinediagnostik aufgrund des hohen Zeitaufwands
keine Rolle. Auch die bendtigte Laborinfrastruktur und der Kostenfaktor
disqualifiziert die PCR zur Routinediagnostik in den meisten Endemiegebieten.
Genutzt werden diese Methoden deshalb vor allem im wissenschaftlichen
Kontext. lhre Starke ist die hohe Sensitivitat und die Mdglichkeit eines hohen
Probendurchsatzes (Kamau et al., 2011, Hermsen et al., 2001). Dies ermoglicht
zum Beispiel bei Pravalenzerhebungen von Infektionen in Endemiegebieten
auch die Detektion von submikroskopischen Parasitamien (Okell et al., 2009).
Eine genaue Artbestimmung ist ebenfalls moglich (Veron et al., 2009, Perandin
et al., 2004, Smythe et al., 1990, Farnert et al., 2001, Viriyakosol et al., 1995).
Fir die Diagnostik mit konventioneller PCR gibt es sehr viele veroffentlichte
Primersequenzen, die zum Grof3teil die 18S rDNA als Zielsequenz haben. Zur
P. falciparum Diagnostik mittels gPCR sind ebenfalls bereits mehrere Protokolle
etabliert. Als Zielgene sind die 18S rDNA, P. falciparum aquaglyceroporin und
P. falciparum cytochrom b beschrieben (Farrugia et al., 2011, Kamau et al.,
2011, Rougemont et al., 2004, Lee et al., 2002, Padley et al., 2008, Veron et
al., 2009, Wurtz et al., 2013).

Bei RDTs werden immunchromatographisch Plasmodien-spezifische Antigene
(Proteine) im Blut nachgewiesen. Es gibt aktuell mehr als 80 Tests
unterschiedlicher Hersteller zur Detektion von hauptsachlich zwei
unterschiedlichen Antigenen, das Histidin-reiches Protein 2 (PfHRP2), das nur
von P. falciparum exprimiert wird, und die Laktatdehydrogenase. Tests zur
Detektion von PfHRP2 werden deutlich haufiger angewandt, da in Studien
gezeigt wurde, dass die Tests sensitiver (Abba et al., 2011) und hitzestabiler
sind (Chiodini et al., 2007). Was zum Teil auch an PfHRP2 selbst liegt, das sehr
stabil ist, in grolen Mengen von P. falciparum exprimiert wird und lange im Blut
nachweisbar ist. Die Laktatdehydrogenase (LDH) wird von allen
humanpathogenen Plasmodienarten exprimiert, mit Spezies-spezifischen
Unterschieden, und durch die Gewinnung und Verwendung spezifischer
monoklonaler Antikorper in den entsprechenden RDTs, lassen sich die Arten
unterscheiden (Abba et al., 2011). Ein Nachteil der RDTs mit PfHRP2 ist es,



dass das Protein, auch wenn im Blut keine Parasiten mehr sind, noch mehrere
Wochen nachweisbar bleibt (Mayxay et al., 2001, Uguen et al., 1995,
Kyabayinze et al., 2008). Dies kann zu falsch positiven Ergebnissen flihren.
LDH dagegen wird schneller aus dem Blut eliminiert. Allerdings sind LDH-
basierte RDTs viel weniger sensitiv als PfHRP2-basierte RDTs (Li et al., 2017,
Brown et al., 2004). Die WHO in Zusammenarbeit mit FIND testet regelmaliig
die Performance der RDTs und veroffentlich eine Liste an empfohlenen
Produkten. Bislang gibt es keine verlassliche Alternativen zu PfHRP2-basierten
RDTs (WHO, 2017a).

In PfHRP2-RDTs reagiert durch die hohe Ahnlichkeit der Proteine auch ein
weiteres Histidin-reiches Protein mit den Antikorpern: PfHRP3. Dadurch konnte
bei D10, einem Laborstamm von P. falciparum, der PfHRP2 nicht exprimiert, bei
einer Parasitamie von mehr als 1000 Parasiten/pl ein positiver RDT beobachtet
werden (Baker et al., 2005).

Eine unkomplizierte Malaria kann sich schnell zu einer schweren Verlaufsform
weiter entwickeln. Deshalb gilt als Kernprinzip schnelle Diagnostik und prompte,
effektive Therapie innerhalb 24-48h nach Einsetzen der ersten Symptome
(WHO, 2015). Seit 2010 fordert die WHO bei allen Fallen mit Verdacht auf
Malaria eine parasitologische Diagnostik per Mikroskop oder RDT, bevor
Patienten mit Malariamedikamenten behandelt werden. Hintergrund ist, dass in
Malaria-endemischen Landern, also oft armen Landern, fiebernde Patienten
sehr haufig auf Verdacht hin mit Malariamedikamenten behandelt wurden. Der
verbreitete und ggf. unnétige Einsatz beschleunigt die Resistenzentwicklung
der Parasiten einerseits und andererseits erhalt der Patient keine adaquate
Therapie, wenn andere Ursache zu Grunde liegen (z.B. bakterielle Infektionen,
etc.). Eine Behandlung auf Verdacht soll nur durchgeflhrt werden, wenn die
Diagnostik innerhalb von 2h nach Eintreffen des Patienten in einem ,point of
care” nicht mdglich ist (WHO, 2010). Die WHO berichtet in ihnrem World Malaria
Report von 2016 durch Auswertung von Daten der nationalen
Malariakontrollprogramme von einem Anstieg des Anteils der bei

Malariaverdacht getesteten Falle. Insbesondere in der WHO Region Afrika stieg



der Anteil von 40% in 2010 auf 76% in 2015. Bei 74% wurde die Diagnostik mit
RDTs durchgefiihrt (WHO, 2016b).

In den letzten Jahren wurden vor allem in Afrika die RDTs immer weiter
verbreitet. 2016 wurden insgesamt 312 Millionen RDTs ausgeliefert. Davon 296
Millionen in die WHO Region Afrika (WHO, 2017b).

Deshalb sollen im Folgenden die RDTs der Diagnose per Lichtmikroskopie kurz
gegenubergestellt sowie Vor- und Nachteile betrachtet werden. Fur die
mikroskopische Diagnose sind gut geschultes Personal, ein geeignetes
Mikroskop mit verlasslicher Stromversorgung und entsprechende Reagenzien
fur die Farbung nétig. Insbesondere trainiertes und erfahrenes Personal, das
zuverlassig im Blutausstrich Malariaparasiten von Artefakten unterscheiden
kann, ist haufig nicht vorhanden. Der Umgang mit RDTs kann dagegen leicht
erlernt werden und es wird aul3er dem gelieferten Set aus Teststreifen und
Pufferlésung kein weiteres Material oder Laborausstattung bendtigt. Auch in der
Schnelligkeit bis Erhalt des Ergebnisses sind die RDTs der Mikroskopie
uberlegen. Somit wird vor allem in entlegenen Regionen und Orten, in denen
Malariadiagnostik nur selten angewandt wird eine verlasslichere Diagnostik
ermdglicht. Allerdings muss dabei auch bedacht werden, dass RDTs im
Gegensatz zur Mikroskopie keine Aussage uber die HOhe der Parasitamie
machen koénnen. Die in RDTs als Antigen genutzten Proteine werden nur
verzogert eliminiert (Mayxay et al.,, 2001). Dadurch kann das
Therapieansprechen im Gegensatz zur Mikroskopie in RDTs nicht beurteilt
werden. AulRerdem kénnen nicht alle RDTs zwischen unterschiedlichen Spezies
unterscheiden. Die Sensitivitat der RDTs nimmt bei niedrigen Parasitamien
deutlich ab (WHO, 2017a). Um von der WHO empfohlen zu werden muissen
RDTs ein Detektionslimit von mindestens 200.000 Parasiten/ml haben. Die
Sensitivitat der Mikroskopie hangt stark von den Mikroskopisten ab (Kilian et al.,
2000). Unter Feldbedingungen erreichen erfahrene Wissenschaftler ein
Detektionslimit von 50.000-100.000 Parasiten/ml Blut (Wongsrichanalai et al.,
2007).



1.3 Das pfhrp2-Gen

Bei den meisten RDTs wird PfHRP2 zur Detektion einer Infektion mit P.
falciparum nachgewiesen. Es ist spezifisch fur P. falciparum, da die anderen
Plasmodienarten kein pfhrp2 Gen haben. Pfhrp2 ist als einfache Kopie (single
copy gene) subtelomerisch auf Chromosom 8 lokalisiert (Scherf and Mattei,
1992, Wellems and Howard, 1986) und ist 1063bp lang (entsprechend dem
Referenzgenom von P. falciparum Stamm 3D7). Es setzt sich aus 2 durch ein
Intron getrennte Exons zusammen, wobei Exon 2 die Aminosauresequenz des
PfHRP2-Proteins codiert. Dieses Protein wird in allen erythrozytaren
Entwicklungsstadien von P. falciparum exprimiert (Kemp et al., 1987), in das
Zytosol des infizierten Erythrozyten exportiert (Howard et al., 1986) und wird
durch Ruptur der Erythrozyten ins Blut des Malariapatienten freigesetzt. (Parra
et al., 1991). Die Funktion von PfHRP2 in P. falciparum ist nicht endgultig
geklart. Mashima et al. (2002) beobachteten, dass PfHRP2 in einem Komplex
mit Ferri-Protoporphyrin 1X (FePPIX) die Autooxidation von Ascorbat hemmt.
Auch Beteiligung an der Kristallisierung von Hamozoin (Sullivan et al., 1996),
Hemmung von Antithrombin (Ndonwi et al., 2011) und die Stérung der Blut-
Hirn-Schranke (Pal et al., 2016) wird beschrieben. Das Fehlen von PfHRP2
scheint keinen Einfluss auf die Uberlebensfahigkeit des Parasiten zu haben und
ist insoweit nicht essentiell fur P. falciparum, sodass auch eine Infektion mit
PfHRP2-negativen Parasiten zu einer symptomatischen Infektion und einer
Ubertragung der Parasiten fiihrt (Rock et al., 1987, Gamboa et al., 2010, Kemp
et al., 1987).

Das Gen besteht aus zahlreichen Alanin- und Histidin-reichen
Wiederholungssequenzen und ist sehr variabel in seiner Basenfolge und Lange
(Deme et al., 2014, Li et al., 2015, Kumar et al., 2012, Baker et al., 2010, Baker
et al., 2005, Bharti et al., 2016). Der Langenunterschied kann insbesondere auf
die Anzahl der Wiederholungssequenzen zuruckgefuhrt werden (Baker et al.,
2005). Trotz dieser starken Variationen konnte bei einer Untersuchung von
Baker et al. (2010) kein statistisch relevanter Zusammenhang zwischen

Genstruktur und Sensitivitat der RDTs bei 200 Parasiten/pl erkannt werden.



P. falciparum exprimiert noch zwei weitere Histidin-reiche Proteine: PfHRP1/
knob-assoziertes PfHRP und PfHRP3/ small HARP. Im Vergleich der
Gensequenz des Parasitenstamms 3D7 stimmen die Basen des pfhrp3-Gens
zu 72,4% mit dem des pfhrp2-Gens uberein. Es wird angenommen, dass sich
diese beiden aus dem gleichen Vorlaufergen entwickelten (Wellems and
Howard, 1986).

1.4 Konventionelle PCR und gPCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur Amplifikation von
DNA. In dieser Arbeit wird die quantitative PCR (qPCR, auch: Real-Time PCR)
als Methode verwendet. Deshalb werden im Folgenden die entscheidenden
Vor- und Nachteile dieser Methode gegenulber der konventionellen PCR (kurz:
PCR) dargelegt.

Bei der PCR wird am Ende der Amplifikationszyklen das Produkt zum visuellen
Nachweis mit einem DNA-interkalierenden Farbstoff gemischt und auf ein
Agarosegel aufgetragen. Angetrieben durch elektrische Spannung bewegen
sich die negativ geladenen DNA-Molekile in Richtung der Anode und werden
entsprechend ihrer Lange (Anzahl der Basen) durch die Poren im Agraosegel
aufgetrennt. Die Lange ist der einzige Parameter um Amplifikate voneinander
zu unterscheiden. Die Auswertung erfolgt rein visuell. Im Gegensatz dazu wird
bei der gPCR mit einer DNA-spezifischen Sonde jedes Amplifikat wahrend
seiner Zunahme mit Farbstoff sichtbar gemacht. Die Fluoreszenzintensitat
nimmt mit zunehmender Amplifikatmenge zu. Die Fluoreszenzintensitat wird
von Photomultipliern wahrend der Amplifikation detektiert. Daraus lasst sich der
Cqg-Wert (quantification cycle) berechnen. Dies ermdglicht eine quantitative und
objektive Auswertung der Experimente und anschlieRende statistische
Berechnungen (Heid et al., 1996). Da bei der PCR im Gegensatz zur qPCR zur
Auswertung eine Weiterverarbeitung der Amplifikate nétig ist, sind mehrere
Arbeitsschritte mit einhergehender Laborausstattung naétig.

Die DNA-Amplifikation verlauft in drei Phasen. In der ersten Phase kommt es zu

einer Verdopplung der DNA-Menge in jedem Zyklus (bei einer angenommenen



Effektivitat von 100%). Dies entspricht einer exponentiellen Zunahme. In der
zweiten linearen Phase sind die Substrate der Reaktion langsam aufgebraucht
und die Effektivitat der Amplifikation nimmt dadurch ab. In der dritten Phase
sind keine Substrate verblieben und es kommt zu keiner weiteren Amplifikation.
Diese wird Plateauphase genannt. In der konventionellen PCR wird das
analysierte Produkt aus dieser Phase gewonnen (Endpunktmessung). In der
gPCR wird die exponentielle Phase zur Analyse herangezogen. Das ist
mdglich, da die Fluoreszenzintensitat kontinuierlich wahrend des Verlaufs
erfasst wird. Werden Replikate der gleichen Probe untersucht zeigt sich, dass
sie gleiche Cg-Werte, aber unterschiedliche DNA-Mengen in der Plateauphase
erreichen. Das liegt an der individuellen Kinetik der Reaktionen nachdem die
Substrate nicht mehr im Uberfluss vorliegen. Die DNA-Menge am Ende der
Amplifikation wird dariber hinaus noch davon beeinflusst, dass es mit der Zeit
zum Abbau von DNA kommt. In der gPCR wird die Zunahme der DNA-Menge
davon unabhangig gemessen. Ein Abbau beeinflusst das Ergebnis nicht. Das
Ergebnis der gPCR korreliert also starker mit der Ausgangs-DNA-Menge, als
die DNA-Menge, die in der konventionellen PCR analysiert wird (Mackay,
2007). Zur Quantifizierung des Ausgangsmaterials konnen beide Methoden
herangezogen werden. Beide vergleichen das Signal des Amplifikats mit dem
einer Verdlinnungsreihe bekannter Konzentration. Die Mengenbestimmung der
PCR geschieht anhand des Vergleichs der Signalintensitat und Ausdehnung
der Bande der Probe und der des Standards. Fur die Quantifizierung in der
gPCR wird die Regressionsgerade, die den Zusammenhang der Cqg-Werte der
Verdlinnungsreihe  mit  deren logarithmisch  aufgetragenen DNA-
Ausgangsmenge beschreibt bestimmt. Die DNA-Ausgangsmenge der Probe
kann dann aus deren Cqg-Wert errechnet werden. In Auflésung und
Reproduzierbarkeit ist die qPCR damit der konventionellen PCR deutlich
uberlegen (Bustin, 2000). AulRerdem ermdglicht die qPCR eine automatisierte,
schnelle und parallele Bearbeitung vieler Proben (Heid et al., 1996). Ein
weiterer Vorteil der gPCR ist, dass mehrere Zielsequenzen in eine Reaktion
integriert werden kénnen. Solche Multiplexreaktionen sparen Probenmaterial

und ermdglichen es eine interne Kontrolle mit einzuschlielen (Bustin, 2000,



Wittwer et al., 2001, Edwards and Gibbs, 1994). Fiur die konventionelle PCR
sprechen die geringeren Kosten flr Gerate und Reagenzien, allerdings ist sie

allgemein nicht so senstiv wie eine qPCR.

1.5 Deletionen des pfhrp2-Gens

Gamboa et al. berichteten 2010 erstmals von P. falciparum Stammen in Peru,
die durch PfHRP2-basierte RDTs nicht nachgewiesen werden konnten, weil sie
eine Deletion des pfhrp2-Gens hatten (Gamboa et al.,, 2010). Eine
nachfolgende, retrospektive Studie konnte zeigen, dass es in der Loretoregion
in Peru zu einem Anstieg des Anteils an Parasiten mit pfhrp2-Gendeletionen
kam. Die Proben von 1998-2001 zeigten Deletionen in 21% der untersuchten
Parasiten, die Proben von 2003-2005 zeigten dagegen bereits 41% (Akinyi et
al., 2013).

