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EinfGhrung:

Malaria ist eine schwerwiegende infektiose Krankheit, die auf den Menschen durch den Stich
einer von Plasmodien befallenen Miicke libertragen wird. Nach wie vor stellt die Krankheit mit
etwa 200 Millionen infizierten und etwa 400.000 Toten jahrlich eine der am haufigsten
auftretenden und gefahrlichsten Infektionskrankheiten dar.

Von den finf Plasmodium Spezies die Menscheninfizierend sind, ist die Infektion mit P.
falciparum die todlichste, welche severe malaria (SM), einer schwerwiegenden Form der
Malaria Erkrankung, auslost. Angesichts der zunehmenden Resistenz der Parasiten gegen
Artemisinin besteht ein dringender Bedarf an neuen praventiven und therapeutischen

Optionen, fir die ein Verstandnis der Mechanismen der Krankheit unerlasslich ist.

Primares Forschungsziel ist die Entwicklung eines Impfstoffes zur Behandlung der Krankheit
durch das erlangen einer Umfassenden Interaktionskarte des Parasiten der Gattung
Plasmodium falciparum mit den menschlichen auf den Endothel befindlichen Rezeptoren.
Dieses Ziel ist Fokus der Forschung der Arbeitsgruppe Bruchhaus des Bernhard-Nocht-Instituts
flr Tropenmedizin, bei der die Interaktionen zwischen Parasiten und Rezeptoren an den
menschlichen Gehirn-Endothel-Zellen erforscht werden.

Die in diesem Rahmen erhaltenen Forschungsergebnisse der Arbeitsgruppe zeigten, dass
durch eine Anreicherungsmethode, dem Panning, nur var19 kodierte PfEMP1 Antigene zur
Bindung an menschlichen Gehirn-Endothelzellen angereichert werden konnten.

GemaR der Literatur sollten jedoch zusatzliche var-Gene der Gruppe A und B binden,
besonders nachdem die Zellen mit TNF-a stimuliert werden.

Die Ergebnisse der von Yifan Wu durchgefiihrten Bindungsassays zeigten, dass das
angereicherte var19 kodierte PfEMP1 Antigen an die CHO-ICAM-1 Rezeptoren binden konnte,
die Bindung an den CHO-745-EPCR Rezeptor jedoch negativ war, was der vorher

beschriebenen Literatur widerspricht.

Die aus dieser Arbeit erlangten Ergebnisse resultierten in diese Forschungsarbeit mit dem Ziel
die Bindung eines von varl9 kodierten PfEMP1 Antigens an den menschlichen Gehirn-
Endothelzellen EPCR-Rezeptor zu reproduzieren oder um nachzuweisen, dass keine Bindung

zwischen dem var19 kodierten PfEMP1 Antigen und dem EPCR Rezeptor existiert, um dadurch



die Frage zu beantworten, wieso die AG Bruchhaus von der Literatur abweichende Ergebnisse
erhalten hat.

Fir dieses Forschungsprojekt sollen zwei unterschiedliche EPCR exprimierende CHO-Zelllinien
untersucht werden, welche fiir Bindungsassays von P. falciparum infizierten Erythrozyten
verwendet werden, um anschlieRend eine Aussage Uber die Qualitat der EPCR Expression

treffen zu kénnen.
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1 Theoretische Hintergriinde
1.1 Die Malaria Krankheit

Die Infektionskrankheit Malaria wird Ubertragen durch den Stich einer von Parasiten
befallenen weiblichen Miicke der Gattung Anopheles. Parasiten sind Organismen die Nahrung
aus einem anderen Organismus, dem Wirt, ziehen und diesen schadigen, um selbst zu
Uberleben. Bei den Malaria verursachenden Parasiten handelt es sich um einzellige Parasiten,
genannt Plasmodien. (Zekar und Sharman 2022)

Die Ubertragung der Plasmodien auf den menschlichen Wirt kann unterschiedliche Formen
der Malaria Krankheit auslésen. Diese Malaria-Erkrankungen am Menschen werden von funf
Spezies der Plasmodien verursacht. Bei den Gattungen handelt es sich um Plasmodium vivax,
Plasmodium ovale, Plasmodium knowlesi, Plasmodium malariae und Plasmodium falciparum.
(Zekar und Sharman 2022) Unterscheiden tun sich die Plasmodien in ihrer Morphologie, ihrer
Epidemiologie und ihrem Krankheitsbild. Letztere Spezies kann sich dabei als einzige auf den
menschlichen Wirt todlich auswirken. Durch Bindung des P. falciparum an die menschlichen
Endothelzellrezeptoren umgehen diese die Eliminierung durch die Milz, wodurch diese im
menschlichen Wirt Gberleben und Malaria Krankheitssymptome hervorrufen. (Andrews et al.
2005; Smith et al. 2000)

Eine solche Malariaerkrankung kann sich durch Fieber, einer Andmie, Koma und schlieRlich
auch dem Tod dufRern, weist die hochste Mortalitdtsrate bei Kindern unter fiinf Jahren und
schwangeren auf und stellt in Afrika und in groRRen Teilen Asiens die verbreitetste Krankheit
dar. (Metwally 2016)

Eine Akkumulierung von Parasiten in Organen wie dem Gehirn oder der Plazenta kann durch
Cytoadhasion, also der Parasit-Rezeptor-Interaktion, mit den dort befindlichen Rezeptoren zu
einer mechanischen Beeintrachtigung des Blutflusses fiihren die in einer Hypoxie, einem
Odem, einem erhéhtem Hirndruck oder einem Schlaganfall resultieren kann. (Beeson und
Brown 2002)

Die mit dem Parasiten befallene Stechmiicke ist gemaR der WHO mit 219 Millionen infizierten
und etwa 435.000 Toten im Jahre 2017 das todlichste Tier weltweit. (Florentin et al. 2020)
Durch Genanalyse wurde festgestellt, dass die Erreger in Sidamerika aus Afrika sidlich der
Sahara stammen, demnach mit dem Sklavenhandel eingeschleppt wurden. (National Academy

of Sciences 2011)
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Abb. 1: Verbreitung der Malariakrankheit dargestellt auf der Weltkarte. (WHO 2014)

1.2 Chronologisch-geschichtlicher Umgang mit Malaria

Abb. 2: Chronologische Darstellung der Artemisininforschung von 2 Jh. v. Chr wo Artemisinin das erste Mal als Wirkstoff
entdeckt wurde bis 1970 als Artemisinin erstmals aus der Pflanze isoliert wurde.

Im 2. Jahrhundert v.Chr. nutzte man in China Artemisia Annua, die Einjahrige BeifuR Pflanze,
zur prophylaktischen Behandlung von Malaria. Im 16. Jahrhundert behandelte man in Peru
Malaria mit der Baumrinde des Chinchona-Baums von dem spater 1820 in Frankreich erstmals
das Chinin fir die intensivere Behandlung von Malaria extrahiert wurde.

1874 wurde vom Othmer Zeidler DDT (Dichloridiphenyltrichloroethan) synthetisiert, welches
sich 1939 als Insktizid (einem Pestizid) herausstellte und gut im Kampf gegen Malaria wirkte.
Mit der Zeit entwickelten die Parasiten auch Resistenzen gegen die Insektizide und an
manchen Orten verbreitete sich die Krankheit noch rasanter. Spater kam es unter starken
verdacht Krebs auszuldsen und wurde seither nicht mehr gegen Malaria verwendet.

(Talapko et al. 2019) 1907 erhielt Alphonse Laveran in Frankreich den Nobelpreis fiir die
erstmalige Entdeckung des Parasiten im Blut eines Malariapatienten.

In den spaten 40ern begann die WHO den Kampf gegen den Malaria-Parasiten und 1955 das

Fundament fir das ,Global Malaria Eradication Pragramm” zu bilden.
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1969 wurde dieses Programm beendet weil der Kampf gegen Malaria in Afrika verloren war.
Grund waren technische Herausforderungen zur Umsetzung der Strategie. Oft mangelte es an
einem funktionierendem Gesundheitssystem.

Bis heute bietet das politische System in Afrika noch kein Fundament zur Umsetzung der
Strategien.

Von 1969 bis 1991 hat sich die WHO darauf fokussiert die Krankheit zu erforschen, die
Technologien weiter zu entwickeln und nach Medikamenten und Impfstoffen zu forschen.
(Tanner und Savigny 2008)

1970 war es einer Forschungsgruppe aus China erstmals moglich die aktive Substanz
Artemisinin der Pflanze Artemisia Annua zu isolieren, einer nutzlichen antimalarischen
Substanz fiir die Behandlung von Malaria. Fir diese Entdeckung erhielt Dr. Youyou, Leiterin
dieser Forschung, 2015 den Nobelpreis fir Physiologie und Medizin. (Talapko et al. 2019)

Bis heute konnte noch kein Impfstoff gegen Malaria entwickelt werden. Grund fir den
Misserfolg bei der Herstellung des Impfstoffes ist, dass der Malariaparasit ein Organismus mit
einem komplexen Lebenszyklus ist, der das Immunsystem umgehen kann. Wahrend der
verschiedenen Stadien des Plasmodium-Lebenszyklus unterliegt es morphologischen
Veranderungen und weist Antigen-Variationen auf. (Talapko et al. 2019)

Bis heute nutzt man zur Behandlung gegen Malaria hauptsachlich die erwdhnten
Medikamente Artemisinin und Chinin. Auch etablierte Medikamente wie Mefloquine und
Chloroquin haben sich mit der Zeit durch Resistenzbildungen als unwirksam erwiesen.

(Talapko et al. 2019)

1.3 Lebenszyklus

Die Morphologie der Plasmodien ist direkt verbunden mit den molekularen Mechanismen der
Krankheit. Dabei spielt die Parasit-Wirt-Interaktion eine zentrale Rolle und stellt die

grundlegenden Forschungsergebnisse der letzten Jahrzehnte Ubersichtlich dar.