Mittlerweile wurden P. falciparum Stamme mit pfhrp2-Gendeletionen in allen
Malariaregionen weltweit nachgewiesen. In Sidamerika ist die Verbreitung mit
bis zu 50% besonders hoch. (Menegon et al., 2017, Houze et al., 2011, Kumar
et al., 2012, Koita et al., 2012, Kozycki et al., 2017, Parr et al., 2017, Amoah et
al., 2016, Bharti et al., 2016, Li et al., 2015, Atroosh et al., 2015, Deme et al.,
2014, Wurtz et al., 2013, Fontecha et al., 2018, Plucinski et al., 2018) Der
Nachweis in den entsprechenden Studien erfolgte immer mittels PCR auf den
pfhrp2-Locus. Wurde kein optisches Signal im Agarosegel visuell detektiert,
wird von einer pfhrp2-Deletion ausgegangen. Zusatzlich wird in den Studien
auch die Parasitamie kontrolliert. Weitere Kontroll-PCRs sollen externe
Faktoren (z.B. Inhibitoren in den DNA-Proben) als Ursache flr eine fehlende
Amplifikation ausschliel3en. Durch die Gendeletion wird PfTHRP2 nicht exprimiert
und es kann auch bei bestehender P. falciparum Infektion zu einem negativen
Ergebnis im RDT kommen. Teilweise kann es durch PfHRP3 trotzdem zu einer
schwach positiven Bande im RDT kommen (Baker et al., 2005). Der Effekt von
PfHRP3 ist allerdings nicht systematisch untersucht. Die WHO rat die
geographische Verteilung der Deletionen 2zu untersuchen, um so

gegebenenfalls andere RDTs zu entwickeln und einzusetzen (WHO, 2016a).



In in vitro gehaltenen Laborstdmmen wurden bereits friher Deletionen von
Genabschnitten, die pfhrp2 enthalten beschrieben (Kemp et al., 1987, Pologe
and Ravetch, 1988, Scherf and Mattei, 1992).

Auch unabhangig von pfhrp2-Deletionen kann es in RDTs zu variablen
Ergebnissen kommen (Abba et al.,, 2011) und auch viele andere Faktoren
kénnen zu falsch negativen Ergebnissen fiihren. Uber die in den RDTs
verbauten monoklonalen Antikdrper gibt es nicht viele Informationen. Es ist
nicht klar welche Klone verwendet wurden und welche Epitope diese erkennen,
bzw. ob und inwiefern sie sich in der Epitoperkennung unterscheiden.
Aulerdem haben die Herstellungsqualitat, die Lagerbedingungen des Testsets
(Chiodini et al., 2007), mangelhafte Ausfiihrung und die Interpretation des
Testergebnisses durch den Nutzer (Rennie et al., 2007, Harvey et al., 2008)
einen grollen Einfluss auf das Ergebnis. Auch eine Veranderung auf
Parasitenseite kann ursachlich sein. Ein verandertes Zielprotein, z.B. durch
mutationsbedingte Veranderung der Aminosauresequenz, vor allem der fir die
Antikérper genutzten Epitope oder eine Nullmutation kann Ursache eines
falsch-negativen RDTs sein. Daruber hinaus kénnen sowohl sehr geringe, als
auch hohe Parasitamien, bzw. Antigenmengen im Blut zu falsch-negativen
Ergebnissen fihren (Luchavez et al., 2011).

Fur LDH ist keine Deletion im P. falciparum-Genom bekannt und da es sich um
ein essentielles Enzym des Parasitenstoffwechsels handelt auch sehr
unwahrscheinlich (Turgut-Balik et al., 2004).

Die Zuverlassigkeit von RDTs in Regionen mit pfhrp2-Deletionen ist deutlich
erniedrigt. Die Folgen von falsch negativer Diagnostik von P. falciparum
Infektionen kann durch ausbleibende Behandlung schwerwiegende Folgen
haben. In vielen Endemiegebieten in Afrika gibt es kaum gut erhobene Daten

uber den pfhrp2-Status der dortigen Parasitenpopulation.

1.6 Zielsetzung und Fragestellung

In vielen Regionen weltweit wurden bereits P. falciparum Stamme gefunden, die

PfHRP2 nicht exprimieren, da sie das entsprechende Gen nicht mehr im



Genom tragen. Das kann zu einem falsch-negativen Ergebnis des PfHRP2-
basierten RDTs fuhren. Im schlimmsten Fall bleibt dann eine notwendige
Malariatherapie aus und der Patient kann daran versterben. Unbehandelt
konnen sich diese Parasiten ggf. vermehrt ausbreiten. Bislang werden in
entsprechenden epidemiologischen Studien pfhrp2-Gendeletionen mittels PCR
indirekt nachgewiesen — wird keine Amplifikation detektiert wird dies einer
Gendeletion gleichgesetzt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte erstmals eine qPCR zur Detektion von pfhrp2-
und pfhrp3-Deletionen etabliert werden. Die gPCR ist in vielen Fallen sensitiver
als eine PCR, liefert objektive und quantifizierbare Ergebnisse und ermdglicht
den effizienten Durchsatz vieler Proben, wie sie bei epidemiologischen Studien
notwendig werden. Zudem kdénnen mehrere Parameter parallel in einer einzigen
Probe gemessen werden.

Ziel der Arbeit war die Entwicklung und Etablierung einer Multiplex-qPCR zur
simultanen Detektion von vier unterschiedlichen Genen. Neben pfhrp2 und
pfhrp3, die wichtig flr die RDT-Diagnostik sind, soll pf B-tublin und pf cytochrom
b detektiert werden. Pf B-tublin ist wie pfhrp2 und pfhrp3 ein “single copy gene”
und dient hier entsprechend als Kontrollgen fir die Amplifizierbarkeit. Pf
cytochrom b dient dem Nachweis und der Quantifizierung einer P. falciparum
Infektion. Zunachst wurde fur jedes einzelne Gen das qPCR-Protokoll
entwickelt und dann schrittweise zur Multiplex-qPCR kombiniert. Zusatzlich
wurden unterschiedliche Assayparameter validiert, die Spezifitat fur das
jeweilige Gen sowie das entsprechende Detektionslimit bestimmt.

Das entwickelte Multiplex-gPCR-Protokoll soll Uber die Arbeit hinaus
anschlieRend zum Screening von klinischen lIsolaten aus Gabun eingesetzt
werden. Hier wird zu Zeit eine epidemiologische Studie durchgefuhrt, mit dem
Ziel die Pravalenz der pfhrp2 und pfhrp3 Deletionen in Gabun zu bestimmen

(Kreidenweiss et al., 2019).
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerate

Tabelle 1: Verwendete Laborgerate

synchronisation

Funktion Artikel Hersteller
Zellzahlung BD FACSCanto Il BD Biosciences
Flow Cytometer
gPCR-Gerate LightCycler 480 II Roche
Rotor-Gene 3000 Corbett Research
Pipettierroboter QlAgility Qiagen
automatische DNA- QIAsymphony SP Qiagen
Extraktion instrument
Parasiten- MACS Multistand Miltenyi Biotec GmbH

2.1.2 Reagenzien und Chemikalien

Tabelle 2: Verwendete Reagenzien und Chemikalien

Artikel Hersteller Artikelnummer
RPMI-1640 Medium Sigma-Aldrich R0883
Albumax Il Thermo Fisher 11021-037
L-Glutamin Thermo Fisher 25030-024
Hepes-Puffer Sigma-Aldrich HO0887
Gentamycin Thermo Fisher 15750-045
Sorbitol Applichem A4992 1000
Giemsa Merck 1092041000
Methanol AnalaR Normapur 20847
Hoechst 33342 Thermo Fisher H1399
Scientific
TagMan Multiplex Master Mix Thermo Fisher 4461881
Scientific
SensiMix Il Probe Kit Bioline GmbH B10O-83005
SensiFAST Probe No-ROX Mix Bioline GmbH B10-86005
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QuantiNova Multiplex PCR Qiagen 208452
Master Mix

Wasser HiPerSolv VWR 23595.328
CHROMANORM fiir die HPLC

2.1.3 Kulturmedium

Tabelle 3: Zusammensetzung Zellkulturmedium ,Complete Medium*

Bezeichnung Zusammensetzung

Complete Medium 500 ml RPMI-1640 Medium, 50 ml Albumax Il Losung,
12 ml Hepes-Puffer, 6 ml L-Glutamin (200mM), 500 ul
Gentamycin (50 mg/ml)

2.1.4 Kits zur DNA-Extraktion

Tabelle 4: Verwendete Kits zur DNA-Extraktion

Artikel Hersteller Artikelnummer
QlAamp DNA Blood Mini Kit Qiagen 51104
QIAsymphony DSP DNA midi kit | Qiagen 937255

2.1.5 Oligonukleotide

Alle Primer und Sonden mit Ausnahme der Sonde fur das Gen pf cytochrom b

(Sigma Aldrich, St. Louis (USA)), wurden von Eurofins Genomics, Ebersberg

synthetisiert. Sequenzen und Modifikationen (s. 2.4.5).

2.1.6 Zellkulturen

Die verwendeten P. falciparum Laborstamme 3D7, Dd2 und HB3 wurden

ursprunglich von Malaria Research and Reference Reagent Resource Center

(ATCC, USA) bezogen.
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2.1.7 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 5: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Artikel Hersteller Artikelnummer
LD Columns Miltenyi Biotec GmbH | 130-042-901
LightCycler 480 Multiwell Plates | Roche 04729749001
384, white

Tubes 0,2ml (VE1000) fur Rotor- | LTF-Labortechnik Art. 102.0150
Gene GmhH & Co.KG

50ul Conductive Filtered Tips for | Qiagen 990512
QlAgility

2.1.8 Software

Tabelle 6: Verwendete Software

Artikel Anbieter

MEGA 7 (Molecular https://www.megasoftware.net (Kumar et
Evolutionary Genetics Analysis | al., 2016)
version 7.0 for bigger datasets)

Geneious 11.0.3. Biomatters Ltd, Auckland, New Zealand,
https://www.geneious.com (Kearse et al.,
2012)

LightCycler 480 Software 1.5.1 Roche

Rotor-Gene Software Corbett Research

2.2 Methoden
2.2.1 Parasitenkultur

Die DNA von Laborstammen von P. falciparum wurden als Positivkontrollen in
den Experimenten eingesetzt. Hierzu wurden die erythrozytaren Stadien in vitro
kultiviert. Als Laborstamme wurden 3D7, HB3 und Dd2 verwendet. Zur

Ubersicht der Genotypen siehe Tabelle 7.
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Tabelle 7: P. falciparum Stamme 3D7, Dd2 und HB3 (+ = Gen vorhanden; - = Gendeletion)

P. falciparum-

pf cytochrom b pf B-tubulin pfhrp2 pfhrp3
Stamm
3D7 + + + +
Dd2 + + - +
HB3 + + + -

Die Parasiten wurden in Zellkulturflaschen kultiviert. Hierzu wurden die
Parasiten in 0'-Erythrozytenkonzentrat bei einem Hamatokrit von 2,5% und
,Lcomplete Medium“ (Zusammensetzung s. 2.1.3) kultiviert. Das
Gesamtvolumen der Kultur betrug 20 ml. Kultiviert wurden die Parasiten im
Brutschrank bei 37°C, 5% O, und CO,. Das Medium wurde jeden zweiten Tag
ausgetauscht. Die Parasitamie wurde standardmallig lichtmikroskopisch
bestimmt. Dafur wurde nach Abnahme von ca. 15 ml Medium ein dunner
Ausstrich aus einem Tropfen des Bodensatzes auf einem Objekttrager
angefertigt. Nach der Trocknung erfolgte die Fixierung fur 10 sec in 100%
Methanol. Nach erneutem Trocknen erfolgte die Farbung in 5%-iger frischer
Giemsaldsung fur 15-20 min. Nach dem Abspilen der Losung mit destilliertem
Wasser wurde der getrocknete Objekttrager bei 100-facher Vergréierung mit
Immersionsdl untersucht. Pro Ausstrich wurden mindestens 1000 Erythrozyten
ausgezahlt. Aus dem Anteil der parasiteninfizierten Erythrozyten an der
Gesamterythrozytenzahl ergibt sich die Parasitamie in Prozent. Durch
Verdinnung mit nicht infizierten Erythrozyten sollte die Parasitamie bei 1-2%
gehalten werden. Zur Erstellung des P. falciparum-DNA-Standards wurde die
Parasitamie durch Bestimmung des Mittelwerts aus der lichtmikroskopisch
ermittelten Parasitamie (2000 Erythrozyten durch erfahrene MTA ausgezahlt)
und der Durchflusszytometrie berechnet. Hierfur wurden die infizierten
Erythrozyten mit Hoechst 33342 angefarbt. Dieser Farbstoff interkaliert in die
DNA und farbt deshalb nur infizierte Erythrozyten an. Diese enthalten im

Gegensatz zu nichtinfizierten kernlosen Erythrozyten DNA.

14



2.2.2 Synchronisation der Parasiten

Im erythrozytaren Zyklus des Parasiten befinden sich diese in verschiedenen
Stadien (Ringstadium (unreifer Trophozoit), Trophozoitenstadium (reifer
Trophozoit), Schizontenstadium). Durch eine Sorbitolbehandlung oder eine
magnetische Separation kdénnen die Parasiten synchronisiert werden, d.h. in
der Kultur befinden sich alle Parasiten im (ungefahr) gleichen Stadium. Hierzu
wurden die Parasiten entweder mit Sorbitol oder durch magnetische Separation
(MACS) synchronisiert. Die Sorbitolbehandlung erfolgte mit 5%-Sorbitol (in H20,
steril filtriert) fur 5 min und zwei Waschschritten mit Parasitenmedium und
Zentrifugation (400xg, 5 min). AnschlielRend wurden die Parasiten wieder in
Kultur genommen. FUr die magnetische Separation wurden LD Saulen
verwendet und der Durchfluss (enthalt v.a. Ringe) wurde wieder in
entsprechend 2.2.1 in Kultur genommen. Die Synchronisation wurde im
Abstand von zwei Tagen wiederholt, bis Uber 95% der Parasiten im

Ringstadium vorlagen.

2.2.3 DNA-Extraktion

Zur Etablierung, sowie fur Positiv- und Negativkontrollen wurde die DNA mit
QIAamp DNA Mini and Blood Mini Kit manuell extrahiert.

Hierzu wurden 50 pl des Kulturpellets der Parasitenkultur (besteht aus P.
falciparum infizierten (iIRBC) und nicht-infizierten Erythrozyten (URBC), sowie
einem geringen Rest Parasitenmedium) mit 150 ul PBS verdlinnt und zur DNA-
Extraktion entsprechend des Protokolls eingesetzt. Die Waschschritte wurden
intensiviert (550ul Waschpuffer, zweimal waschen). Die DNA wurde mit 100 pl
Elutionspuffer eluiert. Zur Herstellung des P. falciparum DNA Standards (s.
2.2.4) erfolgte die DNA Extraktion mit einem Robotorsystem (QIAsymphony SP
instrument) unter Benutzung des QIAsymphony DSP DNA midi kits

(Kreidenweiss et al., 2019).
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2.2.4 P. falciparum DNA-Standard

Zur Evaluierung des Singleplex- und etablierten 4plex qPCR Assays wurde aus
P. falciparum Kulturen (3D7) eine Parasitenverdinnungsreihe erstellt
(Kreidenweiss et al., 2019). Zunachst wurde die Kultur synchronisiert (s. 2.2.2).
Parasiten im Ringstadium (95%) wurden zur Herstellung des Standards
entsprechend der Standard Operating Procedures des Instituts fur
Tropenmedizin, UKT Tubingen (Lalremruata, 2016) eingesetzt. Hierzu wurde
die Parasitenkultur mit Vollblut in einem bestimmten Verhaltnis verdinnt und
dann zur DNA-Extraktion eingesetzt.

Das Kulturpellet (enthalt infizierte (iRBC) und nicht-infizierte Erytrozyten
(URBC)) wurde mit Kulturmedium auf die Ausgangskonzentration von 6x10’
Parasiten/ml verdiinnt. Dabei wurde von 6x10’ Parasiten/ml und 2,04x10’
Parasiten/ml ausgehend jeweils eine 1:10-Verdlinnungsreihe gemacht. 150 ul
jeder Verdunnungsstufe wurde dann mit 1,35 ml humanem, naivem mit EDTA
antikoaguliertem Vollblut aufgefulit.

Die Extraktion der DNA erfolgte maschinell mit QIAsymphony und wurde in

100 pl Elutionspuffer eluiert. Die extrahierte DNA wurde bei -20°C gelagert.

2.2.5 Sequenzen der Primer und Sonden

Insgesamt wurden sowohl in der Single- als auch in der Multiplexreaktion vier
Gene mittels gPCR analysiert: pfhrp2, pfhrp3, pf B—tubulin, und pf cytochrom b.
Pf B—tubulin ist, wie pfhrp2 und pfhrp3 ein ,single copy gene“ und hat in der
Multiplexreaktion die  Funktion einer internen Kontrolle fur die
Amplifikationsleistung eines ,single copy genes®. Hiermit sollen falsch negative
pfhrp2- und/ oder pfhrp3-Ergebnisse aufgrund einer zu geringen
Ausgangsmenge oder durch Inhibition ausgeschlossen werden. Die Sequenzen
von pfhrp2- und pfhrp3-Primer und -Sonden wurden selbst entwickelt. Die
Sequenzen fur pf B—tubulin, und pf cytochrom b wurden aus Publikationen
ubernommen (Farrugia et al., 2011, Price et al., 2004).

Die gewahlten Sonden sind Hybridisierungssonden mit einem “dual label“. Bei

dieser Technik wird an das eine Ende der Sonde ein Reporterfarbstoff und an
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das andere ein ,quencher” gebunden. Dieser unterdrickt bei raumlicher Nahe
das Signal des angeregten Reporterfarbstoffs. Zu Beginn der Reaktion kann
folglich kein Fluoreszenzsignal gemessen werden. Wird im Rahmen der
Elongation durch die Exonukleasefunktion der DNA-Polymerase die Sonde
hydrolysiert, entfernen sich Reporter und Quencher voneinander und die
Unterdrickung der Reporterfluoreszenz fallt weg. Damit steigt die messbare
Fluoreszenz mit jeder Amplifikation. Voraussetzung fur die Unterdrickung der
Fluoreszenz durch den ,quencher® st ein sich Uberlappendes
Wellenlangenspektrum von Reporterfarbstoff und ,quencher®. Hier werden
,Black Hole Quencher* (BHQ) und ,Eclipse Quencher (EQ) verwendet. Beide
sind nicht-fluoreszierende Farbstoffe (Dark Quencher) und fuhren deshalb zu
einer geringen Hintergrundfluoreszenz in den Detektionskanadlen. Sie
unterscheiden sich in ihrem Absorptionsbereich.