Die menschliche Erkrankung beginnt mit der Infektion Uber eine bereits mit dem Parasiten
befallene Miicke. Die Micke, Wirt des Parasiten P. falciparum, sondert durch einen Stich, die
in der Speichel vorhandenen Sporozoiten ab, die dann in die Blutlaufbahn des Menschen

gelangen. Sporozoiten sind junge Plasmodien in einkerniger Sichelkeimform.
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Von dort gelangen sie in die Zellen der Leber, wo sie sich weiterentwickeln und durch
Schizogonie, einer ungeschlechtlichen Vermehrung von Einzellern, aus einem urspriinglichen
Kern durch Mitose vermehren und dabei zahlreiche Tochterkerne, den sogenannten
Merozoiten, entstehen. (Zekar und Sharman 2022)

Diese Merozoiten entwickeln sich zu Leberschizonten weiter, die vielkernige Gebilde
darstellen. Durch den Zerfall der Mutterzelle, dem Schizonten, werden zahlreiche Merozoiten
freigelassen. Diese Merozoiten gelangen von der Leber in den menschlichen Blutkreislauf und
sind bis dahin grofRtenteils unbemerkt vom Immunsystem.

Die nun im Blutkreislauf befindlichen Plasmodien befallen die menschlichen roten
Blutkérperchen und entwickeln sich innerhalb der Erythrozyten weiter. Die Parasiten
synthetisieren und scheiden bestimmte Proteine im Erythrozyten aus. Diese Proteine haben
die Funktion andere Proteine und Nahrstoffe in die Wirtszelle zu transportieren. Dort beginnt
das Plasmodium einen Transformationsprozess, indem dieser die roten Blutkorperchen
unterjocht. Dabei wird die Permeabilitdt, die Stabilitdt und der Metabolismus des infizierten
Erythrozyten so gedndert, dass es den Bediirfnissen des Parasiten entspricht. Der Parasit
erreicht das, indem es hunderte von Proteine Uber mehrere Zellmembran synthetisiert,
transportiert und aus der Wirtsblutzelle exportiert. Dadurch gelingt es dem Parasiten sich im
menschlichen Koérper zu vermehren und unter dem Deckmantel des Erythrozyten vom
Immunsystem nicht erkannt zu werden. (Milner 2018)

In den Blutkorperchen reifen die Merozoiten nun zu Trophozoiten an, die anschliefend zu
Schizonten heranwachsen, die wiederum Merozoiten produzieren und diese freigeben.
Nach Freisetzung der Merozoiten befallen diese weitere uninfizierte Erythrozyten und der

erythrozytare Zyklus beginnt von Neuem.

Abb. 3: P. falciparum Giemsafirbung, ungeschlechtliche Stadien des Parasiten im Erythrozyten mit Zeitangabe in
hpi = hours post invasion, (Datenbank des BNITM)

Der Parasit bendtigt etwa 24h, um vom Merozoiten zum Trophozoiten heranzuwachsen und

weitere 24h um von Trophozoiten zum Schizonten heranzuwachsen. Daraus ergibt sich ein
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Zyklus von etwa 48h, worauf auch die alle zwei Tage auftretenden Symptome der Krankheit
zurlickzufiihren sind. (Crutcher und Hoffman 1996)

In seltenen Fallen wachsen aus den Merozoiten im Erythrozyten Gametozyten an, die eine
geschlechtliche Form des Parasiten darstellen.

Nimmt die Miicke bei einem erneuten Stich diese Gametozyten auf, kann sich in der Miicke
der geschlechtliche Zyklus entwickeln.

Im Magen der Miicke entwickelt sich der Gametozyt zum Gamet, bei denen die weiblichen
Gameten von den mannlichen befruchtet werden. Daraus entstehen Zygoten, die befruchtete
Eizellen darstellen.

Aus der Zygote entsteht das erste Entwicklungsstadium einzelliger Parasiten, die Oozyste, die
den Sporozoiten enthalt, welche dann abgesondert wird durch die Speichel tiber einen Stich

der Miicke, wodurch der Kreislauf geschlossen wird. (Aftab et al. 2014) (Abb. 4)

Abb. 4: Darstellung des Malariazyklus. Links, in gelb, der geschlechtliche Zyklus des Plasmodiun falciparum in der. Rechts,
in rot, der ungeschlechtliche Zyklus des P. falciparum im Menschen. [Genome Research Limited]
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1.4 Var-Gen Familie und ihre antigenetische Variation

Die von den P. falciparum infizierten Erythrozyten exprimieren unterschiedliche Proteine auf
ihrer Oberflache. Das PfEMP1 ist eines dieser Proteine und spielt in P. falciparum Malaria die
wahrscheinlich zentralste Rolle der Krankheit. Produziert wird das PfEMP1 von etwa 60
unterschiedlichen var genen. (Milner 2018) Jedes dieser var Gene kodiert das PFEMP1 Protein
unterschiedlich, sodass dieser mit jedem var-Gen strukturell unterschiedlich aufgebaut ist.
Da das PfEMP1 Protein auf der Zelloberflache der Erythrozyten prasentiert wird, werden vom
menschlichen Wirt Antikdrper gegen das Parasitenprotein gebildet. Um diese Immunreaktion
zu umgehen, kann das P. falciparum das PFEMP1 Protein mit einem anderen var-Gen kodierten
PfEMP1 Protein austauschen, wobei normalerweise immer nur eine PfEMP1 Variante
exprimiert ist. Wird das aktive var-Gen gewechselt und ein anderes PfEMP1 produziert, lduft
die erworbene Immunitat des Wirts in die Leere.

Diese Fahigkeit das Protein auszutauschen bezeichnet sich als ,,clonal antigenic variation” und
ist eine Schlisseleigenschaft der Infektion, da das PfEMP1 nahezu immerwahrend
ausgetauscht wird und sich dadurch keine Immunreaktion entwickeln kann. (Jensen et al.
2020; Guizetti und Scherf 2013; Kraemer und Smith 2006)

Die var Gene befinden sich tiberwiegend in der subtelomerischen Region eines jeden der 14
Chromosomen, bestehend aus zwei Exons und weisen etwa eine GrofRe von 6-13 kB auf.
(Pasternak und Dzikowski 2009; Kyes et al. 2007) Das Exon 1 kodiert die extrazelluldren
Strukturen des Proteins und weist eine Vielfalt von Nucleotiden auf, wohingegen das Exon 2
den transmembranen Bereich und die ATS (engl. acidic terminal segment) Domane kodiert
und kurz und hochkonserviert vorliegt. (Scherf et al. 2008; Kyes et al. 2007)

Aufgrund der Vielfalt der var-Gene kénnen diese entsprechend ihrer chromosomalen Position,
dem upstream promoter sequence (Ups) und der Richtung der Transkription gruppiert
werden. Gruppe A bestehend aus 10 Genen, Gruppe B bestehend aus 22 Genen und Gruppe
B/A bestehend aus 4 Genen befinden sich alle in den subtelomerischen Regionen auf allen 14
Chromosomen und werden in entgegensetzten Richtungen transkribiert(siehe Abb. 5). Weiter
besteht die Gruppe C aus 13 Genen und Gruppe B/C aus 9 Genen die sich auf in internalen
Regionen zentral auf den Chromosomen 4, 7, 8 und 12 befinden. Zusatzlich gibt es noch eine

Ups-E Gruppe, welche nur das var2csa Gen beinhaltet (siehe Abb.5). (Jensen et al. 2020)
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Abb. 5: Darstellung der Lokalitéit der var-Gen Gruppen auf dem Chromosom. Gruppe A und B var-Gene
befinden sich subtelomerisch auf allen Chromosomen und sich in entgegengesetzter Richtung transkribiert,
wohingegen Gruppe C der var-Gene zentral auf dem Chromosom befindlich ist. (Jensen et al. 2020)

Auch die Unterscheidung der var-Gene in Hinblick auf die Ups bezieht sich auf die
Ahnlichkeiten der Sequenzen hinsichtlich der Transkriptionsrichtung und der Lokalitat auf

dem Chromosom. (Kraemer und Smith 2006; Kyes et al. 2007; Ralph et al. 2005)

1.5 Das PfEMP1 Protein

Das vermutlich zentralste Protein, das vom Parasiten an die Oberflache des Erythrozyten
exprimiert wird, ist das var-Gen kodierte P. falciparum erythrocyte membrane protein 1
(PfEMP1), welcher aus dem roten Blutkérperchen herausragt und so in Kontakt tretet mit den
auf dem menschlichen Endothel befindlichen Rezeptoren und ist dadurch Ursache fir die
schwerwiegende Form der Malaria Erkrankung (severe malaria (SM)). Die Bindung des
Proteins an die menschlichen Rezeptoren gilt als Ausléser der Krankheitssymptome.
Entsprechend ist eine gut erforschte Interaktionskarte zwischen PfEMP1 und menschlichen

Rezeptoren von groRer Bedeutung. (Abb. 6)
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Abb. 6: Das PfEMPI Protein ragt aus dem Erythrozyten heraus und kommt in Kontakt mit dem menschlichen
Endothel, indem durch Bindung, also der Cytoadhdision, die Krankheit ausgeldst wird. (Milner 2018)
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Aus dem Aufbau der von den vielen var-Genen kodierten PfEMP1’s, lassen sich die
Bindungspartner auf der menschlichen Endothelseite, bestimmen. Aufgebaut ist das PfEMP1
aus einem N-Terminal Segment (NTS), Unterklassen der Duffy binding like Domains (DBL) und
Cysteine rich interdomains (CIDR), C2 Domains, einer transmembranen Region (TM) und dem
Acidic Terminal Segment (ATS) (siehe Abb. 7). Die sechs Unterklassen der DBL Domane
basieren auf Ahnlichkeiten ihrer Aminosaurensequenz und werden als DBLa-& bezeichnet. Oft
ist die spezifische Funktionalitat der DBL Doméane abhangig von der Zahl der Schleifen ihrer

Helix-Stuktur. (Gangnard et al. 2015)
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Abb. 7: Darstellung der PfEMP1 Sturktur mit Beispielen fiir Bindungspartner durch DBL und CIDR
Domains. (Eigene Darstellung)

DBLa in der Struktur des PFEMP1 weist eine Affinitat auf an den Complement receptor 1 (CR1)
zu binden, welcher mit dem ,Rosetting“-Phanomen in Verbindung gebracht wird. Dabei
binden von Plasmodium falciparum infizierte Erythrozyten an uninfizierten Erythrozyten.
Rosetting tritt nur bei der SM Erkrankung auf. (Rask et al. 2010) Bei der DBLPB Doméane wird
eine Adhasion an den menschlichen Endothelzellrezeptor ICAM-1 beobachtet und die DBLS
Domane bindet an PECAM-1. (Metwally 2016)

Die CIDR Domaéane wird in drei Unterklassen geteilt, welche als CIDRa-y bezeichnet werden.
Beispielsweise ist von CIDRa2-6 bekannt, dass diese zur Bindung an den CD36 Rezeptor
beitragen, welche im allgemeinen haufig auftritt. (Robinson 2003; Smith 2014; Smith et al.
2000). Weiter wird die Idee der Ups-Klassen der var-Gene auf die PfEMP1 Proteine
Ubertragen. Da die Ups-A und Ups-B Gene vom 3‘ zu 3‘ Ende orientiert sind, und das zentrale
Ups-C vom 5 zum 3 Ende als Tandem Repeat vorliegt, definiert man die PFEMP1 Proteine
entsprechend dieser Definition als PfEMP1 Proteine der Gruppen A, B und C und den

zwischenliegenden Gruppen B/A und B/C die chromosomale Positionen, oder
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Domainkompositionen aufweisen, die sich von ihren Ups Klassen unterscheiden. (Rask et al.