Die pfhrp2- und pfhrp3-Sonden wurden mit dem Ziel eine hohere Spezifitat zu
erreichen modifiziert. Die Sonden fur pfhrp2 und pfhrp3 sind an ihrem 3’-Ende
an ein ,minor groove binder‘ (MGB)-Molekul gebunden, das sich in die kleine
Furche (minor groove) der DNA einlagert. Dies stabilisiert die Bindung. Dadurch
haben 3’-MGB-Sonden eine erhdhte Schmelztemperatur. Dies ermdglicht die
Wahl von im Vergleich zu unmodifizierten kirzeren Sonden (Kutyavin et al.,
2000, Lukhtanov et al., 1995).

Die Sonde flur pf cytochrom b enthalt ,locked nucleic acids“ (LNA). Dabei
handelt es sich um ein Nukleinsaureanalogon, das eine 2’-O-4’-C -
Methylenbricke enthalt und dadurch eine starre bizyklische Konfiguration
bildet. Durch diese Modifikation kommt es zu einer hoheren Bindungsaffinitat
und Spezifitat. Die Schmelztemperatur der gebildeten Sonden-DNA-Duplex ist
dadurch erhoht (Singh et al., 1998).
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Tabelle 8: Primer und Sonden von pfhrp2 und pfhrp3 (Kreidenweiss et al., 2019), pf 8 -
tubulin (Price et al., 2004) und pf cytochrom b; Fwd =Forward-/ Vorwarts-Primer, Rev
=Reverse-/ Ruckwarts-Primer, MGBEQ= minor groove binder Eclipse Quencher, BHQ2
=Black Hole Quencher 2, + = nachfolgende Base ist ,locked nucleic acid base”

Gen Oligo Sequenz 5'-3' Modifikation ArrI\_pllkon-
inge
5'-Ende | 3'-Ende
pfhrp2 fwd |AGGACTTAATTTA
AATAAGAGATTA
GCTACATGATGA
Rev | GeaTGA 78bp
TACACGAAACTC
Sonde AAGCACA HEX | MGBEQ
pfhrp3 AGGACTTAATTC
Fwd |AAATAAGAGATT
A
Rev AGCTACATGATG 79 bp
TGCATGA
GAAAGTCAAGCA
Sonde | S ATGCAG FAM | MGBEQ
pf B-tublin fwd | TGATGTGCGCAA
GTGATCC
Rev TCCTTTGTGGAC
ATTCTTCCTC 79 bp
TAGCACATGCCG Cvanine
Sonde | TTAAATATCTTCC y5 BHQ2
ATGTCT
pf TACTAACTTGTTA
cytochromb | Fwd |TCCTCTATTCCA
GTAGC
CCTTTAACATCAA 240 bp
Rev |GACTTAATAGATT
TGGA
G+TGC+TAC+CAT
Sonde +CTA+AAT+GTAA ROX BHQ2

2.2.6 gPCR

Das Protokoll fir die gPCR wurde schrittweise etabliert. Zunachst als

Singleplex-Protokoll, dann als Multiplex. Zu Beginn wurde das Rotor-Gene

3000-gPCR Gerat

und dann der
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Positivkontrollen wurde die DNA der P. falciparum Laborstamme (3D7, Dd2 und
HB3) eingesetzt — entweder direkt aus der Kultur oder versetzt mit Vollblut.

Wasser, Medium und Vollblut wurden als Negativkontrollen eingesetzt.

2.2.6.1 gPCR mit Rotor-Gene 3000

Die Experimente am Rotor-Gene 3000 wurden in einzelnen 200 ul Réhrchen
auf einem 36-well Rotor durchgefiihrt. Das Reaktionsvolumen betrug 20 pl. Die

folgenden voreingestellten Filterkanale wurden gewahlt.

Tabelle 9: Wellenlangenbereich der Filterkanale im Rotor-Gene 3000

Reporterfarbsoff Exzitation/ Emission
FAM 495-520 nm
HEX 520-548 nm
Cy5 649-670 nm
ROX 575-602 nm

Die Errechnung der Cqg-Werte erfolgte Uber die Herstellersoftware. Dabei wurde
die Funktion “automatic threshold” verwendet. Der Cg-Wert ist als Zyklus in
dem die gemessene Fluoreszenz erstmals den Grenzwert (threshold) Ubersteigt
definiert. Die Optionen ,Dynamic Tube“ und ,Slope Correct® wurden zur
Normierung bezuglich der Hintergrundfluoreszenz ausgewahlt.
Ein Cg-Wert >40 wird als negativ gewertet (Bustin et al., 2009).

2.2.6.2 qPCR mit LightCycler 480 Il

Die Experimente wurden auf einer weillen LightCycler 480 Multiwell Plate 384

durchgefuhrt. Das Reaktionsvolumen war 10 pl oder 20 pl.

Tabelle 10: Wellenlangenbereiche der Filterkanale im LightCycler 480 Il

Reporterfarbstoff Exzitation/ Emission
FAM 465-510 nm
HEX 533-580 nm
Cy5 618-660 nm
ROX 533-610 nm
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Da sich die Emissionsspektren der in der Multiplex-gPCR verwendeten
Reporterfarbstoffe Uberlappen, wird bei bestimmten Wellenlangen teilweise
auch die Emission eines anderen Farbstoffs gemessen. Damit kann die
Fluoreszenzkurve des eigentlich flr diesen Kanal vorgesehenen Farbstoffs
verfalscht werden. Um dies flr die Auswertung zu korrigieren wurde fur die
Multiplex-gPCR eine Farbkompensationsmessung durchgefuhrt. Dafir wurden
Singleplexreaktionen aller vier Primer-Sonden-Kombinationen mit einer
Positivkontrolle (3D7-DNA) sowie ein funfter Ansatz mit Wasser statt mit einem
Primer-Sondenset mit Thermo FisherTagMan Multiplex Master Mix angesetzt.
Das gleiche wurde auch mit dem SensiMix |l Probe Kit durchgefihrt. Jede
Kombination wurde flinfmal ausgefihrt. Fur jeden der Ansatze wird ein
dominanter Detektionsbereich bestimmit.

Am Ende des Standardreaktionsprogramms (Aktivierung der Polymerase 95°C
fur 20 sec, 40 Zyklen: Denaturierung bei 95°C fur 3 sec und Hybridisierung und
Elongation fur 30 sec), wenn die Farbstoffe ihr Plateau erreicht haben, erfolgt
das Farbkompensationsprogramm. Dabei handelt es sich um einen von 40°C
mit 2,5°C/s bis 65°C aufsteigenden Temperaturgradienten. Wahrend des
Temperaturanstiegs wird pro ansteigendem °C die Fluoreszenz gemessen. Aus
diesen Daten erstellt die LightCycler 480 Software 1.5.1 eine
Farbkompensationsdatei, die zur Analyse aller Messungen mit der gleichen
Farbstoffkombination bei gleichem Mastermix herangezogen werden kann.

Zur Bestimmung des Cqg-Wertes wurde die ,Absolute Quantification/ 2nd
Derivate Maximum“-Methode genutzt. Der Cqg-Wert ist als der Zyklus mit

Maximum in der zweiten Ableitung der Fluoreszenzkurve definiert (s. Abb.1).
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Abbildung 1: 2nd Derivate Methode (Cp=Cq)(Luu-The et al., 2005)

2.2.6.3 Singleplexreaktionen

Bei allen verwendeten Singleplexreaktionen wurde das vom Hersteller
empfohlene Standardprotokoll des SensiMix |l Probe Kits verwendet. Die
Reaktionen wurden entweder mit einem Gesamtvolumen von 10 ul oder 20 ul
durchgefuhrt.

Tabelle 11: Reaktionsansatz flr eine Singleplexreaktion

Gesamt- Gesamt-
volumen 10 pl | volumen 20 pl
Reaktionskomponenten Ziel- fur 1 Reaktion fur 1 Reaktion
konzentration [ul] [ pl]
2x SensiMix Il Probe Kit 1x 5 10
10 yuM Forward Primer 400 nM 0,4 0,8
10 yM Reverse Primer 400 nM 0,4 0,8
10 uM Sonde 100 nM 0,1 0,2
Probe 3 3
HPLC-Wasser 1,1 5,2
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Tabelle 12: Reaktionsbedingungen fiir die Singleplexreaktion mit SensiMix Il Probe Kit

Temperatur Dauer Anzahl
P Wiederholungen
Aktivierung der Polymerase 95°C 10 min 1
Denaturierung 95°C 10 sec
Hybridisierung, Elongation 60°C 60 sec
und Fluoreszenzmessung

2.2.6.4 Multiplexreaktionen

Zur Etablierung wurde nach Erprobung der Singleplexreaktionen die gqPCR um

weitere Gene erweitert. Dafur wurden die folgenden Reaktionsansatze und

Reaktionsbedingungen benutzt.

A. Duplexreaktion fur pfhrp2 und pfhrp3

Die Duplexreaktion wurde mit dem SensiMix Il Probe Kit Mastermix und dem

Mastermix von Thermo Fisher nach den folgenden Protokollen getestet.

Tabelle 13: Duplexreaktionsansatz mit SensiMix |l Probe Kit

Reaktionskomponenten

Endkonzentration

Volumen fur eine
Reaktion [ pl ]

2x SensiMix Il Probe Kit

1x

10

Primer fur pfhrp2 -pfhrp3
Ausgangskonzentration: 20 uM

Forward- und
Reverseprimer je:

Forward- und
Reverseprimer je: 0,5

500 nM
Sonde fur pfhrp2 -pfhrp3 . )
Ausgangskonzentration: 10 uM 100 nM je Sonde: 0,2
HPLC-Wasser 4.6
Probe 3

Gesamtvolumen: 20
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Tabelle 14: Reaktionsbedingungen fir die Duplex-qPCR mit SensiMix |l Probe Kit

Temperatur Dauer Anzahl
P Wiederholungen
Aktivierung 95°C 10 min 1
Denaturierung 95°C 10 sec
Hybridisierung, Elongation 60°C 90 sec
und Fluoreszenzmessung

Tabelle 15: Duplexreaktionsansatz mit Thermo Fisher TagMan Multiplex Master Mix -
Variable: Sondenkonzentration (Herstellerempfehlung 100 nM).

Reaktionskomponenten

Endkonzentration

Volumen fir eine
Reaktion [ ul ]

2x Thermo Fisher TagMan
Multiplex Master Mix

1x

5

Primer far pfhrp2-pfhrp3 Forward- und Forward- und
Ausgangskonzentration: Reverseprimer je: Reverseprimer ie: 0.2
20 UM 400 nM primer je- ©,
Sonde fur pfhrp2-pfhrp3

Ausgangskonzentration: 50-100-150 nM je Sonde: 0,1
5-10-15 uM

HPLC-Wasser 1

Probe 3

Gesamtvolumen: 10

Tabelle 16: Reaktionsbedingungen fir die Duplex-qPCR mit Thermo Fisher TagMan

Multiplex Master Mix

Temperatur Dauer Anzanhl
Wiederholungen
Aktivierung 95°C 20 sec 1
Denaturierung 95°C 3 sec
Hybridisierung, Elongation 60°C 30 sec
und Fluoreszenzmessung
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Tabelle 17: Duplexreaktionsansatz mit Thermo Fisher TagMan Multiplex Master Mix -
Variable: Hybridisierungs- und Elongationsdauer

Reaktionskomponenten Endkonzentration Volumen fur eine
Reaktion [ ul ]

2x Thermo Fisher TagMan 1x 5

Multiplex Master Mix

Primer fur pfhrp2 -pfhrp3 Forward- und Forward- und

Ausgangskonzentration: 20 uM Reverseprimer je: | Reverseprimer je: 0,2

400 nM

Sonde fur pfhrp2 -pfhrp3 50 nM je Sonde: 0,1

Ausgangskonzentration: 5 uM

HPLC-Wasser 1

Probe 3

Gesamtvolumen: 10

Tabelle 18: Reaktionsbedingungen fir die Duplex-qPCR mit Thermo Fisher TagMan
Multiplex Master Mix - Variable: Hybridisierungs- und Elongationsdauer
(Herstellerempfehlung: 30 sec)

Temperatur Dauer Anzah|
P Wiederholungen
Aktivierung 95°C 20 sec 1
Denaturierung 95°C 3 sec
Hybridisierung, Elongation 60°C 30-40-50- 40
und Fluoreszenzmessung 60-80 sec

B. Triplexreaktion fur pfhrp2, pfhrp3 und pf s-tubulin oder pf cytochrom b

Die Erweiterung der pfhrp2-/ pfhrp3-Duplexreaktion zur Triplexreaktion wurde
nach dem folgenden Schema durchgefihrt. Dabei wurde entweder das pf f-

tubulin- oder das pf cytochrom b- Primer-Sondenset eingesetzt.
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Tabelle 19: Triplexreaktionsansatz mit Thermo Fisher TagMan Multiplex Master Mix

Volumen fur eine

Reaktionskomponenten Endkonzentration Reaktion [ ul ]

2x Thermo Fisher TagMan

Multiplex Master Mix 1x 5

Primer fur pfhrp2 -pfhrp3

-pf B-tubulin oder

pf cytochrom b
Ausgangskonzentration: 20 uM

Forward- und
Reverseprimer je:
400 nM

Forward- und
Reverseprimer je:0,2

Sonde fur pfhrp2 -pfhrp3
-pf B-tubulin oder 50 nM
pf cytochrom b

Ausgangskonzentration: 10 uM

je Sonde: 0,1

HPLC-Wasser 0,5

Probe 3

Gesamtvolumen: 10

Tabelle 20: Reaktionsbedingungen fir die Triplex-gPCR mit Thermo Fisher TagMan
Multiplex Master Mix

Temperatur Dauer Anzahl
Wiederholungen
Aktivierung 95°C 20 sec 1
Denaturierung 95°C 3 sec
Hybridisierung, Elongation 60°C 80 sec
und Fluoreszenzmessung

C. 4plex-Reaktion

Die erste Erprobung der 4plex-gPCR erfolgte mit SensiMix Il Probe Kit am
Rotor-Gene 3000.
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Tabelle 21: 4plex-Reaktionsansatz mit SensiMix Il Probe Kit

Reaktionskomponenten Endkonzentration Volumen fur eine
Reaktion [ ul ]
2x SensiMix Il Probe Kit 1X 5

Primer fur pfhrp2 -pfhrp3
-pf B-tubulin -pf cytochrom b

Forward- und
Reverseprimer: je

Forward- und
Reverseprimer:

Ausgangskonzentration: 20 uM 500 nM je 0,5
Sonde fur pfhrp2 -pfhrp3

-pf B-tubulin -pf cytochrom b 100 nM je Sonde: 0,2
Ausgangskonzentration: 10 uM

HPLC-Wasser 2,2
Probe 3

Gesamtvolumen: 20

Tabelle 22: Reaktionsbedingungen fir die 4plex-gPCR mit SensiMix Il Probe Kit

Temperatur Dauer Anzahl
Wiederholungen
Aktivierung 95°C 10 min 1
Denaturierung 95°C 45 sec
Hybridisierung, Elongation 60°C 45 sec

und Fluoreszenzmessung

2.2.6.5 Optimierung der 4plex-Reaktion

Die Optimierung der 4plex-qPCR erfolgte am LightCycler 480 II. In den

folgenden Optimierungsschritten wurde jeweils mit dem als beste Version

ausgewahlten Parameter fortgefahren.

konstant.

I.  Variable: Mastermix

Die restlichen Parameter blieben

Verglichen wurden vier verschiedene Mastermixe unterschiedlicher Hersteller:
QuantiNova Multiplex PCR Master Mix (Qiagen), TagMan Multiplex Master Mix
(Thermo Fisher Scientific), SensiMix Il Probe Kit und SensiFAST Probe No-

ROX Mix (Bioline GmbH).
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Das Reaktionsgesamtvolumen war 20 pl. Als Probe wurden 3 ul der
Positivkontrolle (3D7-DNA) eingesetzt. Um Vergleichbarkeit zu erreichen wurde
bei allen die DNA aus dem gleichen Aliquot enthommen. Als Negativkontrolle
wurde Wasser eingesetzt. Alle Ansatze wurden in Triplikaten durchgefuhrt.

Die Reaktionen wurden nach den folgenden Reaktionsansatzen manuell

pipettiert.