2010)

Widerkehrende Abfolgen von PfEMP1 Proteinstrukturen weisen Affinitdten zu bestimmten
Rezeptoren auf Endothelzellen auf. Diese Abfolgen werden bezeichnet als Domanenkasetten
(DC) und werden bestimmten var-Genen zugeordnet. Beispielsweise kodiert das var01-Gen
ein PFEMP1 Protein mit einer Struktur, die eine DBLB5-Domane beinhaltet, die nachweislich

an den ICAM-1 Rezeptor bindet. (Rask et al. 2010; Metwally 2016).
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Abb. 8: Darstellung der Cytoadhdsion mit dem vom P. falciparum exprimierten PfEMP1 Protein in der strukturellen
Darstellung an die Wirtsrezeptoren. (Rowe et al. 2009)

Exprimiert werden die PFEMP1 Proteine auf der Oberflache der Erythrozyten auf sogenannten
,knobs” die Membranwdlbungen darstellen, welche indirekt als Hauptakteure fiir die
Adhdsion zwischen IE und Endothel fungieren. Zur Bildung dieser knobs wird das
Strukturgebende KAHRP (knob-associated histidine-rich protein) bendétigt. Die Funktion des
KAHRP Proteins ist bislang nicht ganzlich verstanden, jedoch beobachtet man eine signifikant
hoheren Adhésion durch die knobs. (Taylor et al. 1987; Crabb et al. 1997)

Auch wurde beobachtet, dass eine Inhibierung des KAHRP Proteins dazu fihrt, dass keine
knobs geformt werden kénnen und dadurch geringere Mengen PfEMP1 exprimiert werden,

wodurch letztendlich die Cytoadhasion (siehe Abb. 8) stark sinkt. (Hviid und Jensen 2015)
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Abb. 9: Schematische Darstellung der Knobstruktur von P. falciparum infizierten
Erythrozyten. (Helms et al. 2016)

Die Spezifitdit des PfEMP1 Proteins und die Verbindung zur Wirtsmembran haben
entscheidende Auswirkungen auf die Adhdsion von infizierten Erythrozyten. Die Fahigkeit der
Parasiten, das Zytoskelett der Erythrozyten umzubauen (siehe Abb. 9) ist durch Bildung von
abnormalen knobs gefdhrdet, welche in einer verminderten PfEMP1-Expression und einer
dementsprechend schwacheren Adhéasion resultiert. Ursache fiir dieses Phdanomen sind die
Hamoglobinvarianten HbS und HbC und die a-Thalassamie, welche die Adhdsion von

infizierten Erythrozyten im Wirt durch Hamoglobinopathien hemmen. (Rask et al. 2010)

1.6 Der EPCR Endothelzellenrezeptor

Der EPCR Rezeptor (engl. edothelial protein C receptor) ist bekannt flir dessen essentielle Rolle
in der Endothelaktivierung im System des Protein C und dessen Zellschutz. Protein C ist eine
Protease, welche bei Aktivierung (activated Protein C (APC)), durch Inhibierung der TNF-a
Synthese, antikoagulativ und entziindungshemmend im Gehirn, den Lungen, den Nieren und
der Leber wirkt. (Mosnier und Lavstsen 2016)

Durch das Thrombin-Thrombomodulin Komplex erhéht das EPCR die Aktivierung des
Protein C. Das APC (bt sich zytoprotektiv in Endothelzellen aus, indem es den Protease-
aktivierten Rezeptor 1 (PAR1) an Arg46 spaltet und Signalwege schiitzt, die eine anti-
apoptotische und entziindungshemmende Reaktion fordern und die Endothelbarriere

starken.
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Untersuchungen an EPCR ergaben, dass die Bindung des PfEMP1 Proteins an EPCR in einem
Defizit in der Funktionalitdt des Protein C Systems resultiert. (Mosnier und Lavstsen 2016)
Zusatzlich wird die Bindung an den Parasiten mit der SM Erkrankung verbunden. (Bernabeu
und Smith 2017; Shabani et al. 2016)

Die Bindung des Parasiten an EPCR ist bestimmt durch DC8 PfEMP1 Proteine der Gruppe A
var-Gene, die eine CIDRal Domane in der Kopfgruppe aufweist. (Turner et al. 2013; Shabani

et al. 2016; Bernabeu und Smith 2017)

1.7 IT4 P. faciparum

Im August 1976 wurde aus einem Malaria erkrankten Patienten aus Fajara-Gambia in
Westafrika Blut entnommen, aus dem der in diesem Projekt verwendete IT4-Stamm isoliert
und kultiviert wurde. (Jensen und Trager 1978) Heute ist das IT4-Isolat ein verbreiteter
Laborstamm. Von Wichtigkeit ist die Eigenschaft des IT4-Isolats, dass dieser die Fahigkeit hat

die PfEMP1 Proteine aller var-Gene zu exprimieren.

1.8 CHO Zellen

Chinesische Hamster wurden erstmals 1919 anstelle von Mdusen als Labortiere fiir die
Kategorisierung von Pneumokokken verwendet. Da diese aus ihrem natirlichen Lebensraum
entnommen werden und (iber Generationen hinweg gezlichtet werden miissen, gab es
Domestizierungsversuche in der Mitte des 20. Jahrhunderts, welche zur Entwicklung
spontaner Erbkrankheiten aufgrund von Inzucht fiihrten. Diese Beobachtung war Motivation
fir weitere Forschungen an chinesischen Hamstern. Mit Feststellung der geringen
Chromosomenzahl des chinesischen Hamsters (2n = 22), wurde diese als ein niitzliches Modell
fir Gewebekulturstudien gesehen. Als die Zellen fir die Zellgenetik untersucht wurden,
wurden die Zellen eines Eierstockes (engl. ovary) aus einem weiblichen chinesischen Hamster
isoliert und in Petrischalen kultiviert. (Tjio und Puck 1958)

Es stellte sich heraus, dass die Zellen widerstandsfahig waren und sich fir die In-vitro Kulturen
eigneten (Jensen et al. 2020; Rask et al. 2010), wodurch sich die CHO (engl. chinese hamster

ovary) Zellen in der Kultivierungstechnik etabliert haben.
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Die in dieser Arbeit verwende CHO-745 Klon mit der Bezeichnung psgA-745 stammte von der
ATCC (American Type Culture Collection) und stellt eine Mutation der urspringlichen
CHO Zelllinie dar, wodurch diese ihre Fahigkeit verloren hat Glykosaminoglykane zu
synthtisieren (Gantt et al. 1997) und keinen CSA (chondroitin sulfate A) Rezeptor auf ihrer
Oberflache exprimiert. Verwendet werden transfizierte CHO-745 Zellen, die CHO-745-EPCR
Zellen, welche den humanen Endothelzellenrezeptor EPCR auf ihrer Oberflache exprimieren
und zusatzlich mit einem GFP Vektor versehen sind, wodurch die Vitalitat der CHO Zellen unter
einem Fluoreszenzmikroskop kontrolliert werden kann. Der fluoreszierende GFP Vektor

befindet sich im Zytoplasma der Zelle.

Weiter wird in dieser Arbeit die CHO-K1 Zelllinie verwendet, welche auch eine Mutation der
urspriinglichen CHO Zelllinie darstellt, abgeleitet als Subklon der CHO Elternzelle. Dabei
werden DNA Sequenzen von einem Vektor zu einem anderen Vektor bewegt bzw. kloniert.
Unterscheiden tut sich die CHO-K1 Zelllinie von der CHO-745 Zelllinie, durch die Expression
des CSA Rezeptor auf ihrer Oberflache (Obiakor et al. 2013). Ebenfalls sind diese Zellen
transfiziert, um die Fahigkeit zu erhalten den humanen Endothelzellenrezeptor EPCR zu
exprimieren. Verwendet werden die CHO-K1-EPCR Zellen in diesem Projekt, weil diese in der
Literatur mehrfach Anwendung gefunden haben und fiir Modelle verwendet wurden.

(Avril et al. 2016)

1.9 Parasitenanreicherung: “Panning”

Ziel der Parasitenanreicherung (engl. panning) ist es das Parasitenwachstum zu kontrollieren,
um die Bindung an einen gewlinschten Rezeptor anzureichern.

Es beschreibt ein Experiment flir eine Langzeit-Anreicherung von spezifischen Parasiten. Diese
Parasiten exprimieren PfEMP1 Proteine, welche von bestimmten var-Genen kodiert wurden
und die nur an einen spezifischen Rezeptor binden kénnen.

Fiir die Anreicherung missen zwei unterschiedliche Organismen kultiviert werden.

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Kulturen handelt es bei den Parasiten um das IT4 Isolat
des P. falciparum und um die zwei CHO-Zelllinien CHO-745-EPCR und CHO-K1-EPCR. Die CHO-
Zelllinien exprimieren durch Selektion mittels Selektionsmarker nur den gewiinschten EPCR

Rezeptor.
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Durch das Zusammenfiihren dieser beiden Kulturen, binden spezifische PFEMP1 Proteine des
Parasiten an den vorhandenen EPCR Rezeptor der CHO-Zelllinien (Cytoadhdasion).
AbschlieBend miissen die an den CHO-Zellen gebundenen Parasiten geerntet und erneut
kultiviert werden.

Um die Zahl der Bindungen zu erhdhen, wird dieser Vorgang mehrfach widerholt. Nach jedem
Durchlauf erhoht sich die Zahl der Plasmodien in Kultur, dessen var-Gene dazu neigen PfEMP1
Proteine zu kodieren, die an den vorhandenen Rezeptoren binden kénnen, wodurch man eine
Anreicherung eines spezifischen bindenden PfEMP1 Proteins erlangt.
Fiir eine Sequenzierung muissen dann die Erythrozyten der Proben aufgeschlossen werden,

um die RNA zu isolieren.