Tabelle 23: 4plex-Reaktionsansatz mit QuantiNova Multiplex PCR Master Mix

Reaktionskomponenten Endkonzentration Volumen fur eine
Reaktion [ ul ]
4x QuantiNova Multiplex PCR
. 1x 5
Master Mix
Primer fur pfhrp2 -pfhrp3 Forward- und Forward- und
-pf B-tubulin -pf cytochrom b Reverseprimer je | Reverseprimer je 0,4
Ausgangskonzentration: 20 uM 400 nM
Sonde fur pfhrp2 -pfhrp3
-pf B -tubulin -pf cytochrom b 250 nM je Sonde: 0,5
Ausgangskonzentration: 10 uM
HPLC-Wasser 6,8
Probe 3
Gesamtvolumen:
20
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Tabelle 24: 4plex-Reaktionsansatz mit SensiMix Il Probe Kit, SensiFAST Probe No-ROX Mix
und Thermo Fisher TagMan Multiplex Master Mix

Mix/ Thermo Fisher TagMan
Multiplex Master Mix

Reaktionskomponenten Endkonzentration Volumen flr eine
Reaktion [ ul ]

2x SensiMix Il Probe Kit/

SensiFAST Probe No-ROX 1x 10

Primer fur pfhrp2 -pfhrp3

Forward- und

Forward- und

-pf B-tubulin -pf cytochrom b Reverseprimer je Reverseprimer
Ausgangskonzentration: 20 uM 400 nM je0,4
Sonde fur pfhrp2 -pfhrp3

-pf B-tubulin -pf cytochrom b 100 nM je: 0,2
Ausgangskonzentration: 10 uM

HPLC-Wasser 3

Probe 3

Gesamtvolumen:
20

Gemal den Herstellerangaben wurden die Reaktionen nach den folgenden

Reaktionsbedingungen ausgeflhrt.

Tabelle 25: Reaktionsbedingungen fir die 4plex-gPCR mit QuantiNova Multiplex PCR Master

Mix
Temperatur Dauer Anzanhl
Wiederholungen
Aktivierung 95°C 2 min 1
Denaturierung 95°C 5 sec
Hybridisierung, Elongation 60°C 30 sec 40
und Fluoreszenzmessung

Tabelle 26: Reaktionsbedingungen fir die 4plex-qPCR mit SensiFAST Probe No-ROX Mix

Temperatur Dauer Anzahl
Wiederholungen
Aktivierung 95°C 4 min 1
Denaturierung 95°C 10 sec
Hybridisierung, Elongation 60°C 60 sec 40
und Fluoreszenzmessung
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Tabelle 27: Reaktionsbedingungen fiir die 4plex-qPCR mit SensiMix |l Probe Kit

Temperatur Dauer Anzahl
Wiederholungen
Aktivierung 95°C 10 min 1
Denaturierung 95°C 10 sec
Hybridisierung, Elongation 60°C 90 sec 40
und Fluoreszenzmessung

Tabelle 28: Reaktionsbedingungen fir die 4plex-qPCR mit Thermo Fisher TagMan Multiplex
Master Mix

Temperatur Dauer Anzahl
Wiederholungen
Aktivierung 95°C 20 sec 1
Denaturierung 95°C 3 sec
Hybridisierung, Elongation 60°C 30 sec 40
und Fluoreszenzmessung

Il.  Variable: Reaktionsvolumen

Bei Verwendung des gleichen DNA-Materials wurde unter Beibehaltung der
Endkonzentrationen die Reaktionsvolumina 10 yl und 20 ul innerhalb eines

Durchlaufs verglichen.
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Tabelle 29: 4plex-Reaktionsansatz mit Thermo Fisher TagMan Multiplex Master Mix.

Gesamtvolumen 10 pl und 20 pl

Reaktionskomponenten End- Volumen fur Volumen fur

konzentration eine Reaktion eine Reaktion
[ul] [ul]

2x Thermo Fisher

TagMan Multiplex 1x 5 10

Master Mix

Primer fur pfhrp2

-pfthrp3 -pf p-tubulin Forward- und Forward- und

-pf cytochrom b Reverseprimer | Reverseprimer | je Primer 0,4

Ausgangskonzentration: je 400 nM je0,2

20 uM

Sonde fur pfthrp2

-pfhrp3 -pf p-tubulin

-pf cytochrom b 100 nM je: 0,1 je: 0,2

Ausgangskonzentration:

10 uM

HPLC-Wasser - 3

Probe 3 3

Gesamt- Gesamt-
volumen: volumen:
10 20

[ll.  Variable: Sondenkonzentration

In 10 pyl Reaktionsvolumen wurde die Endkonzentration der Sonden durch

veranderte Ausgangskonzentrationen bei
Vergleich: alle Sonden in 50 nM oder 100 nM.

gleichen Volumen variiert. Im
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Tabelle 30: 4plex-Reaktionsansatz mit Thermo Fisher TagMan Multiplex Master Mix.
Sondenkonzentration 50 nM und 100 nM

Reaktionskomponenten Endkonzentration Volumen fur eine
Reaktion [ ul ]

2x Thermo Fisher TagMan

Multiplex Master Mix 1x 5
Primer fur pfhrp2 -pfhrp3 i
-pf B-tubulin -pf cytochrom b Forward- und Forward- und

Reverseprimer je

Ausgangskonzentration: 400 nM

20 uM

Reverseprimer je 0,2

Sonde fur

pfhrp2 -pfhrp3 -pf B-tubulin
-pf cytochrom b 50-10 nM je: 0,1
Ausgangskonzentration:
5-10 uM

HPLC-Wasser -

Probe 3

Gesamtvolumen:
10

IV.  Variable: pf s-tubulin-Sondenkonzentration

Bei 60°C im Hybridisierungs- und Elongationsschritt wurden 50-100-150 nM
Konzentrationen fur die pf g-tubulin-Sonde verglichen. Die Konzentration der
anderen Sonden war konstant.

Dies wurde bei verschiedenen Hybridisierungs- und Elongationsdauern und
Elongationstemperaturen verglichen. Im Ergebnisteil dargestellt ist ein Versuch
bei 60°C und 120 sec.
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Tabelle 31: 4plex-Reaktionsansatz mit Thermo Fisher TagMan Multiplex Master Mix.
Konzentration der Sonde flr pf g-tubulin 50-100-150 nM

Multiplex Master Mix

Reaktionskomponenten Endkonzentration Volumen fur eine
Reaktion [ ul ]
2x Thermo Fisher TagMan
1x 5

Primer fur pfhrp2 -pfhrp3

Forward- und

Forward- und

-pf B-tubulin -pf cytochrom b Reverseprimer Reverseprimer

Ausgangskonzentration: 20 uM je 400 nM je 0,2

Sonde fur pfhrp2 -pfhrp3

-pf cytochrom b 50 nM je: 0,1

Ausgangskonzentration: 5 uM

Sonde fur pf p-tubulin

Ausgangskonzentration: 50-100-150 nM je: 0,1

5-10-15 uM

HPLC-Wasser -

Probe 3
Gesamtvolumen:

10

V. Variable: Hybridisierungs- und Elongationsdauer

Es wurden Durchgange mit einer variierenden Dauer des Hybridisierungs- und
Elongationsschritts verglichen. Die Anzahl der Zyklen, die Aktivierungs- und der

Denaturierungsschritt blieben unverandert.
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Tabelle 32: 4plex-Reaktionsansatz mit Thermo Fisher TagMan Multiplex Master Mix fir den
Vergleich unterschiedlicher Zeiten des Hybridisierungs- und Elongationsschritts.

Multiplex Master Mix

Reaktionskomponenten Endkonzentration Volumen fur eine
Reaktion [ pl ]
2x Thermo Fisher TagMan
1Xx 5

Primer fur pfhrp2 -pfhrp3

Forward- und

Forward- und

-pf B-tubulin -pf cytochrom b Reverseprimer je , .

Ausgangskonzentration: 20 uM 400 nM Reverseprimer je 0,2

Sonde fur pfthrp2 -pfhrp3

-pf cytochrom b 50 nM je: 0,1

Ausgangskonzentration: 5 uM

Sonde fur pf p-tubulin -

Ausgangskonzentration: 10 uM 100 nM je: 0,1

HPLC-Wasser -

Probe 3

Gesamtvolumen:

10

Tabelle 33: Reaktionsbedingungen fir die 4plex-qPCR mit Thermo Fisher TagMan Multiplex
Master Mix bei unterschiedlichen Hybridisierungs- und Elongationsdauern

Temperatur Dauer Anzanhl
Wiederholungen
Aktivierung 95°C 20 sec 1
Denaturierung 95°C 3 sec
Hybridisierung, Elongation 80-90-120- 40
und Fluoreszenzmessung 60°C 150-180-
210-240 sec

VI.  Variable: Hybridisierungs- und Elongationstemperatur

Es wurden unterschiedliche Temperaturen fur den Hybridisierungs- und

Elongationsschritt gewahlt. Reaktionsansatz entspricht der vorausgehenden

Versuchsreihe.
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Tabelle 34: Reaktionsbedingungen fir die 4plex-qPCR mit Thermo Fisher TagMan Multiplex
Master Mix bei unterschiedlichen Hybridisierungs- und Elongationstemperaturen

Temperatur Dauer Anzahl
Wiederholungen
Aktivierung 95°C 20 sec 1
Denaturierung 95°C 3 sec
Hybridisierung, Elongation 56-58-60- 150 sac 40
und Fluoreszenzmessung 61-62°C
VII.  Limitierung der Primer von pf cytochrom b

In der Literatur wird beschrieben, dass bei einer Multiplex-gPCR von Genen mit
einer unterschiedlicher Kopienzahl, eine Reduktion der Konzentration der
Primer des Gens, mit mehr Kopien, zu einer effektiveren Amplifikation fuhren
kann. Deshalb wurde im folgenden Experiment die Konzentration der Primer fr
pf cytochrom b herabgesetzt. Die unterschiedlichen Konzentrationen wurden
innerhalb des gleichen Durchlaufs verglichen. Die Konzentration fir Forward-

und Reverseprimer war jeweils gleich. Die anderen Parameter blieben konstant.
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Tabelle 35: 4plex-Reaktionsansatz mit Thermo Fisher TagMan Multiplex Master Mix fir den
Vergleich unterschiedlicher Konzentrationen der Primer flr pf cytochrom b

Multiplex Master Mix

Reaktionskomponenten Endkonzentration Volumen flr eine
Reaktion
[ul]
2x Thermo Fisher TagMan
1x 5

Primer fur pfhrp2 -pfhrp3
-pf B-tubulin

Forward- und

Forward- und

Ausgangskonzentration: Reverseprimer je Reverseprimer je 0,2
400 nM

20 uM

Primer far pf cytochrom b Forward und

Ausgangskonzentration: Reverse Primer je: e Primer 0.2

4-6-8-10-12-14-20 pM 80-120-160-200- J ’

240-280-400 nM

Sonde fur pfhrp2 -pfhrp3

-pf cytochrom b . 50 nM je: 0,1

Ausgangskonzentration:

5uM

Sonde fur pf p-tubulin -

Ausgangskonzentration: 10 uM 100 nM je: 0,1

HPLC-Wasser -

Probe 3

Gesamtvolumen:

10

2.2.7 Statistische Auswertung

Die Intraassay-Variation (Wiederholbarkeit) der Multiplex-qPCR wurde durch 10
Replikate innerhalb eines Experiments untersucht. Ausgedrickt wird sie durch
die Standardabweichung der Cq-Werte der 10 Replikate.

Als ,linear dynamic range® wird das Konzentrationsspektrum bezeichnet, Uber
welches sich die gegen die jeweiligen Cqg-Werte logarithmisch aufgetragene
Parasitamie, linear verhalt. Aus den Cqg-Mittelwerten dieses Bereichs wurde die
Gleichung der linearen Regression bestimmt. R? ist ein MaR zur Beschreibung
der Starke des Zusammenhangs. Aus der
Geradengleichung berechnet sich die Effektivitait E (E=100"S®9"9)_1) Das

linearen Steigung der
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theoretische Maximum 1,00 (100%) entspricht einer Verdopplung der
Amplikonzahl pro Zyklus (Bustin et al., 2009).
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3 Ergebnisse

Alle Experimente wurden, wenn nicht anders angegeben mit dem LightCycler
480 Il durchgeflhrt.

Tabelle 36: Ubersicht der verwendeten Fluoreszenzkanale zur Detektion der Gene, sowie die
entsprechend positiven Parasitenkontrollstamme

Fluoreszenzkanal Gen Parasitenstamm
HEX pfthrp2 3D7, HB3

FAM pfthrp3 3D7, Dd2

Cys pf B-tubulin 3D7, Dd2 HB3
ROX pf cytochrom b 3D7, Dd2 HB3

3.1 Primer und Sonden

Die Primer und Sonden flur pfhrp2 und pfhrp3 wurden beruhend auf der
Referenzgensequenz des P. falciparum Laborstamms 3D7 neu konzipiert.
Dabei wurde mit Hilfe von BLAST die 3D7-Sequenz mit veroffentlichten pfhrp2
und pfhrp3 Gensequenzen von Isolaten aus unterschiedlichen Landern auf
Variabilitdt der Basen verglichen (Kreidenweiss et al., 2019). Ziel war es eine
konservierte Sequenz innerhalb pfhrp2 und pfhrp3 zu finden, um das Risiko zu
verringern, dass einzelne P. falciparum Stamme aus unterschiedlichen
geographischen Regionen nicht detektiert werden. Gleichzeitig sollten sich die
Basen aber auch zwischen pfhrp2 und pfhrp3 unterscheiden. Die
Gegenuberstellung der Gensequenzen erfolgte mit der Software MEGA 7
(Kumar et al., 2016).
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A

Consensus

hrp2
hrp3
B hrp3 probe
Forward primer hip2 probe Reverse primers
1 ‘;7” 1 “ 1 {;.1”; 1 "S‘ﬂ 1 ?ﬁﬂ 1 \;\70 1 r*‘:') 1 ’fﬁ“w"r 1 1'0[]
Consensus [CAAAAGGACTTAATTIAAATAAGAGATTATTACACGAAANTCAAGCACATGIIAGIHT GAT GECCATCAT GEICATCAT GTAGEHIGA
hrp2
AAAGGACTTAATTTAAATAAGAGATTATTACACGAAACTCAAGCACATGTAGATGATGCCCATCATGCTCATCATGTAGCTGA
AAAGGACTTAATTCAAATAAGAGATTATTACACGAAAGTCAAGCACATGCAGGTGATGCCCATCATGCACATCATGTAGCTGA
hrp3

Abbildung 2: Bindungsstellen der hrp2/ pfhrp2- und hrp3/ pfhrp3-Primer und -Sonden, bzw.
A. Sequenzalignment von P. falciparum 3D7 pfhrp2- und pfhrp3-DNA-Sequenzen
B. Ubereinstimmung (consensus) der Basensequenzen von pfhrp2- und pfhrp3-Exon 2 (5'-
Region) und Bindungsstellen der Primer und Sonden (probes). [...] Die grauen Boxen innerhalb
der griinen Ubereinstimmungssequenz stellen die sich unterscheidenden Nukleotide dar.
(Kreidenweiss et al., 2019, Abbildungsbeschreibung Ubersetzt aus dem Englischen)

Die Sequenzen sowohl von pfhrp2 als auch von pfhrp3 haben eine Exon1 —
Intron — Exon2 -Struktur. FUr beide Gene liegt die zu detektierende Zielregion
am 5°-Ende von Exon 2. Die Sequenzen der Zielregionen in pfhrp2 und pfhrp3
stimmen zu 92,3% Uberein. Deshalb war es schwierig spezifische Primer- und
Sondensequenzen auszuwahlen. Die Primer und Sonden stimmen zu einem
Groldteil mit dem jeweils anderen Gen uberein (siehe Tabelle 37). Die
entsprechende Spezifitdt wurde durch die Wahl der MGB-Sondentechnologie

erzielt.
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Tabelle 37: Fehlpaarungen der pfhrp2- und pfhrp3-Oligonukleotide

Anzahl der Fehlpaarungen
Oligonukleotide Anzahl Nukleotide | pfhrp2-Gen | pfhrp3-Gen
pfhrp2-Forwardprimer 25 1
pfhrp2-Reverseprimer 18 1
pfhrp2-Sonde 19 1
pfhrp3-Forwardprimer 25
pfhrp3-Reverseprimer 19
pfhrp3-Sonde 19

3.1.1 Spezifitat der pfhrp2- und pfhrp3-Primer

Da Oligonukleotide auch an nicht hundertprozentig komplementare
Basensequenzen binden (Stadhouders et al., 2010, Cha et al., 1992,
Christopherson et al., 1997, Kwok et al., 1990), wurden die pfhrp2- und die
pfhrp3-Primer hinsichtlich einer Kreuzamplifikation im Singleplex-qPCR-Ansatz

untersucht.

Da in Dd2 nur das pfhrp3-Gen und in HB3 nur das pfhrp2-Gen vorhanden ist
kann die Amplifikation fur beide Gene unabhangig durch beide Primersets
untersucht und verglichen werden. Siehe Tabelle 38, A-D zur Ubersicht der
Reaktionsansatze — Ansatz A und B flr die pfhrp2-Primer und Ansatz B und C

fur die pfhrp3-Primer. Die Messung erfolgte in Triplikaten.

Tabelle 38: Ubersicht der Reaktionsansatze zur Untersuchung der Primerspezifitat. x =ist in
Reaktionsansatz enthalten, - =im Reaktionsansatz nicht enthalten

Nr. | Stamm | Gen pfthrp2- | pfhrp2- | pfhrp3- | pfhrp3- | Bemerkung
Primer | Sonde | Primer | Sonde

A | Dd2 pfhrp3 - - X X Positivkontrolle
B | Dd2 pfhrp3 X - - X Primerspezifitat
C |HBS3 pfhrp2 X X - - Positivkontrolle
D |HB3 pfhrp2 - X X - Primerspezifitat
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Es konnte sowohl eine Kreuzamplifikation des pfhrp3-Gens (Dd2 Parasiten)
durch pfhrp2-Primer (s. Tabelle 38: A und B, Abb. 3) als auch des pfhrp2-Gens
(HB3 Parasiten) durch pfhrp3-Primer (s. Tabelle 38: C und D siehe Abb. 4)
detektiert werden. Allerdings war die jeweilige Kreuzamplifikation deutlich
weniger effektiv als die entsprechende Positivkontrolle. Der Cg-Wert fur die
pfhrp3-Amplifikation (Dd2) durch pfhrp2-Primer war um 9,3 Zyklen verzdgert im
Vergleich zur Positivkontrolle und die Amplifikation von pfhrp2 (HB3) durch
pfhrp3-Primer war um 5,7 Zyklen verzogert im Vergleich zur pfhrp2-Primer-

Positivkontrolle.