1.10 FACS

Das FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting) ist eine spezielle Form der
Durchflusszytometire (engl. Flow Cytrometry). Der Mechanismus ist eine auf die
Zelleigenschaften (relative ZellgroRe, Granularitdt oder der internen Komplexitat), oder eine
auf Antikorper basierende Methode zur Zahlung und Sortierung von Partikeln. Verwendet
werden hierfir homogene Flissigkeiten. Dabei bindet ein mit einem Fluoreszenzfarbstoff
eingefarbter Antikorper an die zugehdrigen Partikel des Antikorpers. Die nun markierten
Partikel werden von dem Detektor des Durchflusszytometers erkannt und gezahlt.

Die fiir diese Arbeit verwendeten CHO-Zelllinien werden durch das FACS analysiert, um zu
priifen, ob diese den EPCR- bzw. den CSA Rezeptor exprimieren. Das ist n6tig, um zu prifen,
ob die angereicherten Parasiten durch die Anreicherungsvorginge tatsachlich an diese
Rezeptoren binden kdnnen.

AuBerdem wurden die in dieser Arbeit verwendeten transgenen CHO-745-EPCR Zellen zuvor
von Frau Dr. Jana Brehmer liber das FACS zweifach nach den auf der Oberflache der Zellen

exprimierten EPCR Rezeptoren aussortiert.

1.11 Bestimmung der RNA Quantitat

Der NanoDrop (Thermo Scientific) ist ein Spektrophotometer, welcher die Konzentration von

DNA, RNA und Proteinen photometrisch bestimmen kann.
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In dieser Arbeit wird der Nanodrop dafiir verwendet die RNA Konzentration der RNA Isolierten
Proben nach den Anreicherungszyklen zu bestimmen.

Eingestellt auf einer Wellenlange von 260 nm, kann der NanoDrop die aromatischen Ringe der
Basen der RNA an ihrem Absorptionsmaximum messen.

Zusatzlich kann der NanoDrop die Proteinkonzentration bei einer Wellenlange von 280 nm
messen, wodurch die Reinheit der RNA bzw. eine Proteinverunreinigung durch das Verhaltnis
der Messung bei 260 nm und der Messung bei 280 nm bestimmt werden kann. Ist das
Verhaltnis unter 1,8, liegt eine Verunreinigung vor. Ein Wert zwischen 1,8 - 2,1 deutet auf eine

reine RNA-Losung hin. (Jensen et al. 2020; Rask et al. 2010)

1.12 Evaluierung der RNA Qualitat

Der Bioanalyzer (Agilent Technologies) ist ein Gerat zur Uberpriifung der Qualitat der RNA.
Dafiir fliihrt das Gerat eine Kapillar-Elektrophorese durch und Giberprift dadurch, ob die RNA
intakt ist. Der RIN-Wert (engl. RNA integrity number) wird vom Bionalayzer bestimmt, welche
eine nummerische Aussage Uber die Qualitdt der RNA angibt. Der Wert der RIN Bestimmung
liegt zwischen 1 und 10. Je niedriger der Wert, desto degradierter ist die RNA und je héher der

RIN Wert, desto intakter ist die RNA.

1.13 Next Generation Sequencing (NGS)

Das Next Generation Sequencing (NGS) ist eine Transkriptomanalyse zur Untersuchung der
RNA (oder auch DNA) Sequenzen und dient in dieser Arbeit dazu, die var-Genexpression der
durch die Pannings angereicherten IT4 P. falciparum PfEMP1 Proteine zu bestimmen. Die RNA
wurde flr diesen Zweck der Analyse aus P. falciparum infizierten Erythrozyten im Ring-
Stadium isoliert, da in diesem Stadium die hochste var-Gen Expression aufgrund der
parasitdaren Entwicklung vorliegt, die zuvor liber mehrere Durchldufe auf transgenen CHO-
Zellen angereichert wurden. Durchgefiihrt wurde die Sequenzierung von Herrn Dr. Daniel

Cadar aus NGS facility des BNITM.
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2 Motivation und Projektidee

Hintergrund dieser Arbeit sind die Forschungsergebnisse die innerhalb der AG Bruchhaus von
Yifan Wu erziehlt wurden, welcher IT4 P. falciparum auf menschlichen Endothelzellen durch
Pannings angereichert hat.

Das Ergebnisse der Transkriptomanalyse der Pannings war, dass nur varl9 kodierte PfEMP1
Proteine angereichert wurden. (Abb. 10)
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Abb. 10: Ergebnis der Sequenzierung iiber das NGS fiir die IT4 P. falciparum Kontrolle gegeniiber der Anreicherung von
IT4 Plasmodien iiber Endothelzellen (4) Graphische darstellung mit direktem Vergleich der IT4 P. falciparum Kontrolle zur
IT4 P. falciparum Anreicherung iiber Endothelzellen (B) Darstellung zur Ubersicht als Kreisdiagramm links: IT4 P.
falciparum Kontrolle, rechts: IT4 P. falciparum Anreicherung iiber Endothelzellen

In Abb. 10 Bild B ist in den Kreisdiagrammen die Anreicherung von var19 dargestellt. Es ist das
einzige Gen, welches von der Kontrolle (links) mit 0,04%igen Bindungsanteil an den
Endothelzellen, durch das Panning signifikant angereichert wurde (rechts) und dadurch an

8,76 % der Bindungen beteiligt war.
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Fraglich ist, dass durch die Anreicherung kein weiteres var-Gen produzierendes PfEMP1
Protein angereichert wurde, da viele weitere var-Gene hatten binden missen.

Daher wurden die angereicherten Populationen mittels Bindungsassay nochmals Gber CHO-
Zellen angereichert, um zu kontrollieren, an welche Rezeptoren die Parasiten tatsachlich
binden (siehe Abb. 11).

Da das varl9-Gen in der PfEMP1 Protein Domonenstruktur die DC8 aufweist, welche die
CIDRal Domane beinhaltet, die fiir die EPCR Bindung verantwortlich ist, bindet das var19

PfEMP1 Protein an den EPCR Rezeptor. (Shabani et al. 2016)

Abb. 11: Bindungsassay des 3. Pannings der varl9 Angereicherten PFEMP1
Proteine iiber Endothelzellen

Uberaschenderweise zeigen die Ergebnisse des Bindungsassays, dass die angereicherte
Population des 3. Pannings nicht an den EPCR Rezeptor bindet. Stattdessen binden die
Parasiten signifikant an den ICAM-1 Rezeptor (siehe Abb. 11).

Entsprechend gilt nun durch diese Arbeit zu untersuchen, warum die Bindung an den CHO-

745-EPCR Zellen nicht funktioniert hat.

AuRBerdem werden in der Literatur CHO-K1-EPCR Zellen verwendet, um durch
Anreicherungsvorgidnge die Bindung an EPCR zu reproduzieren, was ebenfalls fragwiirdig ist,
da diese Zelllinie CSA an der Oberflache besitzt, welcher die Bindung an EPCR inhibieren
konnte. Entsprechend muss mittels Transkriptomanalyse in dieser Arbeit untersucht werden,
welche Rezeptorspezifisch-bindenden PfEMP1 Proteine auf den CHO-K1-EPCR Zellen

angereichert werden. (Avril et al. 2016)
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3 Material und Methoden

3.1.1 Verwendete Gerate

Tabelle 1: Verwendete Geriite fiir dieses Projekt

Gerit Modell Hersteller
Sicherheitswerkbank Class Il BSC ESCO Labculture®

MSC Advantage Thermo Scientific
Mikroskop cx31 Olympus
Inverses Mikroskop Eclipse, TS100 Nikon

Fluoreszenzmikroskop

Zentrifuge

Inkubator mit CO>
Wasserbad
Gefrierschrank -80 °C
pH-Elektrode
Heizblock
Durchflusszytometer
Spektrophotometer
Bioanalyzer

Nitrogen Container
Vortex
Pumpensystem
Feinwaage

Eismaschine

EVOS FL

5427 R

5415D

Function Line

SW 20

FORMA 700 Series
CG 840

Thermomixer compact

BD Accuri™ C6
NanoDrop 2000
Agilent 2100

VF2

Pump System-10902
BP210S

EF 156 easy fit

Thermofisher
Eppendorf
Eppendorf

Heraeus Instruments
Julabo

Thermo Scientific
Schott

Eppendorf

BD Biosciences
Thermo Scientific

Agilent Technologies

Thermo Fisher Scientific

JANKE & KUNKEL
Ibidi
Sartorius

Scotsmann

3.1.2 Software

Tabelle 2: Genutzte Sofiware fiir dieses Projekt

Software

Hersteller

Agilent 2100 Expert Software

Prism® (Version 9)

Flowlo, 10.4.2

Agilent Technologies

Grappa
LLC
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BD Accuri™ C6 Plus Software

BD Biosciences

3.1.3 Chemische und biologische Substanzen

Tabelle 3: Fiir dieses Projek genutzt Chemische und biologische Substanzen

Medienname

Herkunft

RPMI 1640 Pulvermedium

Ham’s F12 Medium
Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS)
Accutase

Inaktiviertes fotales Rinderserum (iFCS)
Menschliches Blut der Gruppe 0*

NaOH

HCL

NaCl

Glycerol

D-Sorbitol

Giemsa

Methanol

Gelatine

Biocoll Trennldsung

Floureszierende APC-Tag EPCR Antikorper
Fluoreszierende PE-Tag CSA Antikorper
Hypoxanthine (9636-5G)
Gentamicin-ratiopharm 40mg/ml
TRIzol® Reagent

Chloroform

NaHCO3

Gas mixture CRYSTAL-mix (1% O3, 5% CO3, 94% N,)
Zeocin

G418 (Neomycin)

PanReac AppliChem
PAN-Biotech
PAN Biotech
PAN-Biotech
Capricorn Scientific
UKE

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Merck
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Biochrom
BiolLegend
BioLegend
Sigma-Aldrich
Ratiopharm

Life Technologies
Carl Roth

Carl Roth

Air Liquide
InvivoGen

Greiner Bio-One
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3.1.4 Materialien

Tabelle 4: Genutzte Materialien in diesem Projekt

Name Hersteller
Petrischalen 92x16mm Sarstedt
Gewebekulturflasche 250 ml (T75) mit Filterdeckel Sarstedt
Pipetten (20 pL; 200 pL; 1000 pL) Gilson
Pipettenspitzen (20 uL; 200 uL; 1000 pL) Sarstedt

Objekttrager

Elektronische Pippetierhilfe

0,22 pm Stericup Vacuum Filter

Sterile FACS-Rohrchen (5 mL)

1,5/2 mL Safe-lock Reaktionsgefalle
Kryoréhrchen 1,6 mL
Zentrifugationsréohrchen (15 mL; 50 mL)
Messpipetten (5 mL; 15 mL)

Mr. Frosty

Thermo Fisher Scientific
Pipetboy

EMD

Falcon™

Eppendorf

Sarstedt

Falcon™

Sarstedt

Thermo Fisher Scientific

3.1.5 Kits

Tabelle 5: Verwendete Kits in diesem Projekt

Name

Hersteller

Agilent RNA 6000 Pico Kit (Bioanalyzer Kit)
PureLink™ RNA Mini Kit (RNA-Isolation Kit)

Agilent Technologies

Thermo Fisher Scientific

3.1.6 Zelllinien

Tabelle 6: In diesem Projekt verwendete Zelllinien

Zelllinie Vektor Rezeptor
IT4

CHO-K1-Zellen EPCR
CHO-745-Zellen pAc-GFP1-N1 EPCR

CHO-wildtype
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3.1.7 Ansatze

Tabelle 7: Ansditze fiir die in diesem Projekt verwendeten Parasitenkulturen

Plasmodienkultur

RPMI-Plasmodien Medium, steril filtriert (0,22 um)

RPMI 1640 Pulver 16,4 ¢

Hypoxanthin 0,05¢g

7,5% NaHCOs3 30 mL

Gentamicin 250 pL

Inaktiviertes Humanes Serum 100 mL

Destilliertes H,0 1L

pH-Wert: 7,2, Lagerung bei 4 °C fliir maximal 2 Wochen

Malaria thawing solution (MTS) — 3,5% NaCl, steril filtriert (0,22 pm)

Nacl

Destilliertes H,0 35¢g
1L

Lagerung bei 4 °C

Malaria freezing solution (MFS), steril filtiert (0,22 pm)

D-Sorbitol

NaCl 3g

Glycerol 0,65¢g

Destilliertes H,0 28 mL
72 mL

Lagerung bei 4 °C

5% D-Sorbitol Plasmodium Synchronisationsmedium

D-Sorbitol 25¢g

Destilliertes H,0 500 mL

Lagerung bei 4 °C

20% Giemsalosung

Giemsa 20 mL

Destilliertes H,0O 80 mL

Lagerung bei RT flir maximal 2 Tage

1% Gelatinelosung fiir die Synchronisation mittels knob-Selektion,

steril filtiert (0,22 um)

RPMI-Plasmodien Medium ohne humanem Serum 100 mL

175 Bloom Gelatine Pulver (vom Schwein) 1lg

Bei 37 °C verriihren, Lagerung bei 4 °C

32




Tabelle 8:Ansditze fiir die in diesem Projekt verwendeten CHO-Zellkulturen

CHO-Zellkultur

CHO-Zellkulturmedium

Ham’s F12 mit L-Glutamin + 25 mL HEPES 500 mL
Inaktiviertes Fetales Kalberserum (iFCS) 50 mL
Penicillin/Streptomycin Mix (100x) 5mL

Lagerung bei 4 °C

CHO-Gefrierlosung

CHO-Zellkulturmedium 45 mL
DMSO (10% - steril) 5mL

Lagerung bei 4 °C

FACS Puffer

Inaktiviertes Fetales Kalberserum (iFCS) 2mL
PBS (1X) 98 mL
pH-Wert: 7,4

10x PBS, autoklaviert

NaCl 1,37 M 80 g/L
KCl 27 mM 2g/L
Na2HPO4 (wasserfrei) 100 mM 14.4g/L
KH2P0O4 18 mM 24g/L
Destilliertes H,0 5L
pH-Wert: 7,4

3.2 Methoden

3.2.1 Plasmodien Auftauen

Zu Beginn der Kultivierung musste zunachst eine bereits existierende und eingefrorene Kultur
aufgetaut werden. Dafir wurde aus einem -80°C Gefrierschrank, eine in einem 1 mL
Kryoréhrchen befindliche IT4 P. falciparum Kultur entnommen und in einem Wasserbad bei
37 °C aufgetaut. AnschlieBend wurde die aufgetaute Kultur in ein 15 mL Zentrifugenréhrchen
tberfuhrt. Um die Kultur zu waschen, wurde zusatzlich dasselbe Volumen MTS hinzugegeben
und fiir 2 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde mittels Pumpensystem

verworfen. Das Pellet wurde zwei weitere Male mit 1 mL MTS resuspendiert und bei gleichen
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Einstellung zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 10 mL bei 37 °C vorgewdarmtem RPMI
Kulturmedium resuspendiert und auf eine Petrischale Gberfihrt. Um der Kultur Erythrozyten

beizufligen, wurde dieser 500 uL menschliches Blut der Blutgruppe 0* hinzugegeben.

3.2.2 Plasmodien Kultivieren

Damit die Parasiten wachsen, sich entwickeln und vermehren kénnen, muss die Umgebung
der Parasiten kontrolliert sein. Vorzugsweise wird das RPMI Kulturmedium der Plasmodien
taglich, spatestens jeden zweiten Tag, mit 10 mL frischem RPMI Kulturmedium mittels
Pumpensystem gewechselt. Daflir wurde die obere Phase in der Petrischale, bei der es sich
um das ,,alte” RPMI Kulturmedium handelt abgenommen, bevor ,,neues” RPMI Kulturmedium
hinzugefligt werden konnte. Damit die Merozoiten wachsen und sich vermehren konnten,
mussten der Parasitenkultur regelmaRig Erythrozyten zugefihrt werden. Dazu wurde den
Plasmodien wochentlich 200-500 uL 0+ Blut hinzugegeben. AbschlieRend wurde das
Kulturhduschen mit einem Gasgemisch aus 1% O3, 5% CO; und 94% N begast und Luftdicht
verschlossen. Da der Entwicklungszyklus des P. falciparum vom Trophozoiten zum Schizonten
etwa 24h betragt, wird in diesem Zeitraum keine Vermehrung des Parasiten beobachtet.
Ebenfalls bendtigt die Entwicklung vom Schizonten zum Trophozoiten 24h, bei der nun die
Merozoiten nach dem Aufbruch des Schizonten freigelassen werden und zur weiteren
intraerythrozytaren Entwicklung umliegende Erythrozyten befallen. Durch diesen

Entwicklungsschritt erhoht sich die Dichte der Kultur um den Faktor 5 bis 10.

3.2.3 Plasmodien Auszdhlung (Giemsa)

Um den fortlaufenden Umgang mit den Parasiten zu planen, ist eine regelmaRige
Beobachtung des Parasitenwachstums notig. Abgeleitet von der durch die
Parasitenauszahlung erhaltenen prozentualen Dichte, der Parasitdmie, wird die spezifische
Behandlung der Kultur bestimmt.

Fir die Parasitenauszahlung wurde ein 10 pL Abstrich der auf den Boden der Petrischale
sedimentierten Kultur auf einen Objekttrager durchgefiihrt. Zum fixieren des Abstriches
wurde der Objekttrager fir etwa 30 Sekunden in Methanol getaucht. Anschliefend wurde der

Objekttrager fiir 10 Minuten in eine 20% Giemsaldsung getaucht, welche die Erythrozyten und

34



die darin befindlichen Plasmodien einfarbt. Unter dem Mikroskop wurde dann die Parasitamie

auf dem Objekttrager bestimmt.

3.2.4 Plasmodien Einfrieren

Um Vorrdte und Zwischenspeicher der parasitdren Kulturen zu erstellen, werden diese
eingefroren. Dafr sollte die Kultur >1% Ring-Trophozoiten aufweisen. Daflir wurde die Kultur
resuspendiert und in ein 15 mL Zentrifugenrohrchen Ubertragen und fiir 5 Minuten bei
2000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Fiir jeden geplanten Vorrat wurde
1 mL MFS auf das Pellet gegeben, um es zu darin zu resuspendieren. Je 1 mL wurde in
Kryoréhrchen (bertragen, fir mind. 1 Tag in einem Mr. Frosty Gefrierbehalter bei -80 °C
eingefroren und anschliefend ohne Mr. Frosty bei -80 °C aufbewahrt.

Ein Mr. Frosty ist ein mit Ethanol geflllter Behalter in dem Proben in einem Gefrierschrank

schonend bei einer Kiihlung von -1 °C/min eingefroren werden kénnen.

3.2.5 Synchronisation mittels knob Anreicherung

Durch sporadische Mutationen, die entstehen durch den Verlust von Chromosom 2 aus der
subtelomerischen Region, verlieren die Plasmodien die Fahigkeit knobs auf der Oberflache der
Erythrozyten zu produzieren. Um die mutierten Parasiten von den gesunden Schizonten zu
trennen, wurde eine Synchronisation der gesunden ausgereiften Trophozoiten und Schizonten
der Kultur mittels knob Anreicherung durchgefiihrt. Mittels 1% Gelatine, bei dem die
Schizonten mit knobs nach einer Zentrifugation an der Gelatine binden, trennten sich die
knob-losen Parasiten, zu denen die Schizonten ohne knobs, Ring-Form Trophozoiten,
Merozoiten und uninfizierte Erythrozyten im Pellet gehdren, von den knob-besitzenden
Parasiten im Uberstand. Dadurch wurde das Entwicklungsstadium der Plasmodienkultur
synchronisiert.

Daflir musste die Kultur in der Petrischale resuspendiert, in ein 15 mL Zentrifugenréhrchen
ibertragen und fiir 5 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert werden. Der Uberstand wurde
verworfen. Auf das Pellet wurden vorsichtig 500 uL 37 °C vorgewarmtes RPMI Kulturmedium
und 2 mL einer 1%igen bei 37 °C vorgewarmten Gelatinelésung gegeben, um Blaschen zu

vermeiden und wurden dann mittels Pipette miteinander vermischt. Das Zentrifugenréhrchen
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wurde nun fir 20-30 Minuten bei 37 °C inkubiert, sodass durch Sedimentation zwei Phasen
entstanden, bei der sich die Schizonten mit knobs in der oberen Phase, der Gelatine, befinden.
Nach der Inkubation wurde 1 mL vom Uberstand in ein neues 15 mL Zentrifugenréhrchen
Ubertragen, zum Waschen mit 3 mL RPMI Kulturmedium vermischt und fiir 5 Minuten bei
2000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen.