Amplification Curves Amplification Curves

9738, J— 18,07 _
8538 /,/‘// 1657 //»/;27/
15,078
7938 pfhrp3- o pfhrp2- /
N Primerset - Primerset i
2 613 ] /
§ o //"/ fhro2 g e /‘/
8 / - v 8 907
g 4338 /."/ grir’]’ferset / % - ,f‘/ pfhrp3-
¢ g / / .
2 sl 2 oo / / Primerset
- y 2 s / /
2538 / 457 / /
1538 / 3078 / /
07  Wasser 1570 Wasser
BT e ——— oo— e

5 10 15 % 30 3 i} 5 10 15 20 %5 0 3 i}

20
Cycles Cycles

Abbildung 3: FAM-Kanal: Singleplex-gPCR  Abbildung 4: HEX-Kanal: Singleplex-qPCR
-Dd2 mit pfhrp3-Sonde und pfhrp2-, bzw. -HB3 mit pfhrp2-Sonde und pfhrp2-, bzw.
pfhrp3-Primerset pfhrp3-Primerset

3.1.2 Spezifitat der pfhrp2- und pfhrp3-Sonden

Zusatzlich wurde die Spezifitat der pfhrp2- und pfhrp3-Sonden untersucht.
Analog zur Untersuchung der Spezifitat der Primer, wurden die Sonden in
Singleplexansatzen getestet. Siehe Tabelle 39, A bis D — Ansatz A und B fur
die pfhrp2-Sonde und Ansatz C und D flr die pfhrp3-Sonde.
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Tabelle 39: Ubersicht der Reaktionsansatze zur Untersuchung der Sondenspezifitat. x =ist in
Reaktionsansatz enthalten, - =im Reaktionsansatz nicht enthalten

Nr. | Stamm | Gen pfthrp2- | pfthrp2- | pfthrp3- | pfhrp3- | Bemerkung
Primer | Sonde | Primer | Sonde

A | HB3 pfhrp2 - X X - Positivkontrolle

B | Dd2 pfhrp3 - X X - Sondenspezifitat

C |Dd2 pfhrp3 X - - X Positivkontrolle

D |HB3 pfhrp2 X - - X Sondenspezifitat
o HB3: g Dd2: .
15075 pfarp2+ pfhrp3 + /
13576, pfarp3+  / o pfhrp2 - /

?n,am / % ZZ:: , / /

% ::Z: ,/'/‘ Dd2: § 2604 HB3:

£ oo /o pfhrp2- | i / pfhrp3-
- / pfhrp3+ . /. pfhrp2 +
" B — Wasser - Wasser

)
Cycles

Abbildung 5: Kreuzdetektion von pfhrp3 mit

der pfhrp2-Sonde (HEX-Kanal) in der

Singleplexreaktion. Positivkontrolle: HB3.
Probe: Dd2. Negativkontrolle: H,0.

Abbildung 6: Kreuzdetektion von pfhrp2 mit
der pfhrp3-Sonde (FAM-Kanal) in der
Singleplexreaktion. Positivkontrolle: Dd2.
Probe: HB3. Negativkontrolle: H,0.

Abbildung 5 zeigt eine minimale Kreuzreaktion der pfhrp2-Sonde mit dem

pfhrp3-Gen (Dd2). Die Positivkontrolle HB3 wurde wie zu erwarten vollstandig

amplifiziert. Umgekehrt wird das pfhrp2-Gen (HB3) minimal durch die pfhrp3-

Sonde detektiert. Die Positivkontrolle Dd2 wurde wie zu erwarten vollstandig

amplifiziert (s. Abb. 6).

Erganzend wurden die Kreuzreaktionen auch im Rotorgene-Gerat untersucht.

Im Gegensatz zum LightCycler wurde hier keine Kreuzreaktion sowohl der

pfhrp2-Sonde mit dem pfhrp3-Gen (s. Abb. 7), als auch der pfhrp3-Sonde mit

dem pfhrp2-Gen detektiert (s. Abb. 8). Es wurden jeweils die zu den Sonden

gehorigen Primer benutzt.
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Abbildung 7: Kreuzdetektion von pfhrp3 mit Abbildung 8: Kreuzdetektion von pfhrp2

der pfhrp2-Sonde (HEX-Kanal) in der mit der pfhrp3-Sonde (FAM-Kanal) in der
Singleplexreaktion. Positivkontrolle: HB3 Singleplexreaktion. Positivkontrolle Dd2
(grtin). Probe: Dd2 (violett). Negativkontrolle: (blau). Probe: HB3 (violett) Negativkontrolle
H,0 (blau). H,0 (grin).

3.2 Singleplexreaktionen

3.2.1 Etablierung der Singleplexreaktionen im Rotorgene-Gerat

Das Rotorgene-Geréat ist ein alteres Modell einer gqPCR-Maschine. Die ersten
Etablierungsschritte der Singleplexansatze wurden erfolgreich an diesem Gerat
durchgefuhrt. Die folgenden Grafiken zeigen beispielhaft den Kurvenverlauf
einer Positivkontrolle (hier aus 3D7-Parasitenkultur) und einer Negativkontrolle
(H20) einer Singleplexreaktion fur die Gene: pfhrp2 (Abb. 9), pfhrp3 (Abb. 10),
pf B-tubulin (Abb.11) und pf cytochrom b (Abb. 12).

cccccc

Abbildung 9: HEX-Kanal: Singleplex-qPCR  Abbildung 10: FAM-Kanal: Singleplex-gPCR
mit pfhrp2-Primer-Sondenset. Positivkontrolle  mit pfhrp3-Primer-Sondenset. Positivkontrolle
(rot): 3D7. Negativkontrolle H,O (turkis). 3D7 (schwarz). Negativkontrolle H,O (braun)
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Abbildung 11: Cy5-Kanal: Singleplex-qPCR

mit pf S-tubulin-Primer-Sondenset.
Positivkontrolle 3D7 (rot). Negativkontrolle
H,O (turkis).

ccccc

Abbildung 12: ROX-Kanal: Singleplex-qPCR

mit pf cytochrom b-Primer-Sondenset.
Positivkontrolle 3D7 (rot). Negativkontrolle
H,O (turkis).

3.2.2 Etablierung der Singleplexreaktionen im LightCycler-Gerat

Ausgehend von erarbeiteten Parametern aus den Rotorgene-Experimenten
wurden die Singleplexansatze im Lightycycler getestet. Alle Singleplexansatze
wurden immer auch in den drei anderen Fluoreszenzkanalen gemessen, um
die

falsch

sicher zu gehen, dass entsprechenden  Fluorophore nach

Farbkompensation keine positiven Signale in den anderen
Fluoreszenzkanalen verursachen. DNA von 3D7 gemischt mit Vollblut diente als
Positivkontrolle, Kulturmedium, Vollblut und Wasser als Negativkontrolle. Alle
Singleplexreaktionen funktionierten sehr gut fur alle vier Gene, d.h. die
Fluoreszenzintensitaten zeigten immer einen sigmoidalen Verlauf (s. Tabellen

40 und 41).
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Tabelle 40: Fluoreszenzkurven der Singleplexreaktionen flr pfhrp2 und pfhrp3 in den
Detektionskanalen HEX, FAM, Cy5 und ROX unter Verwendung der Farbkompensation.
Positivkontrolle 3D7. Negativkontrolle H,O. Rot =positiv, griin =negativ

pfhrp2 pfhrp3
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Tabelle 41: Fluoreszenzkurven der Singleplexreaktionen flr pf g-tubulin und pf cytochrom b
in den Detektionskanalen HEX, FAM, Cy5 und ROX unter Verwendung der
Farbkompensation. Positivkontrolle 3D7. Negativkontrolle H,O. Rot =positiv, griin =negativ
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3.2.3 Standardkurven

Fir jedes Singleplexassay wurde eine Standardkurve unter Verwendung von
Proben mit unterschiedlicher Parasitdmien verwendet. Hierzu wurden 3D7-
Parasiten seriell mit Vollblut verdinnt und die DNA extrahiert. Aus den
Messwerten der qPCR lasst sich fir jedes Gen eine Standardkurve erstellen,
den linearen Detektionsbereich der gqPCR bestimmen und die Effizienz des
gPCR Protokolls berechnen. Alle gPCRs flr alle Gene zeigen einen linearen
Zusammenhang zwischen zunehmender Ausgangsparasitamie und dem Cqg-
Wert (s. Abb. 13-16). Insgesamt sind alle Assays hochsensitiv und kdnnen eine
Parasitamie bis zu 60 Parasiten/ml im Fall von pf cytochrom b und bis zu 204
Parasiten/ml far pfhrp2, pfhrp3 und pf S-tubulin - detektieren. Die
Amplifikationseffizienz liegt fur alle Singleplexassays zwischen 90% und 110%,

und zeigt somit, dass die Assaybedingungen ideal sind.

pfhrp2
Tabelle 42: Mittelwerte und
40 Standardabweichung (SD) der Cqg-
35 By Werte fiir den ,Linear dynamic
30 - range“ der pfhrp2-
t . .
- . Singleplexreaktionen
5 % P/iml | Cq-Mittelwert | SD
5’ 15 — — 600000 27,01 0,10
#— Standardkurve
10 — — 204000 28,63 0,03
5 — == e= | ineare Regression — 60000 30,50 0,03
0 20400 32,17 0,31
0 2 4 6 8
log Parasiten/ml 6000 34,44 0,57
Abbildung 13: Standardkurve der Singleplex- 2040 35,00 0,00
gPCR flr pfhrp2
Lineare Regression:
y = -3,3958x + 46,722 Detektionslimit:
R2 = 0.989 204 Parasiten/ml

Effektivitat: 0,97
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pfhrp3

40
35
30
25
=
2 20
3 15 — -
10 === Standardkurve
5 — == e= |ineare Regression —
0
0 2 4 6 8

log Parasiten/ml

Abbildung 14: Standardkurve der Singleplex-
gPCR flr pfhrp3

Lineare Regression:

y =-3,3117x + 46,212
R?=0,99718
Effektivitat: 1,00

pf B-tubulin

40
35
30
25
i~
2 20
3 15
10 — === Standardkurve -
5 — == e= | ineare Regression -
0
0 2 4 6 8

log Parasiten/ml

Abbildung 15: Standardkurve der Singleplex-
gPCR fur pf p-tubulin

Lineare Regression:

=-3,1742x + 43,123
R?=0,98821
Effektivitat: 1,07
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Tabelle 43: Mittelwerte und
Standardabweichung (SD) der Cqg-
Werte fiir den ,Linear dynamic
range“ der pfhrp3-
Singleplexreaktionen

P/ml Cqg-Mittelwert SD

600000 26,96 0,07
204000 28,63 0,04
60000 30,42 0,11
20400 32,09 0,17
6000 33,88 0,42

2040 35,00 0,00

Detektionslimit:
204 Parasiten/ml

Tabelle 44: Mittelwerte und
Standardabweichung (SD) der Cqg-
Werte fiir den ,Linear dynamic
range“ der pf g-tubulin-
Singleplexreaktionen

P/ml Cqg-Mittelwert SD
600000 24,62 0,10
204000 26,04 0,10

60000 27,86 0,09
20400 29,78 0,08

6000 31,49 0,12

2040 32,66 0,40

600 34,85 0,26

204 35,00 0,00

Detektionslimit:
204 Parasiten/ml




pf cytochrom b

Tabelle 45: Mittelwerte und

40 Standardabweichung (SD) der Cg-
35 Werte fiir den ,Linear dynamic
30 range“ der pf cytochrom b-
o5 Singleplexreaktionen
§ 20 P/ ml | Cq-Mittelwert | SD
S 15 600000 22,97 0,11
10 — ' Standardkurve — 204000 24,69 0,04
5 — == e= | ineare Regression — 60000 26,81 0,10
0 20400 28,67 0,06
0 2 4 6 8
log Parasiten/ml 6000 30,73 0,07
Abbildung 16: Standardkurve der Singleplex- 2040 32,28 0,15
gPCR flr pf cytochrom b 600 34,56 0,45
204 35,00 0,00
Lineare Regression:
y = -3,6317x + 44,153 Detektionslimit:
R2 = 0,99246 60 Parasiten/ml

Effektivitat: 0,89
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3.3 Multiplexreaktionen

Nach ersten Etablierungsversuchen der Singelplexassays wurden davon
ausgehend die qPCRs schrittweise zusammengefugt. Ziel war es alle vier
Assays in einer 4plex-QPCR zu kombinieren. Hierfur wurde zunachst DNA,
gewonnen aus Parasitenkultur als Positivkontrolle verwendet. Spater wurde
auch DNA die aus mit Parasiten versetztem Vollblut gewonnen wurde
verwendet um “Reallife“-Bedingungen zu simulieren. Als Negativkontrollen

wurden Wasser, Kulturmedium und Vollblut benutzt.

3.3.1 Duplexreaktion mit pfhrp2 und pfhrp3

In der Duplex-gPCR fur pfhrp2 und pfhrp3 wurden zwei verschiedene
Mastermixe ausprobiert, die Hybridisierungs- und Elongationsdauer sowie die
pfhrp2-Sondenkonzentrationen variiert. Der Thermo Fisher TagMan Multiplex
Master Mix fuhrt zu einer idealen, sigmoidalen Amplifikation sowohl von pfhrp2
(HEX-Kanal) als auch von pfhrp3 (FAM-Kanal). Eine Reduzierung der
Sondenkonzentrationen von 100 nM auf 50 nM verbessert die Amplifikation.
Eine Hybridisierungs- und Elongationsdauer von 80 sec entspricht der besten
Reaktionsbedingung.

Zum Vergleich der Mastermixe Sensimix [l Probe Kit und Thermo Fisher
TagMan Multiplex Master Mix wurde das von den Herstellern empfohlene
Standardprotokoll verwendet (s. Tabellen 13-16, 46). Die Optimierung wurde

mit dem Thermo Fisher TagMan Multiplex Master Mix weitergeflhrt.

49



Tabelle 46: Duplex-gPCR mit pfhrp2 und pfhrp3 — Variable: Mastermix, Positivkontrolle: 3D7,
Negativkontrolle: H,O

HEX FAM

Sensimix |l Probe  |i= /

Kit i i /

Thermo Fisher el
TagMan Multiplex
Master Mix i

Das Standardprotokoll des Thermo Fisher TagMan Multiplex Master Mixes sieht
eine Sondenkonzentration von 100 nM vor. Fur den Thermo Fisher TagMan
Multiplex Master Mix wurden unterschiedliche Sondenkonzentrationen
verglichen (s. Tabellen 15-16). Es wurden gleiche Konzentrationen flr beide
Sonden (50-100-150 nM) sowie Kombinationen der unterschiedlichen
Sondenkonzentrationen verwendet. Eine Sondenkonzentration von 50 nM far
pfhrp2 und pfhrp3 fuhrt zu einer optimalen sigmoidalen Amplifikation.

Verglichen wurden unterschiedliche Hybridisierungs- und Elongationsdauern (s.
Tabellen 17-18). Das Standardprotokoll des Thermo Fisher TagMan Multiplex
Master Mix sieht 30 sec vor. Davon ausgehend wurde in 10 sec-Schritten die
Dauer auf 90 sec verlangert. Wie in Abbildung 17 und Tabelle 47 gezeigt ist fur
pfhrp2 die Amplifikation bei einer Hybridisierungs- und Elongationsdauer von 80
und 90 sec optimal. Fur pfhrp3 ist eine Dauer von 80 sec am besten. Durch die
Verlangerung der Hybridisierungs- und Elongationsdauer auf 80 sec kann flr
pfhrp2 eine Verringerung des Cg-Werts um 3,4 Zyklen und fur pfhrp3 um 1,8

Zyklen erreicht werden.
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N w ~ a (o2} ~

AFluoreszenz (533-580 nm)

N

0 —
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Zyklen
——30 sec 40 sec 50 sec 60 sec 70 sec 80 sec 90 sec

Abbildung 17: Fluoreszenzkurven im HEX-Kanal von Duplexreaktionen mit Thermo
Fisher TagMan Multiplex Master Mix bei unterschiedlicher Hybridisierungs- und
Elongationsdauer (AFluoreszenz= Fluoreszenz in Zyklus x- Fluoreszenz in Zyklus 1)

Tabelle 47: Cg-Mittelwerte der Duplexreaktionen im HEX- und FAM-Kanal von Durchlaufen
mit unterschiedlicher Hybridisierungs- und Elongationsdauer

Hybridisierungs- und Elongationsdauer

[ sec]
30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 | 90
Cq- HEX-Kanal | 20,3 | 19,5| 19,0 | 18,2 | 17,7 | 17,5 | 17,2
Mittelwerte | FaM-Kanal | 19,5 | 18,8 | 18,6 | 18,5 | 17,8 | 17,7 | 18,1

3.3.2 Triplexreaktion mit pfhrp2, pfhrp3 und pf B-tubulin oder pf cytochrom b

Die Duplex-Kombination von pfhrp2 und pfhrp3 wurde mit pf S-tubulin oder pf
cytochrom b kombiniert. Die Reaktionsbedingungen kénnen den Tabellen 19-20
entnommen werden. Die Hybridisierungs- und Elongationsdauer von 80 sec
wurde von der Duplexoptimierung Ubernommen. Beide Triplexkombinationen
zeigen eine optimale, sigmoidale Amplifikation (siehe Tabelle 48).