Der Erfolg der Synchronisation wurde mittels eines 2 puL Abstrich des Pellets auf einem
Objekttrager unter dem Mikroskop kontrolliert (siehe Abb. 12) und abschlieBend wie in Kapitel

3.2.2 beschrieben in einer Petrischale kultiviert.

Abb. 12: Abstrich von infizierten Erythrozyten nach knob enrichment (BNITM 2022)

3.2.6 Synchronisierung durch D-Sorbitol

Durch Behandlung der Plasmodienkultur mit D-Sorbitol war eine Synchronisation der
Entwicklungsstufen maoglich, indem die reifen Trophozoiten, Schizonten und Merozoiten von
den jungen Trophozoiten in Ring-Form getrennt wurden. (Lambros und Vanderberg 1979)
Dabei wurde die Plasmodienkultur resuspendiert und in ein 15 mL Zentrifugenréhrchen
Uibertragen und fiir 5 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen.
Das Pellet wurde mit dem 6-fachen Volumen des Pellets in 37 °C vorgewdarmten 5% D-Sorbitol-
Losung resuspendiert. Die Losung wurde fir 10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Losung wurde
nun durch 4-5 Maliger Inversion des Zentrifugenréhrchen vermischt und dann fir 5 Minuten
bei 2000 rpm zentrifugiert. Erneut wurde der Uberstand verworfen. Der Erfolg der

Synchronisation wurde durch einen 10 pL Abstrich des Pellets auf einen Objekttrager unter
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einem Mikroskop kontrolliert. (siehe Abb. 13) Das Pellet wurde abschlieRend mit 500 uL 0*

Blut und 10 mL 37 °C vorgewarmtem RPMI Kulturmedium resuspendiert und auf eine

Abb. 13: Abstrich von infizierten Erythrozyten nach Sorbitol Synchronisation (BNITM 2022)

Petrischale libertragen und bei 37 °C inkubiert.

3.2.7 CHO-Zellen auftauen, kultivieren und selektieren

Zu Beginn wurden die CHO Zellen mit einem Volumen von 1 mL in einem Kryordéhrchen aus
dem -80 °C Gefrierschrank in einem Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Nachfolgend wurden die
aufgetauten CHO Zellen und 5mL des Ham’s F12 Zellkulturmedium in einem 15 mL
Zentrifugenrohrchen mittels Pipette miteinander vermischt und zum Waschen fiir 2 Minuten
bei 1200 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. AbschlieBend wurde das Pellet
mit 5 mL Ham’s F12 Zellkulturmedium resuspendiert und in eine 250 ml Gewebekulturflasche

mit Filterdeckel gegeben und bei 37 °Cinkubiert.

Zusatzlich zum Zellkulturmedium wurde fiir die Selektion der transgenen CHO-Zellen Zellen
0,1 mL (20 pL/mL) der G418 (Neomycin) Selektionsmarker hinzugegeben.
Fir die CHO-K1-EPCR Zellen wurden anstatt des G418 Selektionsmarkers 25 pL (5 pL/mL) des

Zeocin Selektionsmarkers verwendet.
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Der Konfluenz entsprechend wurde das Medium der CHO-Zellen taglich, spatestens jeden
zweiten Tag, mit neuem Ham’s F12 Zellkulturmedium und Selektionsmarker mittels
Pumpensystem und Pipette ausgetauscht. Da es sich bei CHO-Zellen um adharente Zellen
handelt, konnte das gesamte Medium entfernt werden, da die Zellen an der
Gewebekulturflasche hafteten.

Bei einer zu hohen Zelldichte wurde das in der Gewebekulturflasche befindliche
Kulturmedium mittels Pumpensystem entnommen und zum Waschen mit 3 mL einer bei 37 °C
vorgewarmten PBS (1x)-Losung beflllt, leicht geschwenkt und wieder abgenommen.
Nachfolgend wurden die Zellen zum Lésen vom Flaschenboden mit 500 pL Accutase
behandelt. Nach einer 5 minutigen Inkubationszeit bei 37 °C und 5 % CO, Zufuhr wurden die
Zellen durch intensives Klopfen an der Flasche nahezu vollstandig geldst. Zur Inhibierung der
Accutase wurden die Zellen abschlieBend in der Kulturflasche mit 5 mL des Ham’s F12
Zellkulturmedium resuspendiert, der Konfluenz entsprechend gesplittet und mit dem
Zellkulturmedium wieder auf 5 mL aufgeflllt. Fir die Rezeptorselektion musste der Kultur je
nach Zelllinie das Neomycin (100 pL bei CHO-745-EPCR), oder das Zeocin (25 plL bei CHO-K1-
EPCR) beigefiigt und bei 37 °C und 5% CO; Zufuhr inkubiert werden.

3.2.8 CHO- Zellen einfrieren

Um Vorrate der CHO-Zellen zu erstellen, wurden diese eingefroren. Dafir wurden die Zellen
wie in Kapitel 3.2.7 beschrieben, von der Flasche gel6st, mit 5 mL Zellmedium befillt, in ein
15 mL Zentrifugenrohrchen (bertragen und bei 1200 rpm fiir 2 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen. Das Pellet, in dem sich nun die CHO-Zellen befanden, wurden
mit 1 mL/Vorrat CHO-Gefrierlosung resuspendiert und in Kryoréhrchen Ubertragen. Diese
wurden fiir mind. 1 Tag in einem Mr. Frosty Gefrierbehélter bei -80 °C gelagert und

anschliefend ohne Mr. Frosty bei -80 °C aufbewahrt.

3.2.9 Panning

Da bei der Anreicherung von bestimmten Zielparasiten, dem Panning, die Parasiten an die
CHO-Zellen binden sollten und Parasiten nur in der Entwicklungsstufe des Schizonten das
PfEMP1 Protein zur Bindung exprimieren, musste eine knob Anreicherung durchgefiihrt
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werden, um die anderen Entwicklungsstufen von dem Stadium des Schizonten und den reifen
Trophozoiten zu trennen. Die knob Anreicherung geschah wie unter Kapitel 3.2.5 beschrieben,
dabei sollte die Parasitenkultur keine Parasitamie < 5 % aufweisen.

AnschlieBend wurde das Pellet mit 5mL des RPMI Kulturmedium fur Plasmodien ohne
humanem Serum resuspendiert und fiir 5 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das Pellet erneut mit 5 mL des RPMI
Kulturmediums ohne humanem Serum resuspendiert. Parallel dazu wurde das Ham’s F12
Kulturmedium der CHO-Zellen, die eine Konfluenz > 70 % aufwies, auch mit dem RPMI
Kulturmedium ohne humanem Serum gewechselt und fir 5 Minuten bei RT inkubiert. Nach
der Inkubation wurde das Kulturmedium aus der Kulturfalsche entnommen. Die im vorherigen
Schritt vorbereiteten Plasmodien wurden nun vollstandig in die Kulturflasche der CHO-Zellen
Uberfuhrt und fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Dabei wurde die Flasche fur 1h alle
15 Minuten fiir 45 Sekunden geschwenkt, um Parasiten auf den CHO-Zellen zu bewegen um
neue Bindungspldtze zu schaffen. Um die ungebundenen Parasiten aus der Parasit-CHO-
Zellen-Kultur zu entfernen, wurde die Kulturflasche drei Mal mit dem RPMI Kulturmedium
ohne humanem Serum mittels Pipette gewaschen, indem das Medium vorsichtig in die
umgedrehte Kulturflasche gegeben wurde, damit das hinzugefiihrte Medium die gebundenen
Parasiten durch den Druck der Pipette nicht |6st, um das Medium dann wieder zu entfernen.
AbschlieBend wurden die Bindungen unter einem Mikroskop kontrolliert und dann wie in
Kapitel 3.2.2 beschrieben, nun aber in der Gewebekulturflasche, wieder kultiviert.

Am Folgetag wurde die Kultur in der Kulturflasche resuspendiert und in ein 15 mL
Zentrifugenréhrchen tibertragen und fiir 5 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen. In ein weiteres 15 mL Zentrifugenréhrchen wurde 7 mL einer Biocolllésung
gegeben. Die Zentrifugierte Parasiten-CHO-Zellenkultur wurde langsam auf die Biocolllésung
gegeben, sodass diese sich nicht vermischten und man zwei Phasen erhielt. Zweck dieser
Prozedur war es die CHO-Zellen von den Parasiten zu trennen. Bezeichnet wurde dieser
Vorgang als Ernte. Die Lésung wurde fir 20 Minuten bei 2300 rpm zentrifugiert, dabei wurde
die Zentrifuge ohne Stop-Funktion betrieben, damit sich aufgrund der Tragheit der Massen,
durch die Bremse der Zentrifuge, die beiden Losungen nicht wieder vermischten. Der
Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde nun mit dem Medium gewaschen. Dafiir wurde
das Pellet mit 5 mL des humanen Serum enthaltenden RPMI Kulturmedium resuspendiert und

fiir 5 min bei 2000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet, dass nun
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die geernteten Plasmodien beinhaltete, wurde nun wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben auf eine
Petrischale ibertragen und kultiviert.

AbschlieBend wurden die infizierten Erythrozyten der Anreicherungsvorgiange mit der
hochsten Parasitenbindungszahl, welche tblicherweise die letzten drei Pannings sind, mittels
TRIzol® Reagent aufgeschlossen, um die RNA aus den Zellen zu befreien. Zur Vorbereitung fur
den Aufschluss musste die Kultur aufgrund der starken Genexpression junge Ring-
Trophozoiten aufweisen. Diese erreicht man durch die in Kapitel 3.2.6 beschriebene D-Sorbitol
Synchonisation. Das nach der Synchronisation vorhandene Pellet wurde ein weiteres Mal mit
5 mL RPMI Kulturmedium gewaschen und fir 5 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde nun mit 3 mL TRIzol® Reagent resuspendiert,
fiir 15 Sekunden kraftig geschiittelt und dann fiir 5 Minuten bei 37 °Cim Wasserbad inkubiert.

AbschlieBend wurde das Zentrifugenréhrchen bei -80 °C eingefroren.

3.2.10 RNA Isolation und Quantifizierung

Zur Isolierung der RNA wurden die gefrorenen Lysat-Proben aus Kapitel 3.2.9 fiir 5 Minuten in
einem 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut und anschlieRend auf Eis kihl gehalten, da diese
ansonst degradieren wirden.