An diesen Reaktionen wurden keine weiteren Optimierungen durchgefthrt.
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Tabelle 48: Triplex-qPCR mit pfhrp2, pfhrp3 und pf S-tubulin oder pf cytochrom b,

Positivkontrolle: 3D7
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3.3.3 4plex-Reaktion

Fir die erste Erprobung der 4plex-gPCR wurde der Rotor-Gene 3000 benutzt.
Die Reaktionen wurden mit dem SensiMix |l Probe Kit-Protokoll (s. Tabellen 21-
22) durchgefihrt. Schon die erste Messung ohne weitergehende
Optimierungsschritte war erfolgreich. Die Positiv- und Negativkontrollen (3D7,
Dd2, HB3) zeigten die erwarteten Ergebnisse - Fluoreszenzanstieg bei
Vorhandensein und eine flache Fluoreszenzkurve bei Abwesenheit des Gens.
Die Negativkontrollen mit Wasser und Vollblut (nicht gezeigt) waren immer

negativ.
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Tabelle 49: Beispielhafte Kurvenverlaufe im HEX-und FAM-Kanal fir die P. falciparum
Stamme 3D7 (oliv), Dd2 (violett) und HB3 (tirkis). Rote Horizontale= Autothreshold

HEX (pfhrp2) FAM (pfhrp3)
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Tabelle 50: Beispielhafte Kurvenverlaufe im Cy5- und ROX-Kanal fir die P. falciparum
Stamme 3D7 (oliv), Dd2 (violett) und HB3 (tirkis). Rote Horizontale= Autothreshold

Cy 5 (pf p-tubulin) ROX (pf cytochrom b)
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3.3.3.1  Optimierung der 4plex-Reaktion

Die Optimierung der Assaybedingungen erfolgte fir die Messung im LightCycler
480 Il. Sowohl der Mastermix, als auch die Primer- und Sondenkonzentrationen
sowie die Bedingungen der gPCR wurden schrittweise etabliert. Als
Probenmaterial wurde DNA aus 3D7-Parasitenkultur verwendet. Fur alle
Optimierungsschritte wurde DNA gleicher Konzentration verwendet. Als
Negativkontrolle diente Wasser. Folgende Bewertungskriterien wurden fir die

einzelnen Optimierungsschritte angewandt:
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* Cqg-Wert (fruher Cq-Wert als Zeichen einer effektiven Amplifikation)
* sigmoidaler Verlauf der Fluoreszenzintensitat mit steilem Anstieg und
Plateauphase

* Reproduzierbarkeit (Vergleich der Triplikate)

I. Variable: Mastermix

Verglichen wurden vier verschiedene Mastermixe unterschiedlicher Hersteller:
QuantiNova Multiplex PCR Master Mix (Qiagen), TagMan Multiplex Master Mix
(Thermo Fisher Scientific), SensiMix Il Probe Kit und SensiFAST Probe No-
ROX Mix (Bioline GmbH). Die Assays wurden gemaf den Herstellerangaben
durchgefuhrt (s. Tabellen 23-28). Die Mastermixe beeinflussen zum Teil sehr
stark die Spezifitat. Der Mastermix von Thermo Fisher zeigt eine sensitive und
effiziente Amplifikation far alle vier Gene und wurde fur alle weiteren

Experimente verwendet.
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Tabelle 51: 4plex-gPCR Vergleich vier unterschiedlicher Mastermixe. Diese Tabelle:
SensiMix Il Probe Kit (SM) und TagMan Multiplex Master Mix von Thermo Fisher (TF),
Positivkontrolle: 3D7, Negativkontrolle: H,O
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Tabelle 52: 4plex-gPCR Vergleich vier unterschiedlicher Mastermixe. Diese Tabelle:
QuantiNova Multiplex PCR Master Mix (QN) und SensiFAST Probe No-ROX Mix (SF),
Positivkontrolle: 3D7, Negativkontrolle: H,O
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Il. Variable: Reaktionsvolumen

Im LightCycler 480 Il kbnnen auch geringere Reaktionsvolumen (10 ul anstatt
von 20 ul) im Rotor-Gene gemessen werden. Dies spart bei zukunftigen
Messungen vieler Proben, wie sie bei epidemiologischen Studien erhoben
deshalb der

Reaktionsvolumens auf die Cqg-Werte verglichen. Hierzu wurden qPCR-

werden, teure Reagenzien. Es wurde Einfluss des
Reaktionen mit 10 yl und 20 pl bei konstanter Konzentration der Reagenzien
und einem gleichbleibenden Probenvolumen im gleichen Lauf gemessen (s.
Tabelle 29). In allen vier Kanalen ist beim kleineren Reaktionsvolumen der Cqg-
Wert kleiner (Cgq-Wertoo 4y — Cg-Wert(1o uy: FAM - 0,44, Cy5 - 1,03, ROX - 0,9
Zyklen, HEX: kein Cqg-Wert fir 20 pl wegen Artefakten berechenbar, aber
optisch eindeutig Anstieg bei hoherem Cqg-Wert). Alle weiteren Versuche

wurden daher mit 10 pl Reaktionsvolumen durchgefuhrt.

[lIl. Variable: Sondenkonzentration

Die Sonden wurden in Konzentrationen von 50 nM und 100 nM verglichen (s.
Tabelle 30). Bei einer Konzentration von 100 nM ist die Fluoreszenzintensitat in
der Plateauphase fir alle vier Kanale hdéher als im Vergleich zu 50 nM.
Allerdings ist der Cq Wert bei 50 nM in allen vier Kanalen ein geringflgig
niedrigerer und beeinflusst ansonsten die Amplifikation nicht negativ (s. Tabelle
53). Die Konzentration von 50 nM ist ausreichend und wurde fur weitere

Versuche verwendet.

Tabelle 53: Mittelwerte der Cg-Werte fir 50 nM und 100 nM Sondenkonzentration

Mittelwert der Cq-Werte

HEX FAM Cy5 ROX
alle Sonden 50 nM 18,3 20,2 19,8 171
alle Sonden 100 nM 18,5 20,3 20,5 17,5

Sonderfall pf g-tubulin-gPCR: Der Verlauf der Fluoreszenzintensitat der pf -
tubulin-gPCR ist in ihrem Verlauf sehr ,zittrig“ (siehe Abb. 18). Dies zeigt sich
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sowohl in Single-, Du-, Tri-, als auch 4plex-Reaktionen. Es wurden
verschiedene Konzentrationen, Temperaturen und Zeiten im Hybridisierungs-
und Elongationsschritt und eine neu synthetisierte Sonde getestet (s. Tabelle
31); jedoch ohne Erfolg. Dieses Phanomen scheint nicht die Amplifikation des
pf  B-tubulin-Gens zu beeinflussen. Fur pf B-tubulin  wurde die
Sondenkonzentration auf 100 nM erhéht, da durch die hdohere Signalintensitat

der Detektionsbereich grofier wird.

Amplification Curves
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Abbildung 18: Cy5-Kanal: 4plex mit Thermo Fisher TagMan
Multiplex Master Mix bei unterschiedlichen Konzentrationen der
pf p-tubulin-Sonde (50 — 100 - 150 nM)

IV. Variable: Hybridisierungs- und Elongationsdauer

Bei einer Hybridisierungs- und Elongationsdauer von 30 sec zeigt sich sowohl
in Du- und Tri-, als auch in der 4-plex eine eher linear zunehmende
Fluoreszenzintensitat im HEX-Kanal. Die Steigung im ersten Teil der
Fluoreszenzkurve ist Ausdruck der Effektivitat der Reaktion. Wie in Abbildung
19 zu sehen, nimmt die Steigung bei langeren Hybridisierungs- und
Elongationsdauern auch fur die 4plex-Reaktion zu. Die Kurven fur 150, 180,
210 und 240sec verlaufen annahernd gleich steil. Auf die Amplifikation von
pfthrp3, pf B-tubulin und pf cytochrom b hat die Verlangerung der
Hybridisierungs- und Elongationsdauer nur einen geringen Einfluss. Die
Fluoreszenzkurven sind unabhangig der Dauer sigmoidal. Die Amplifikation
dieser Gene funktioniert bereits bei einer Dauer von 30 sec. Flr weitere Assays

wurde eine Hybridisierungs- und Elongationsdauer von 150 sec verwendet.
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Abbildung 19: A Fluoreszenz-Kurven im HEX-Kanal von 4plex-Reaktionen mit Thermo Fisher
TagMan Multiplex Master Mix bei unterschiedlichen Primer-Hybridisierung und
Elongationszeiten (A Fluoreszenz= Fluoreszenz in Zyklus x- Fluoreszenz in Zyklus 1)

V. Variable: Hybridisierungs- und Elongationstemperatur

Der Einfluss folgender Temperaturen im Hybridisierungs- und Elongationsschritt
auf die Cq Werte wurde untersucht: 56°C, 58°C, 60°C, 61°C und 62°C. Die in
Abbildung 20 dargestellten Cqg-Werte entsprechen Mittelwerten aus
Triplikatmessungen.

Die Cg-Werte sind vor allem far HEX (pfhrp2) und FAM (pfhrp3) bei niedrigeren
Temperaturen (56°C) erhoht. Fir alle Kanale sind die Cq-Werte ab 60°C relativ
konstant niedriger. Fur die weiteren 4plex-qPCR-Reaktionen wurde 60°C als

Hybridisierungs- und Elongationstemperatur verwendet.
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Abbildung 20: Cqg-Werte der vier Kanale bei unterschiedlichen Temperaturen im
Hybridisierungs- und Elongationsschritt.

VI.  Limitierung der Primer von pf cytochrom b

Pfhrp2, pfhrp3 und pf B-tubulin sind ,single copy genes®. Von pf cytochrom b
dagegen liegen als mitochondriales Gen um die 20 Kopien des Gens in einem
P. falciparum Parasiten vor (Preiser et al., 1996). Eine Limitierung der Primer
des Gens mit hoherer Kopienzahl, kann die Amplifikation der anderen Gene
verbessern. Hierzu wurden alle Parameter der 4plex-qPCR konstant gehalten
und nur die pf cytochrom b-Primerkonzentration verringert. Untersucht wurden
Konzentrationen von 400 nM bis 80 nM. Auf die Cg-Werte in den
Detektionskanalen Cy5, HEX und FAM hat die pf cytochrom b-
Primerkonzentration kaum einen Einfluss (s. Abb. 21). Auf die Messung des pf
cytochrom b-Gens selbst bewirkt eine geringere Primerkonzentration einen
etwas kleineren Cqg-Wert. In den folgenden Assays wurden pf cytochrom b-

Primer in einer Konzentration von 100 nM eingesetzt.
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Abbildung 21: Cg-Mittelwerte in den Detektionskanalen mit unterschiedlichen
Konzentrationen der pf cytochrom b-Primer (Konzentrationen absteigend aufgetragen)
3.3.3.2 Evaluierung der 4plex-gPCR

Das etablierte und optimierte Protokoll der 4plex-gPCR zu Detektion von
pfthrp2, pfhrp3, pf B-tubulin und pf cytochrom b ist in Tabellen 54 und 55

beschrieben. Dieses Protokoll wurde im Weiteren angewandt.
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Tabelle 54: Finaler 4plex-Reaktionsansatz (Kreidenweiss et al., 2019)

Reaktionskomponenten Endkonzentration Volumen fur 1
Reaktion [ ul ]

Thermo Fisher TagMan 1x 5

Multiplex Master Mix

20 uM pfh(pZ-Forward- und 400 nM e 0,2

Reverseprimer

éo uM pfh(pB-Forward- und 400 nM e 0,2
everseprimer

20 uM pf/o’-tubylin-Forward- 400 nM e 0,2

und Reverseprimer

5 uM pf cytoch(om b Forward- 100 nM e 0,2

und Reverseprimer

5 uM pfhrp2-Sonde 50 nM 0,1

5 uM pfhrp3-Sonde 50 nM 0,1

10 uM pf B-tubulin-Sonde 100 nM 0,1

5 uM pf cytochrom b-Sonde 50 nM 0,1

Probe 3

Endvolumen: 10 pl

Tabelle 55: Reaktionsbedingungen der finalen 4plex-gPCR (Kreidenweiss et al., 2019)

Temperatur Dauer Anzahl
Wiederholungen
Aktivierung 95°C 20 sec 1
Denaturierung 95°C 3 sec
Hybridisierung, Elongation 60°C 150 sec
und Fluoreszenzmessung

Mit dem optimierten 4plex-qPCR-Protokoll konnte sehr sensitiv und spezifisch

gleichzeitig pfhrp2, pfhrp3, pf B-tubulin und pf cytochrom b in einer einzelnen

Probe amplifiziert und quantifiziert werden (Kreidenweiss et al., 2019). Die

Reaktionen zeigten in

jedem Fluoreszenzkanal

eine typisch sigmoidal

verlaufende Amplifikation. Nachfolgend ist fur die P. falciparum Stamme 3D7
(pfhrp2+ und pfhrp3+), Dd2 (pfhrp2- und pfhrp3+) und HB3 (pfhrp2+ und
pfhrp3-) jeweils beispielhaft das Ergebnis der 4plex-qPCR fur alle vier Gene

dargestellt.
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Tabelle 56: Beispielhafte Fluoreszenzkurven im HEX- und FAM-Kanal fir die P. falciparum

Stamme 3D7, Dd2 und HB3. Negativkontrolle: H,O

HEX (pfhrp2)

FAM (pfhrp3)
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Tabelle 57: Beispielhafte Fluoreszenzkurven im HEX- und FAM-Kanal fir die P. falciparum

Stamme 3D7, Dd2 und HB3. Negativkontrolle: H,O

Cy5 (pf B-tubulin)

...................

ROX (pf cytochrom b)

Amplification C

3D7

cccccc

s

Amplification Curves

Amplification Curves

Dd2

cccccc

s

Amplification Curves

HB3

Fluoreacence (618.660)

cccccc

s

Spezifitat der Sonden fur pfhrp2 und pfhrp3

FiUr die Untersuchung der Spezifitat der pfhrp2- und pfhrp3-Sonden wurde die

4plex-Reaktion mit einer Verdlinnungsreihe der DNA aus HB3 und Dd2
durchgefuhrt (Positivkontrolle: DNA aus 3D7-Parasitenkultur). Die pfhrp2-Sonde
zeigte keine Kreuzreaktion mit pfhrp3 (Signal im HEX-Kanal fur Dd2 negativ, s.

Abb. 22). Die pfhrp3-Sonde wies eine leichte Kreuzreaktion mit pfhrp2 auf
(Signal im FAM-Kanal fur HB3 positiv, s. Abb. 23)(Kreidenweiss et al., 2019).
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Abbildung 22: Spezifitat der pfhrp2-Sonde  Abbildung 23: Spezifitat der pfhrp3-Sonde
(HEX-Kanal) in der 4plex-qPCR (FAM-Kanal) in der 4plex-qPCR

Wiederholbarkeit

Als ,Wiederholbarkeit* wird in den MIQE-Leitlinien (Bustin et al., 2009) die
Intraassay-Variation bezeichnet. Daflr wurde innerhalb eines Experiments die
gleiche Untersuchungsprobe mit dem gleichen Reaktionsgemisch zehnmal
gemessen. In Tabelle 58 sind die Mittelwerte der Cqg-Werte sowie die
zugehdrige Standardabweichung aller vier Gene aufgeflhrt.

Tabelle 58: Mittelwert und Standardabweichung (SD) der Cq-Werte aus 10-facher
Wiederholung der 4plex Reaktion innerhalb eines Durchlaufs fir die vier Kanale HEX, FAM,
Cy5 und ROX

HEX FAM Cy5 ROX
Cq-Mittelwert 16,40 18,04 18,60 12,30
SD 0,06 0,06 0,06 0,07

Standardkurven

Flr das 4plex-gPCR Assay wurde eine Standardkurve unter Verwendung von
Proben mit unterschiedlicher Parasitamie bestimmt. Hierzu wurden 3D7
Parasiten seriell mit Vollblut verdinnt (s. 2.2.4) und die DNA extrahiert. Als
Negativkontrollen wurden Vollblut, Kulturmedium und Wasser eingesetzt.

Aus den Messwerten der gPCR lasst sich fur jedes Gen eine Standardkurve
erstellen, den linearen Detektionsbereich der gPCR bestimmen und die
Effizienz des qPCR-Protokolls berechnen. Zur Bestimmung des Detektionslimits

wurde jede Konzentrationsstufe der Parasitenverdinnungsreihe in Triplikaten
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gemessen und in vier unabhangigen Durchlaufen wiederholt. Waren
mindestens elf der zwolf Ergebnisse positiv, wurde die Verdunnungsstufe als
positiv gewertet.