Weiter erfolgte die RNA Isolierung nach Herstellerangaben tber das PureLink™ RNA Mini Kit

des Herstellers Thermo Fisher Scientific.

Die Quantifizierung, und damit auch die Kontrolle tiber den Erfolg der isolierten RNA, erfolgte
als photometrische Bestimmung mittels NanoDrop.

AbschlieBend wurde die isolierte RNA bei -80 °C eingefroren.

3.2.11 Uberpriifung der RNA Qualitit fiir die Transkiptomanalyse

Um die RNA isolierten Proben fiir die Qualitatsiiberprifung vorzubereiten, wurden die
eingefrorenen Proben bei RT aufgetaut und zur Kiihlung auf Eis gelegt. AnschlieRend wurden
Aliquots aus den Proben erstellt, welche dann entsprechend der in Kapitel 3.2.10 gemessenen
RNA Konzentration fiir den Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent Technologies) auf eine

Konzentration von 5 ng/uL in RNAse freiem Wasser verdiinnt wurden.
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Die Proben aus denen die Aliquots hergestellt wurden, wurden zligig wieder bei -80 °C
eingefroren.

Nachfolgend wurde die RNA Qualitatstberprifung mit den verdiinnten Aliquots nach
Herstellerangaben Gber das Agilent RNA 6000 Pico Kit des Herstellers Agilent Technologies
durchgefihrt.

3.2.12 FACS

Fir das FACS-Experiment wurden drei unterschiedliche CHO Zelllinien kultiviert. Zu den
bislang beschriebenen CHO-745-EPCR und den CHO-K1-EPCR Zellen wurden nun CHO-
wildtype (CHO-wt) Zellen kultiviert, die nicht mit einem Selektionsmarker behandelt wurden
und zur Kontrolle dienten. Um die Zellen fiir das FACS vorzubereiten, mussten diese erst
aufgereinigt und mit dem fluoreszierenden Antikérper versetzt werden. Um die CHO-wt
Zellen, die CHO-K1-EPCR Zellen und die CHO-EPCR Zellen zu ernten, wurden die Zellen wie in
Kapitel 3.2.7 beschrieben mit 500 uL Accutase von der Kulturflasche gel6st. Die gelosten Zellen
wurden nun in 5 mL Ham’s F12 Medium verdiinnt und in 15 mL Zentrifugenréhrchen zum
Waschen fiir zwei Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert. Die Uberstiande wurden verworfen. Die
Pellets wurden jeweils in 4 mL FACS Puffer resuspendiert und mit je 2 mL auf zwei FACS Tubes
aufgeteilt. Die FACS Tubes wurden nun zum Waschen fiir 5 Minuten bei 1200 rpm bei 4°C
zentrifugiert. Die Uberstinde wurden dekantiert. Die Pellets wurden mit 2 mL FACS Puffer
resuspendiert. Die Waschung wurde ein weiteres Mal wiederholt. Nun wurde einem FACS
Tube aus jeder CHO-Zelllinie 2 uL des APC (Allophycocyanin) getaggten EPCR Antikorper
hinzugegeben und mittels Vortex in Losung gebracht. Die FACS Tubes wurden zum Kihlen auf
Eis gelegt und flir 15 Minuten im Dunkeln inkubiert, um eine Degradierung der Fluoreszenz
der Antikorper zu verhindern und nachfolgend gevortext zu werden. Drei weitere
Waschvorgange wurden, wie vorher beschrieben, durchgefiihrt. Die Pellets des letzten
Waschvorganges wurden nun mit 500 pL FACS Puffer mittels Vortex resuspendiert.

Die Losungen wurden abschlieBend mit dem Accuri Durchflusszytometer BD C6

(BD Biosciences) gemessen. Daflir wurde das Limit der Partikelzdhlung auf 20000 gesetzt.
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4 Ergebnisse & Diskussion

4.1.1 Panning IT4 P. falciparum tber CHO-745-EPCR

Nach jedem Anreicherungsdurchlauf der IT4 P. falciparum Parasiten auf den CHO-745-EPCR
Zellen, durch das Panning, wurden mittels Mikroskop Bilder aufgenommen, bei denen die

Parasitenbindungen an die CHO Zellen sichtlich wurden (siehe Abb. 14).

Abb. 14:Darstellung der Anreicherungsrunden Panning 1-6 von IT4 P. falciparum iiber CHO-745-EPCR. Der Mafistabsbalken
zeigt 100 um an.
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Die in der Abb. 14 dargestellten Anreicherungsrunden sollen reprasentativ fiir die jeweiligen
Panningdurchlaufe sein. Die CHO-Zellen sind prasentiert als Monolayer, dargestellt in den
Bildern 1-6, welche sich Uber die gesamte Kulturflasche erstrecken (gelbe Pfeile in Bild 1,
Abbildung 14). Sichtbar sind auch die Nuklei im Zentrum der CHO-Zellen. Die deutlich
kleineren rund bis ovalen Formen sind die IT4 P. falciparum Parasiten (Rote Pfeile in Bild 1,
Abbildung 14), welche an die CHO Zellen binden. Vereinzelnd finden sich auch Parasiten die
nicht an CHO-Zellen gebunden sind, welche durch die Waschvorgange, die in Kapitel 3.2.9
beschrieben wurden, nicht entfernt werden konnten. In Bild 5 der Abb. 14 (rot markiert) zeigt
sich ein Phanomen, welches bisher durch die Malariaforschung nicht erklart werden konnte
(Metwally et al. 2017). Dargestellt ist eine sich nicht replizierte CHO-Zelle, deutlich durch die
groBere Form der Zelle und den vielen zytoplasmatische Vakuolen und gréReren oder
multiplen Nuclei zu welcher die Parasiten eine signifikant hohere Bindungsaffinitat aufzeigen.
Bezeichnet werden diese Zellen die die Fahigkeit verloren haben sich zu vermehren, jedoch
noch metabolisch aktiv sind, als ,alternde Zellen”“ (Metwally et al. 2017)

Bekannt ist, dass diese alternden Zellen stark bindende Molekiile wie den CD44 Rezeptor auf
ihrer Oberflache aufweisen. (Lowe und Raj 2014)

Obwohl fiinf Anreicherungsrunden fir diesen Versuch geplant waren, wurden sechs
durchgefiihrt. Grund dafiir liegt bei einer Kontamination des vierten Pannings. Durch das
auftauen einer eingefrorenen Panning 3 Parasitenkultur Probe und dem anschlieRenden

wiederholen des 4. Pannings (Abb. 14, Bild 4) wurde eine geringere Bindungszahl der

ADbb. 15: Panning 4 IT4 P. falciparum iiber CHO-745-EPCR. Kontaminiert und verworfen, Panning
wurde wiederholt, jedoch wurde eine signifikant geringere Parasitenbindung wahrgenommen,
sodass ein 6. Panning dem Versuch angehéngt wurde
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Parasiten erzielt als zuvor (siehe Abb. 15) , welche wahrscheinlich durch die Belastung der
Gefrierung der Parasiten verursacht wurden, weshalb nach Beratung entschieden wurde, das
eine weitere Anreicherungsrunde angehangt wird, dem Panning 6. (siehe Abb. 14, Bild 6).
Auch die Anreicherungsrunde Panning 5 (siehe Abb. 14, Bild 5) scheint noch von der
Gefrierung der Panning 3 Parasiten Kultur belastet zu sein. Eine Erholung der Gefrierung wird
erst in Panning 6 (siehe Abb. 15, Bild 6) ersichtlich.

Grundsatzlich ist iber den Verlauf der Anreicherungsrunden von Panning 1-6 eine Steigerung
der Parasitenbindungen an die CHO-745-EPCR Zellen erkennbar. Diese Beobachtung deutet
auf den Erfolg der Anreicherung eines Rezeptor-spezifisch bindenden P. falciparum infizierten

Erythrozyten hin.

4.1.2 Panning IT4 P. falciparum Gber CHO-K1-EPCR

Nach jedem Anreicherungsdurchlauf der IT4 P. falciparum Parasiten auf den CHO-K1-EPCR
Zellen durch das Panning, wurden mittels Mikroskopen Bilder aufgenommen, bei denen die
Parasitenbindungen an die CHO Zellen sichtlich werden (siehe Abb. 16) Diese dargestellten
Anreicherungsrunden sollen reprasentativ fiir die jeweiligen Panningdurchlaufe sein.

Ahnlich wie bei der Anreicherung der Parasiten auf der CHO-745-EPCR Zelllinie, werden auch
bei dieser Anreicherung beim ersten Panning eine sehr geringe Parasitenbindung an die CHO-
Zellen generiert. Deutlich sind die Spriinge in der Zahl Parasitenbindung nach jeder
Anreicherungsrunde der Parasiten auf die CHO-K1-EPCR Zelllinie, welche signifikant héher
sind als bei der CHO-745-EPCR Zelllinie. Auch hier zeigt die signifikante Affinitatssteigerung
der Parasitenbindungen an den Zellen den Erfolg der Parasitenanreicherung mit spezifischen

Rezeptor bindenden P. falciparum infizierten Erythrozyten.
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Abb. 16: Darstellung der Anreicherungsrunden Panning 1-5 (Bild 1-5 entsprechen der jeweiligen Panningrunde) von IT4 P. falciparum iiber
CHO-KI-EPCR. Der Maf3stabsbalken zeigt 100 um an.

Deutlich wird die exponentiell wachsende Bindungszahl der Parasiten an den CHO-K1-EPCR
Zellen. Im direkten Vergleich der Anreicherung der Parasiten auf den beiden CHO-Zelllinien

wird deutlich, dass das Panning mit den CHO-745-EPCR Zellen erheblich schlechter ausgefallen
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ist. Durch die signifikant héhere Affinitat der Parasiten an die CHO-K1-EPCR Zellen kann die
Fahigkeit und die Qualitat der CHO-745-EPCR die EPCR Rezeptoren an der Zelloberflache zu
exprimieren in Frage gestellt werden. Entsprechend bedarf es einer Analyse der beiden

Zelllinien im Bezug auf ihre EPCR Rezeptorexpression.

4.2 FACS Ergebnisse

Fur die Analyse der EPCR Rezeptorexpression auf den CHO-745-EPCR und CHO-K1-ECPR
Zelllinien wurde die Durchflusszytometrie entsprechend Kapitel 3.2.12 durchgefiihrt.