Die 4plex-qPCR zeigt fur alle vier Gene einen linearen Zusammenhang
zwischen zunehmender Ausgangsparasitamie und dem gemessenen Cqg-Wert
(s. Abb. 24-27). Insgesamt sind alle Assays hochsensitiv und kénnen eine
Parasitamie von bis zu 60 Parasiten/ml Blut im Fall von pf cytochrom b, von bis
zu 204 Parasiten/ml flr pfhrp2 und pfhrp3 und 600 Parasiten/ml flr pf B-tubulin
detektieren. Die Amplifikationseffizienz liegt fur alle vier Gene zwischen 100%
und 112% und zeigt somit, dass die Assaybedingungen ideal sind

(Kreidenweiss et al., 2019).

pfhrp2
40 Tabelle 59: Mittelwerte und
Standardabweichung (SD) der Cqg-
35 Werte fiir den ,Linear dynamic
30 — ———— range“ der pfhrp2-4plex-
% 25 Reaktionen
= 2 Piml | Cq-Mittelwert | SD
(@]
15 et Standardkurve 4plex 600000 22,53 0,22
10 === Standardkurve Singleplex 204000 24,01 0,03
> — = = Lineare Regression E 60000 25,91 0,04
0
0 2| . _t4 . 6 8 20400 27,60 0,19
0g Farastienm 6000 29,36 0,16
Abbildung 24: Standardkurve der 4plex-qPCR fir 2040 30,67 0,42
pfhrp2 600 31,88 0,34
204 34,18 0,77
Lineare Regression:
=-3,2692x + 41,488 Detektionslimit:
R2 = 0,99604 204 Parasiten/ml

Effektivitat: 1,02

68



pfhrp3
40

35 —
30
25

h g

20
15
10 —

Cqg-Werte

et Standardkurve 4plex
===a== Standardkurve Singleplex

= = = Linear regression

0 2 4 6 8
log Parasiten/ml

Abbildung 25: Standardkurve der 4plex-gPCR flr
pfhrp3

Lineare Regression:

y =-3,0578x + 42,826
R?2=0,98784
Effektivitat: 1,12
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Abbildung 26: Standardkurve der 4plex-gPCR flr
pf p-tubulin

Lineare Regression:

y =-3,1892x + 43,755
R? = 10,9986
Effektivitat: 1,06
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Tabelle 60: Mittelwerte und
Standardabweichung (SD) der Cqg-
Werte fiir den ,Linear dynamic
range“ der pfhrp3-4plex-

Reaktionen

P/ml Cqg-Mittelwert SD
600000 24,86 0,25
204000 26,34 0,06
60000 28,20 0,04
20400 30,09 0,07
6000 31,64 0,16
2040 32,98 0,16
600 34,57 0,75
204 35,00 0,00

Detektionslimit:
204 Parasiten/ml

Tabelle 61: Mittelwerte und
Standardabweichung (SD) der Cqg-
Werte fiir den ,Linear dynamic
range“ der pf g-tubulin-4plex-
Reaktionen

P/ml Cqg-Mittelwert SD
600000 25,25 0,24
204000 26,69 0,06

60000 28,65 0,05
20400 30,12 0,06

6000 31,85 0,10

2040 33,19 0,36

600 34,74 0,46

Detektionslimit:
600 Parasiten/ml
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Abbildung 27: Standardkurve der 4plex-gPCR flr
pf cytochrom b

Lineare Regression:
y =-3,3092x + 39,872
R? = 0,99689
Effektivitat: 1,01
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Tabelle 62: Mittelwerte und
Standardabweichung (SD) der Cqg-
Werte fiir den ,Linear dynamic
range“ der pf cytochrom b-4plex-
Reaktionen

P/ml Cqg-Mittelwert SD
600000 20,52 0,28
204000 22,10 0,05

60000 23,98 0,06
20400 25,80 0,10

6000 27,72 0,10

2040 29,11 0,18

600 30,83 0,16

204 32,17 0,45

60 34,25 0,77

Detektionslimit:

60 Parasiten/ml




4 Diskussion
4.1 Ergebnisse der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals eine qPCR zur Detektion von
Deletionen des pfhrp2 und/ oder des pfhrp3-Gens etabliert. Der Assay konnte
erfolgreich zu einer 4plex-qPCR erweitert werden, womit in einem
Reaktionsansatz parallel zur Detektion von pfhrp2 und pfhrp3 sowohl das
Vorhandensein einer P. falciparum Infektion kontrolliert wird (pf cytochrom b),
als auch eine Qualitatskontrolle der Proben-DNA (pf B-tublin) stattfindet. Dieses
neue Multiplex-qPCR-Protokoll ermdglicht kosteneffizient, Probenmaterial- und
Zeit sparend viele Proben, wie sie z. B. bei epidemiologischen Studien anfallen,
zu screenen. Das Detektionslimit des 4plex-qPCR-Protokolls liegt fur pfhrp2
und pfhrp3 bei 204 Parasiten/ml, fur pf B-tublin bei 600 Parasiten/ml und flr
pf cytochrom b bei 60 Parasiten/ml (Kreidenweiss et al., 2019).

Die Optimierung eines Multiplex-gPCR-Protokolls ist aufgrund zahlreicher
Einzelparameter, die miteinander interagieren, ein komplexer und langwieriger
Vorgang. Im Rahmen der 4plex-qPCR-Etablierung wurden unter anderem vier
unterschiedliche Mastermixe, verschiedene Hybridisierungs- und
Elongationstemperaturen und —dauern sowie Konzentrationen der
Reaktionskomponenten verglichen. Als entscheidend stellte sich eine
verlangerte Hybridisierungs- und Elongationsdauer heraus (Ublicherweise: 30
sec, hier: 150 sec). Das etablierte Protokoll wurde an zwei qPCR-Geraten
getestet und funktioniert sowohl am Rotor-Gene 3000 als auch am LightCycler
480 I1.

Die Wahl der Sequenzen fur die Primer und Sonden zur spezifischen
Amplifikation des pfhrp2- und des pfhrp3-Gens war nicht ganz einfach und
bedarf eventuell einer Verbesserung und Etablierung eines adaptierten 4plex-
gPCR-Protokolls. Obwohl die beiden Gene auf unterschiedlichen
Chromosomen lokalisiert sind, sind die DNA Sequenzen von pfhrp2 und pfhrp3
uber weite Bereiche homolog. Dies betrifft insbesondere Exon 1 und Exon 2 im
zentralen Bereich der Alanin-Histidin-Repeats. Die ausgewahlten Sequenzen
der Primer und der beiden Sonden sind im 5°-Bereich des jeweiligen Exon 2

lokalisiert. Die Forward- und Reverseprimer unterscheiden sich jeweils nur in
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einer bzw. zwei Basen. Die pfhrp2-Sonde unterscheidet sich vom pfhrp3-Gen in
nur einer Base, die pfhrp3-Sonde in zwei Basen vom pfhrp2-Gen. Tatsachlich
konnte bei den Primersets flr pfhrp2 und pfhrp3 eine Kreuzamplifikation des
jeweils anderen Gens gemessen werden (s. Abb. 3-4). Die Spezifitat wird tUber
die Sonden erreicht. Dafur wurden 3’-minor groove binder (MGB)-Sonden
gewahlt, die eine Erhdhung der Spezifitat versprechen (Lukhtanov et al., 1995).
In Singleplex-Messungen erwiesen sich die Sonden am Rotor Gene 3000 als
hoch spezifisch. Bei Messungen am Lightcycler 480 Il, ein neueres, hoch
sensitives Gerat, zeigte sich jedoch eine leicht falsch positive Detektion von
pfhrp3 (s. Abb. 23). Diese ist abhangig von der Proben-DNA-Menge. Das falsch
positive Fluoreszenzsignal nimmt mit steigender Konzentration zu. Durch den
Verlauf des Signalanstiegs lasst sich jedoch gut zwischen richtig und falsch
positiver Detektion unterscheiden. In der Praxis empfiehlt es sich deshalb DNA
von HB3 und Dd2 jeweils als Kontrollen flr pfhrp3- bzw. pfhrp2-Deletionen im
selben Ansatz mit zu messen und die maschinelle Bewertung von positiv und
negativ durch optische Bewertung des Kurvenverlaufs zu verifizieren.
Interessanterweise, zeigt die pfhrp2-Sonde keine unspezifische Amplifikation
des pfhrp3-Gens, obwohl sich Gen und Sonde in nur einer Base unterscheiden.
Die Amplifikation des pf B-tublin-Gens hat in der 4plex-gPCR die Funktion einer
internen Amplifikationskontrolle (IAC). Pf B-tublin ist wie pfhrp2 und pfhrp3 ein
,Single copy gene® und hilft falsch negative von richtig negativen pfhrp2/ 3-
gPCR-Ergebnissen zu unterscheiden bzw. richtig positive Ergebnisse zu
bestatigen. Allerdings hat sich gezeigt, dass die pf B-tubulin-Detektion weniger
sensitiv ist als die von pfhrp2/ 3. Daraus folgt, dass ein negatives Ergebnis fur
alle drei Gene nicht zwangsweise bedeuten muss, dass nicht genug DNA fur
eine potentielle Detektion von pfhrp2 und pfhrp3 vorhanden ist. Deshalb |asst
sich im Fall einer Parasitamie zwischen den Detektionslimits von pfhrp2/ pfthrp3
und pf B-tublin (204-600 Parasiten/ml) nicht zwischen einer echten Deletion und
einem Mangel an DNA als Ursache flr das negative Ergebnis diskriminieren.
Resultat ist ein hdheres Detektionslimit bei Proben mit Deletionen beider Gene

(pfhrp2 und pfhrp3) (Kreidenweiss et al., 2019). Liegt nur eine Deletion eines
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der beiden Gene vor, kann bei einem negativen Ergebnis fur pf B-tublin das
jeweils andere die Rolle der IAC Gbernehmen.

Eine weitere Beobachtung ist, dass die Amplifikation des pf B-tublin-Gens
mittels einer Cy5 markierten Sonden zwar den typisch sigmoidalen Verlauf
nimmt, jedoch insgesamt minimale Fluoreszenzintensitatsschwankungen Uber
den gesamten Verlauf zeigt, so dass die Kurve als ,zittrig“ erscheint (s. Abb.
18). Es wurden viele Moglichkeiten ausprobiert diese zu eliminieren, jedoch
ohne Erfolg. Allerdings hat diese ungewohnliche Erscheinung keine relevante
Auswirkung auf das Messergebnis und die Bestimmung des Cqg-Wertes.
Eventuell kann ein Wechsel des Farbstoffs oder eine andere Farbstoff—
Quencher-Kombination erwogen werden.

Im Klinikalltag werden P. falciparum Infektionen vor allem anhand der
lichtmikroskopischen Untersuchung eines mit Giemsaldésung gefarbten dicken
Tropfens oder Antigen-basierten Schnelltests (RDTs) diagnostiziert. Das
Detektionslimit der Mikroskopie liegt bei erfahrenen Mikroskopisten unter
Feldbedingungen bei 50.000-100.000 Parasiten/ml Blut. Bei schlechtem
Equipment oder mangelnder Erfahrung ist mit einem deutlich hdheren
Detektionslimit zu rechnen (Wongsrichanalai et al., 2007). Schnelltests werden
ab einem Detektionslimit von 200.000 Parasiten/ml von der WHO empfohlen
(WHO, 2017b). Assays mit konventioneller PCR werden mit Detektionslimits
von bis zu 50 Parasiten/ml beschrieben (Padley et al., 2003). Allerdings konnte
dies in einer vergleichenden Untersuchung von PCR-Assays nicht reproduziert
werden (Mixson-Hayden et al., 2010). Vu et al. stellten ein PCR-Assay mit
einem Detektionslimit von 80 Parasiten/ml vor (Vu et al., 1995). Veroffentlichte
Protokolle amplifizieren ganz unterschiedliche Gene (pf18S-rDNA, pfcytb,
msp1, msp2, glurp, ...), sind als nested oder konventionelles Protokoll
angewendet und/oder unterscheiden sich sonst in allen denkbaren Parametern
einer PCR (Snounou et al.,, 1993, Rubio et al., 1999). Da kein einheitlicher
Standard zur Bestimmung des Detektionslimits verwendet wurde sind keine
Vergleiche mdglich (Padley et al., 2003).

Eine gPCR erreicht in vielen Fallen im Vergleich zur konventionellen PCR ein

niedrigeres Detektionslimit (Dagher et al., 2004, Francino et al., 2006,
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Papaparaskevas et al., 2013). In verdffentlichten qPCR Assays zur Detektion
und Quantifizierung von P. falciparum wurde ein Detektionslimit von 20
Parasiten/ml erreicht. In all diesen Assays wurde ein Abschnitt des ,multi copy
genes” 18S der ribosomalen DNA amplifiziert (Hermsen et al., 2001, Murphy et
al., 2012, Andrews et al., 2005). Fir ein Singleplexassay, das das P. falciparum
spezifische cytochrom b-Gen detektiert, wird ein Detektionslimit von

50 Parasiten/ml angegeben (Farrugia et al., 2011). Dies entspricht dem in
dieser 4plex-gPCR erreichten Detektionslimit von 60 Parasiten/ml.

Die WHO weist nachdricklich darauf hin, dass auch in Malaria endemischen
Landern, eine Therapie erst nach positiver Diagnostik eingeleitet werden soll.
Dies dient der Minimierung des Einsatzes von Malariamedikamenten um die
Ausbreitung von resistenten Malariaparasiten zu begrenzen (WHO, 2010). Dies
hat insbesondere zur Verbreitung und Anwendung von PfHRP2-basierten
Malariaschnelltests gefihrt. Nach den ersten Berichten von pfhrp2-Gen-
deletierten Parasitenstdmmen in Sudamerika, wurden - und werden nach wie
vor - viele Studien zur Bestimmung der Pravalenz von pfhrp2/ pfhrp3-deletierten
Malariaparasiten durchgefuhrt. Bislang kommen hierfir nur konventionelle
PCR-Protokolle zum Einsatz. Die Qualitdt der publizierten Studien ist
unterschiedlich. Oft sind das Probenkollektiv und die Auswahlkriterien nicht
nachvollziehbar und es fehlen Qualitatskontrollen, um das Ergebnis der
publizierten pfhrp2/ 3-Deletionen kontrollieren zu kénnen (Akinyi et al., 2013,
Maltha et al., 2012, Houze et al., 2011, Cheng et al., 2014, Kozycki et al.,
2017). Auch der Nachweis, dass die beschriebenen Proben ein negatives
Ergebnis im RDT zeigen ist nicht in allen Studien vorhanden (Gamboa et al.,
2010, Akinyi et al., 2013, Wurtz et al., 2013, Koita et al., 2012, Cheng et al.,
2014). Daneben sind keine Daten uber die jeweiligen Detektionslimits der

Assays genannt.

4.2 Grenzen des Nachweises von pfhrp2-Deletionen

Wenn in der PCR oder auch gqPCR keine Amplifikation des pfhrp2-Gens

gemessen wird, wird dies mit einer Deletion des Gens gleichgesetzt (Gamboa
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et al., 2010, Koita et al., 2012, Kozycki et al., 2017, Fontecha et al., 2018).
Allerdings gibt es verschiedene Ursachen, die neben einer tatsachlich
vorhandenen Deletion ebenfalls zu einem negativen PCR-/ qPCR-Ergebnis
fuhren konnen. Einige, wie z.B. zu geringe Probenmenge, Inhibitoren im
Reaktionsgemisch, Denaturierung der DNA und Fehler in der Durchflihrung
konnen durch den Einsatz einer internen Amplifikationskontrolle (hier: pf B-
tubulin) ausgeschlossen werden. Nicht abgedeckt wird davon, dass bereits
geringe Sequenzvariationen im Bereich der Primer- oder Sondenabschnitte
durch deren hohe Spezifizitat die Amplifikation und Detektion in PCR/ gPCR
verhindern konnen. Diese Variationen missen aber nicht unbedingt
entscheidenden Einfluss auf das Protein PfHRP2 haben und kénnen damit far
die Detektion im RDT irrelevant sein.

Umgekehrt muss ein positives PCR-/ gqPCR-Ergebnis nicht zwangslaufig dazu
fuhren, dass PfHRP2 im Blut nachgewiesen, bzw. von RDTs detektiert werden
kann. Fur die molekulargenetische Detektion sind nur die Genabschnitte an
denen die Primer und Sonden binden relevant. Eine Deletion oder Mutation
eines anderen Abschnitts, oberhalb und/ oder unterhalb, kann somit
stattgefunden haben ohne dass dies Einfluss auf das qPCR-Ergebnis hat
(Cheng et al., 2014). Nichtsdestotrotz, kdnnen diese Bereiche entscheidend
sein damit ein funktionelles Protein exprimiert und ggf. mittels RDT
nachgewiesen werden kann. Die Problematik durch das Gleichsetzen von
LAmplifikation detektiert mit ,keine Deletion® in PCR-Assays wird in
Veroffentlichungen von Fontecha et al. (2018) und Gamboa et al. (2010)
deutlich. In beiden werden in pfhrp2 und pfhrp3 jeweils zwei Genabschnitte
amplifiziert. In einigen Proben wurde nur einer der beiden Genabschnitte
amplifiziert. Getrennt voneinander betrachtet wirde das eine Ergebnis als
,Deletion“ und das andere als ,keine Deletion® interpretiert werden. Ob also
eine partielle Deletion detektiert wird hangt davon ab, ob die Sequenzabschnitte
an denen Primer und/ oder Sonden binden betroffen sind. Durch
Elektrophorese des Amplifikationsprodukts und vergleich der Lange des
Produkts mit der erwarteten Lange kdnnten groRere Deletionen zwischen den

Bindungsstellen der Oligonukleotide ausgeschlossen werden.
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Mutationen insbesondere in Genabschnitten, die flir Antikdrperbindungsstellen
kodieren haben groRen Einfluss auf die Detektierbarkeit in RDTs ohne
zwangsweise in PCRs/ qPCRs erfasst zu werden (Baker et al., 2005, Cheng et
al., 2014).

Es ist bekannt, dass Mehrfachinfektionen mit mehreren P. falciparum Stammen
verbreitet sind (Ntoumi et al., 1995, Henning et al., 2004, Soulama et al., 2009,
al-Yaman et al., 1997, Arnot, 1998, Mayengue et al., 2007). Abhangig vom
Mengenverhaltnis von pfhrp2- und/ oder pfhrp3-deletierten Stammen und
Stammen ohne Deletion bleiben Stdamme mit Deletionen in der PCR/ gPCR
unentdeckt. Dies fuhrt zur Unterschatzung der Pravalenz von P. falciparum

Stammen mit pfhrp2-Deletionen (Kreidenweiss et al., 2019).

4.3 Fazit

In der vorliegenden Arbeit konnte erfolgreich ein qPCR-Protokoll etabliert
werden mit dem parallel P. falciparum Infektionen, pfhrp2- und pfhrp3-
Deletionen, sowie eine Qualitatskontrolle hochsensitiv nachgewiesen werden
konnen. In der Multiplex-gPCR konnten folgende Detektionslimits erzielt
werden: pfhrp2:

204 Parasiten/ml Blut, pfhrp3: 204 Parasiten/ml, pf cytochrom b: 60
Parasiten/ml, pf B-tublin: 600 Parasiten/ml. Dies entspricht bis auf fur pf B-tublin
(204 Parasiten/ml) dem gleichen Detektionslimit, das auch in den
Singleplexreaktionen gemessen wurde. Im Vergleich zu anderen Methoden und
Assays wurde damit eine sehr hohe Sensitivitat erreicht, die ca. 1000-mal
sensitiver als Schnelltests ist und ca. 250-mal sensitiver als standardmafige

Mikroskopie (Kreidenweiss et al., 2019).

4.4 Ausblick

Das 4plex-qPCR-Protokoll muss nun an einem menschlichen Probenkollektiv,
das sowohl Blutproben von infizierten Personen als auch von uninfizierten
Personen enthalt, validiert werden. Des Weiteren ist ein Praxistest unter

Feldbedingungen, z.B. Durchfuihrung in Afrika, notwendig. Das qPCR-Protokoll
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wird dann bei epidemiologischen Studien in Afrika eingesetzt werden
(Kreidenweiss et al., 2019).

Darlber hinaus sind unterschiedliche Verbesserungsstrategien denkbar: Eine
weitere Erhéhung der Sensitivitat des Assays konnte durch eine vorgeschaltete
Praamplifikation erreicht werden (Tran et al., 2014). Eventuell konnte die
Sensitivitat auch durch ein neues Design von Primern und Sonden, deren
Schmelztemperaturen naher beieinanderliegen erreicht werden. Eine
Verbesserung der Spezifitat fir pfhrp3 konnte durch ein spezifischeres Design
der pfhrp3-Primer und/ oder -Sonde erzielt werden. Durch einen anderen
Farbstoff oder Quencher kann versucht werden das ,Zittern® der

Fluoreszenzkurve flr pf B-tublin zu eliminieren.
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5 Zusammenfassung

Plasmodium falciparum ist Erreger der potentiell letalen Malaria tropica. In der
Routinediagnostik wird die Infektion mit Mikroskopie oder Antigen-basierten
Schnelltests (Rapid diagnostic tests, RDT) nachgewiesen. Diese ist Grundlage
fur die Therapieentscheidung und damit Teil der lebensrettenden Intervention.
Ein Grofteil der RDTs verwendet als Antigen P. falciparum-spezifisches
Histidin-reiches Protein 2 (PfHRP2).

Gamboa et al. berichteten 2010 erstmals von P. falciparum Stammen in Peru,
die durch PfHRP2-basierte RDTs nicht nachgewiesen werden konnten, weil sie
durch eine Deletion des pfhrp2-Gens kein PfHRP2-Protein exprimieren. Eine
daraus resultierende falsch negative Diagnostik in RDTs kann schwerwiegende
Folgen haben und die Eliminierung der Malaria erschweren.

Mittlerweile wurden P. falciparum Stamme mit pfhrp2-Gendeletionen in allen
Malariaregionen weltweit nachgewiesen. Der Nachweis wird mittels
konventioneller PCR auf den pfhrp2-Genlocus gefuhrt. In  vielen
Endemiegebieten in Afrika gibt es jedoch bis jetzt kaum gut erhobene Daten
uber den pfhrp2-Status der dortigen Parasitenpopulation.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals eine Multiplex-gPCR zur Detektion
von Deletionen etabliert. Mit dieser Methode kdnnen zeiteffizient grolie
Stichproben untersucht werden. Mit dem neuen 4plex-qPCR-Protokoll konnten
neben pfhrp2 und pfhrp3, die wichtig fur die RDT-Diagnostik sind, parallel pf 8-
tublin und pf cytochrom b detektiert werden. Pf B-tublin ist wie pfhrp2 ein ,single
copy gene® und dient hier entsprechend als Kontrollgen. Das Protein von pfhrp3
reagiert durch seine Ahnlichkeit zu PfHRP2 ebenfalls in RDTs und auch
Deletionen dieses Gens wurden beobachtet. Deshalb soll auch dieses Gen
parallel amplifiziert werden. Pf cytochrom b dient dem Nachweis einer P.
falciparum Infektion. Das Detektionslimit liegt flr pfhrp2 und pfhrp3 bei

204 Parasiten/ml Blut, fur pf B-tublin bei 600 Parasiten/ml und fUr pfcytb bei

60 Parasiten/ml. Im Vergleich zu anderen diagnostischen Methoden
(Mikroskopie und RDT) wurde damit eine viel hohere Sensitivitat erreicht. Das
etablierte Protokoll wurde an zwei gPCR-Geraten getestet und funktioniert

sowohl am Rotor-Gene 3000 als auch am LightCycler 480 II.
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Das 4plex-qPCR-Protokoll muss nun mit Proben aus einem Patientenkollektiv
von Infizierten und Uninfizierten weiter validiert werden, bevor es im Rahmen

von epidemiologischen Studien in Afrika eingesetzt werden wird.
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9 Anhang

8.1Einzelergebnisse der Standarderstellung fiir Singleplexreaktionen fir pfhrp2, pfhrp3, pf pB-tubulin und
pf cytochrom b

Tabelle 63: Einzelergebnisse der Standarderstellung fur Singleplexreaktionen flr pfhrp2 (HEX), pfhrp3 (FAM), pf s-tubulin (Cy5) und pf cytochrom b
(ROX). Jede Parasitenkonzentration in Triplikaten.

HEX-Kanal FAM-Kanal Cy5-Kanal ROX-Kanal
Ca- optische Ca- optische Ca- optische Ca- optische

P/ml Wert Bewertung Wert Bewertung Wert Bewertung Wert Bewertung

1 26,9 + 26,9 + 24,54 + 22,86 +
600000 2 27,06 + 27,04 + 24,73 + 23,08 +

3 27,07 + 26,94 + 24,58 + 22,98 +

1 28,6 + 28,65 + 26 + 24,65 +
20400 2 28,66 + 28,58 + 26,15 + 24,71 +

3 28,64 + 28,66 + 25,97 + 24,72 +

1 30,52 + 30,5 + 27,86 + 26,87 +
60000 2 30,51 + 30,3 + 27,95 + 26,87 +

3 30,47 + 30,46 + 27,78 + 26,7 +

1 31,81 + 32,09 + 29,81 + 28,69 +
20400 2 32,38 + 31,92 + 29,69 + 28,61 +
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3 32,31 + 32,26 + 29,83 28,72 +
1 34,46 + 34,29 ¥ 31,43 30,8 +
6000 2 33,87 + 33,45 + 31,63 30,74 +
3 35 + 33,91 + 31,41 30,66 +
1 35 + 35 n 32,23 32,29 +
2040 2 35 + 35 + 32,72 32,13 +
3 35 + 35 + 33,03 32,42 +
1 35 + 35 ¥ 35 35 +
600 2 35 + 35 + 34,55 34,59 +
3 35 + 35 + 35 34,1 +
1 35 + 35 + 35 +
204 2 35 + 35 35 +
3 35 + 35 + 35 35 +
1 35 +
60 2 35 +
3 35 + 35 + 35 35 +
1 35 (+)
20 2 35 + 35 (+)
3 35 + 35 35 (+)
1
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6 2
3
1
2 2
3
1
3 2
3
1
1 2
3
LOD (P/ml): 204 205 206

Positivkontrolle (3D7) waren alle drei in allen vier Kanalen positiv.

Negativkontrollen (Wasser, Medium, Vollblut) waren alle in allen vier Kanalen negativ.
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8.2Ergebnisse der Standarderstellung fur 4plex-Reaktionen fur pfhrp2, pfhrp3, pf g-tubulin und pf cytochrom b

Tabelle 64: Einzelergebnisse der Standarderstellung fur 4plex-Reaktionen im HEX-Kanal. Vier unabhangige Durchgange (Nr. 1- 4). Jede
Parasitenkonzentration in Triplikaten. LoD= Limit of Detection

Nr.1 Nr.2 Nr.3 Nr.4
Cqg-Wert optische Cqg-Wert optische Cqg-Wert optische Cqg-Wert optische
P/ml Bewertung Bewertung Bewertung Bewertung
1 22,28 + 22,55 + 22,58 + 22,81 +
600000 2 22,6 + 22,72 + 22,62 + 22,72 +
3 22,71 + 22,76 + 22,8 + 22,85 +
1 23,98 + 24,15 + 24,16 + 24,27 +
204000 2 24,04 + 24,18 + 24,3 + 24,45 +
3 24,02 + 24,12 + 24,29 + 25,18 +
1 25,93 + 25,96 + 26,05 + 26,23 +
60000 2 25,94 + 25,94 + 26,07 + 26,18 +
3 25,86 + 25,91 + 26,05 + -
1 27,39 + 27,77 + 27,84 + 27,95 +
20400 2 27,77 + 27,77 + 27,94 + 27,91 +
3 27,63 + 27,72 + 28,01 + 28,23 +
1 29,5 + 29,88 + 29,62 + 29,88 +
6000 2 29,19 + 29,69 + 29,41 + 30 +
3 29,4 + 29,52 + 29,75 + 31,54 +
1 30,65 + 30,52 + 30,69 + 33,5 +
2040 2 30,25 + 31,03 + 31,47 + -
3 31,1 + 30,85 + 30,75 + 31,55
1 32,04 + 33,14 + 33,06 + 33,54
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600 2 32,12 + 32,61 + 34 + 33,09 +
3 31,49 + 34,54 + 32,89 + 34,01 +

1 33,48 + 35 + 35 + 35 +

204 2 34,05 + 35 + 35 + 35 +
3 35 + 33,74 + 33,16 + -

1 30,52 - - - 34,09 +

60 2 - ] ] ;
3 35 + - - -

1 35 + 35 + - -

20 2 - - - -
3 - 35 + - -

1 - B B i

6 2 35 + - - -
3 - - - -

1 - - 31.78 - -

2 2 ] ; ; ;
3 - - - -

1| 3101 - - : 3

3 2 ] ; ; ;
3 - - - -

1 35 + - - -

1 2 30.34 - 35 - - -
3 - - - -

LOD (P /ml): 204 20 204 204
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Tabelle 65: Einzelergebnisse der Standarderstellung fur 4plex-Reaktionen im FAM-Kanal. Vier unabhangige Durchgange (Nr. 1- 4). Jede
Parasitenkonzentration in Triplikaten. LoD= Limit of Detection

Nr.1 Nr.2 Nr.3 Nr.4
Cqg-Wert optische Cqg-Wert optische Cqg-Wert optische Cqg-Wert optische

P/ml Bewertung Bewertung Bewertung Bewertung
1 24,6 + 24,62 + 24,5 + 24,66 +
600000 2 24,9 + 24,81 + 24,58 + 24,81 +
3 25,09 + 24,86 + 24,77 + 24,83 +
1 26,27 + 26,36 + 26,16 + 26,31 +
204000 2 26,38 + 26,29 + 26,19 + 26,39 +
3 26,37 + 26,39 + 26,38 + 27,33 +
1 28,23 + 28,13 + 28 + 28,07 +
60000 2 28,21 + 28,13 + 28,16 + 28,19 +
3 28,16 + 28,19 + 28,08 + -
1 30,07 + 29,73 + 29,74 + 30,09 +
20400 2 30,04 + 30,08 + 30,03 + 29,6 +
3 30,17 + 29,95 + 29,68 + 29,94 +
1 31,46 + 31,32 + 31,2 + 31,42 +
6000 2 31,76 + 31,54 + 31,06 + 31,09 +
3 31,71 + 31,62 + 31,47 + 32,52 +
1 33,03 + 32,11 + 32,92 + 35 +
2040 2 32,81 + 32,24 + 33,3 + -
3 33,11 + 33,77 + 32,84 + 32,61 +
1 35 + 35 + 35 + 34,48 +
600 2 35 + 35 + 35 + 35 +
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35

35

35

204

34,47
35

35

35

35

35

204

35

35

35

35

35

35

35

60

33,7

35

35

35

204

204

60

~

20

~

~

~

LOD (P/ml):
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Tabelle 66: Einzelergebnisse der Standarderstellung fur 4plex-Reaktionen im Cy5-Kanal. Vier unabhangige Durchgénge (Nr. 1- 4). Jede
Parasitenkonzentration in Triplikaten. LoD= Limit of Detection

Nr.1 Nr.2 Nr.3 Nr.4
Cqg-Wert optische Cqg-Wert optische Cqg-Wert optische Cqg-Wert optische
P/ml Bewertung Bewertung Bewertung Bewertung
1 24,99 + 25,05 + 24,97 + 25,04 +
600000 2 25,29 + 25,23 + 25,13 + 25,17 +
3 25,46 + 25,48 + 25,17 + 25,25 +
1 26,64 + 26,75 + 26,6 + 26,63 +
204000 2 26,77 + 26,7 + 26,66 + 26,78 +
3 26,68 + 26,73 + 26,79 + 27,66 +
1 28,67 + 28,61 + 28,33 + 28,76 +
60000 2 28,59 + 28,49 + 28,74 + 28,65 +
3 28,68 + 28,32 + 28,71 + -
1 30,09 + 30,06 + 30,24 + 30,57 +
20400 2 30,19 + 30,67 + 30,26 + 30,05 +
3 30,09 + 30,56 + 30,16 + 30,48 +
1 31,74 + 31,72 + 31,56 + +
6000 2 31,91 + 31,85 + 31,77 + 31,78 +
3 31,9 + 31,97 + 31,83 + 33,15 +
1 32,99 + 32,69 + 33,06 + +
2040 2 32,96 + 33,67 + 33,53 + -
3 33,6 + 33,08 + 33,32 + 35 +
1 35 + 35 + 35 + 35 +
600 2 35 + + 35 - 35 +
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35

600

35

35

35

20

34,9

35

204

34,21

35

204

3

204

60

20

~

LOD (P/ml):
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Tabelle 67: Einzelergebnisse der Standarderstellung fur 4plex-Reaktionen im ROX-Kanal. Vier unabhangige Durchgange (Nr. 1- 4). Jede
Parasitenkonzentration in Triplikaten. LoD= Limit of Detection

Nr.1 Nr.2 Nr.3 Nr.4
Cqg-Wert optische Cqg-Wert optische Cqg-Wert optische Cqg-Wert optische
P/ml Bewertung Bewertung Bewertung Bewertung
1 20,2 + 20,49 + 20,45 + 20,65 +
600000 2 20,66 + 20,67 + 20,57 + 20,65 +
3 20,7 + 20,71 + 20,76 + 20,76 +
1 22,07 + 22,14 + 22,08 + 22,23 +
204000 2 22,16 + 22,17 + 22,21 + 22,26 +
3 22,08 + 22,13 + 22,27 + 23,24 +
1 24,03 + 24,11 + 23,92 + 24,23 +
60000 2 23,99 + 24,08 + 24,13 + 24,21 +
3 23,91 + 23,97 + 24,08 + -
1 25,7 + 25,89 + 25,9 + 26,05 +
20400 2 25,91 + 25,97 + 26,09 + 25,93 +
3 25,79 + 25,88 + 25,99 + 26,24 +
1 27,63 + 27,57 + 27,62 + 27,77 +
6000 2 27,83 + 27,77 + 27,67 + 27,69 +
3 27,69 + 27,71 + 27,76 + 29,33 +
1 29,22 + 29,31 + 29,11 + 31,45 +
2040 2 28,9 + 29,33 + 29,13 + -
3 29,19 + 29,29 + 29,09 + 29,65 +
1 30,65 + 31,48 + 30,93 + 30,86 +
600 2 30,96 + 30,83 + 30,8 + 31,1 +
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3 30,88 + 31,48 + 31,4 + 32,72

1 31,72 + 32,79 + 32,38 + 32,91

204 2 32,15 + 32,32 + 32,97 + 33,26
3 32,63 + 32,26 + 32,08 + -
1 33,45 + 35 + 33,99 + 34,56 +
60 2 34,29 + 35 + 35 + 35 +
3 35 + 35 + 33,75 + 35 +
1 35 + 35 + 35 + -
20 2 35 + 35 + 35 + 35 +
3 35 + 35 + -
1 - - -
6 2 - ;
3 - 35 + - -
1 - - -
2 2 - - -
3 - - -
1 - - -
3 2 - - -
3 - - -
1 - - 35 +
1 2 - - -
3 - - -

LOD (P/ml): 20 20 20 60

Positivkontrolle (3D7): Alle drei der Triplikate waren in allen vier Kanalen positiv.
Negativkontrollen (Wasser, Medium, Vollblut): Alle drei der Triplikate waren in allen vier Kanalen negativ.
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