Die in Abb. 16 dargestellten Diagramme stellen die Ergebnisse dieser FACS Durchfiihrung dar.
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ADbb. 17: FACS Ergebnisse der Analyse der CHO-wt, CHO-745-EPCR und CHO-K1-EPCR Zelllinien ohne Antikérper, mit
EPCR Antikérper und mit CSA Antikérper. Durchlauf 1-3 des Versuches. Messungen: (1) links: CHO-wt, mitte: CHO-wt +
EPCR Antikérper, rechts: CHO-wt + CSA Antikérper (2) links: CHO-745-EPCR, mitte: CHO-745-EPCR + EPCR Antikérper,
rechts: CHO-745-EPCR + CSA Antikérper (3) links: CHO-KI1-EPCR, mitte: CHO-K1-EPCR + EPCR Antikérper, rechts:
CHO-KI-EPCR + CSA Antikérper
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FACs Analyse auf EPCR und CSA Rezeptor
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Abb. 18: Grafische Darstellung der drei FACS Durchliufe aus der Abbildung x der EPCR-
und CSA Expression der Zelllinien CHO-745-EPCR und CHO-KI1-EPCR mit EPCR- und
CSA Antikorpern. Die Y-Achse stellt den nMFI dar (normalized median fluorescence
intensity) und dient zur normalisierung der fluoreszenz gegen die jeweilige Kontrolle

Die in Abbildung 18 dargestellten Ergebnisse der FACS Analyse veranschaulichen den
Unterschied der Zelllinien CHO-wt, CHO-745-EPCR und CHO-K1-EPCR in ihrer Expression des
EPCR- und CSA Rezeptors, durch Hinzugabe der fluoreszierenden EPCR- und CSA Antikorper.
Durchgefuhrt wurde der Versuch drei Mal, zeitlich versetzt und jeweils mit neu aufgetauten
Zellen. Da alle drei Durchlaufe ahnliche Ergebnis lieferten, soll das Ergebnis aus Abbildung 17
und Abbildung 18 reprasentativ fiir alle drei Durchldufe sein.
In Abb. 17 werden die Achsen als “FL” bezeichnet und stellen Detektorkanale zur Messung
fur fluoreszierende Substanzen (in diesem Falle Antikorper) dar.
Die X-Achse, der FL4 Kanal, identifiziert und zahlt den APC markierten EPCR Antikorper. Die Y-
Achse bezieht sich auf den FL2 Kanal, der den PE (Phycoerythrin) markierten CSA Antikorper
identifiziert und zahlt. Die PE- und CSA Tags agieren hier als fluoreszierende Farbung zur
Markierung.
Als Kontrolle gilt die Rezeptorexpression des Wildtypen der CHO-Zellen, des CHO-wt, indem
die Quadratmarkierung aller Diagramme in Abbildung 17 sich auf die Extrema der CHO-wt
Expression beziehen (>99% aller Partikel befinden sich im Quadrat 4).
Entsprechend der Erwartung, weicht das Ergebnis fir die CHO-wt Zellen mit Antikérpern nicht
von den CHO-wt Zellen ohne EPCR Antikdrper ab, da diese nicht transfiziert oder mittels
Selektionsmarker behandelt sind. (Abb. 17, Messung “1”)
In der zweiten Zeile (Abb. 17, Messung “2") wird die Rezeptorexpression von CHO-745-EPCR
mit und ohne EPCR- und CSA Antikorper dargestellt. Abweichend zur CHO-wt Negativkontrolle
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weist das CHO-745-EPCR Partikelidentifikationen im FL2 Detektorkanal auf. Da diese CHO-
Zellen den fluoreszierenden GFP Vektor pAc-GFP1-N1 beinhalten, besteht die Mdéglichkeit,
dass der FL2-Kanal diese detektiert und dadurch das abweichende Ergebnis zur Kontrolle
aufweist. Uberraschend ist, dass sich die Messung von CHO-745-EPCR mit EPCR Antikorper,
nicht von der Messung ohne EPCR Antikdrper unterscheidet. Entsprechend bedeutet es, dass
der EPCR Antikorper keinen EPCR-Bindungspartner auf den CHO-745-EPCR Zellen finden
konnte, womit das Resultat der FACS Messung, um die Fahigkeit der EPCR Expression auf der
Oberflache der Zellen zu testen, fiir diese Zellen negativ ist. Demzufolge sind diese CHO-Zellen

beschadigt, oder anderweitig nicht in Ordnung.

Um endglltig einen Fehler bei der Durchfihrung der drei Durchlaufe des Versuchs
auszuschlieRen, wurde der Versuch ein viertes Mal wiederholt.

Da die CHO-745-EPCR Zellen nicht sehr langlebig sind, bestand die Vermutung, dass diese
moglicherweise vor der Durchflusszytometrie zu lange in Kultur gehalten wurden, wodurch
diese dadurch hatten beschadigt sein kénnen. Daflir wurde der GFP fluoreszierende Vektor

pAc-GFP1-N1 an den CHO-Zellen mittels Mikroskop einen Tag vor Durchfihrung des FACS-

Versuches untersucht. (siehe Abb. 19)

Abb. 19: Kontrolle der Vitalitit der CHO-745-EPCR Zellen mittels Mikroskop. Links: Phasenkontrastmikroskopische Darstellung,
rechts: Im GFP Kanal

Abbildung 19 stellt im linken Bild (1) durch die Phasenkontrastmikroskopie die CHO-Zellen dar.
Diese Darstellung ist unabhangig von der Vitalitat der Zellen und zeigt nur die Prasenz dieser
an. Demgegentber sind im rechten Bild (2) dieselben Zellen, nun aber im GFP fluoreszierenden
Kanal dargestellt. Da die Vektoren in den Zellen im GFP Kanal durch das zu sehende griine

leuchten erkenntlich werden und die Vektoren direkt mit der Vitalitat der Zellen verbunden
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sind, und auch nur dann leuchten, zeigt das Bild 2 der Abbildung, dass die Zellen im vitalen

Zustand vorliegen.

Der durchflusszytometrische Versuch fiir die Zahlung der Rezeptoren wurde in diesem

Durchlauf ebenfalls wie in Kapitel x beschrieben durchgefiihrt.

Die folgend dargestellten Diagramme zeigen die Ergebnisse des vierten FACS Durchlaufs und

dient zur Kontrolle der ersten drei Durchlaufe (siehe Abb. 20).
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Abb. 20: FACS Ergebnisse der Analyse der CHO-wt, CHO-745-EPCR und CHO-KI1-EPCR Zelllinien ohne Antikérper, mit EPCR
Antikérper und mit CSA ANtikérper. Durchlauf 4. Messungen: (1) links: CHO-wt, mitte: CHO-wt + EPCR Antikérper, rechts:

CHO-wt + CSA Antikérper (2) links: CHO-745-EPCR, mitte: CHO-745-EPCR + EPCR Antikorper, rechts: CHO-745-EPCR +
CSA Antikérper (3) links: CHO-KI-EPCR, mitte: CHO-K1-EPCR + EPCR Antikérper, rechts: CHO-K1-EPCR + CSA Antikérper
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Die identischen Ergebnisse des vierten Durchlaufs in Abbildung 20 bestatigen die Ergebnisse
der ersten drei Durchldufe und das Resultat, dass eine EPCR Expression auf der Oberflache
der CHO-745-EPCR Zellen nicht vorhanden ist.

Die aus den vier FACS Durchlaufen ermittelten Werte fiir die EPCR Expressionen werden im
folgenden Diagramm veranschaulicht dargestellt und zeigen, dass das CHO-K1-EPCR im
Vergleich zur Kontrolle eine signifikante EPCR Expression auf der Oberflache besitzt, wahrend

das CHO-745-EPCR die gleiche Expression aufweist wie die Kontrolle (siehe Abb. 21).

FACs Analyse auf EPCR und CSA Rezeptor
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Abb. 21: Grafische Darstellung der aller (1.-4.) FACS Durchliufe der EPCR- und CSA Expression
der Zelllinien CHO-745-EPCR und CHO-K1-EPCR mit EPCR- und CSA Antikérper neben der CHO-
wt Kontrolle

Ursache fir ein solches Ergebnis bei dem die EPCR Antikorper keinen Bindungspartner finden,
sodass das FACS kein Signal des APC Marker im FL4 Kanal identifizieren kann, kdnnte ein falsch
gefalteter EPCR Rezeptor sein, oder der EPCR Rezeptor falsch bzw. nicht an die Oberflache der
Zellen transportiert wird. Entsprechend ist das Ergebnis der Sequenzierung liber das Next-
Generation-Sequencing von groBem Interesse, da dadurch ermittelt wird, welche PfEMP1
Proteine durch die Anreicherung an die Rezeptoren der CHO-745-EPCR Zellen gebunden

haben.

In der dritten Zeile (Abb. 20, Messung “3”) wird die Rezeptorexpression auf CHO-K1-EPCR
ohne Antikdrper, mit EPCR- und CSA Antikorper Zellen dargestellt. Die CHO-K1-EPCR Zellen

ohne Antikorper (links) verhalten sich wie vermutet, wie die CHO-wt Kontrolle.
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Die CHO-K1-EPCR Probe mit zugefiihrtem EPCR Antikorper weist dagegen ein Signal im FL4
Kanal auf. Die Detektion bedeutet, dass sich EPCR auf der Oberflache der CHO-K1-EPCR
Zellen befindet, da das zugesetzte fluoreszierende Antigen vom FACS, durch die Bindung an
den EPCR Rezeptor detektiert werden konnte. Entsprechend ist die FACS Kontrolle fiir die
Expression des EPCR Rezeptors auf dieser Zelllinie positiv. (Abb. 21)

Die Probe mit zugefiihrtem CSA Antikorper entspricht der Rezeptorexpression der CHO-wt
Kontrolle und ist somit CSA negativ. Da von den CHO-K1-EPCR Zellen bekannt ist, dass diese
CSA auf ihrer Oberflache besitzen, ist hier auch die Transkriptomanalyse von Interesse, um
zu erfahren, zu welchen Rezeptorbindenden Domanen die Anreicherung des Parasiten auf
den CHO-K1-EPCR Zellen gefiihrt hat, um festzustellen ob sich die Versuche bestatigen oder

sich eine Divergenz der Ergebnisse ergibt.

Insgesamt sind die Ergebnisse der FACS Analyse fraglich und unerwartet. Durch viermaliger
Durchfiihrung des Versuches, wurde ein Fokus auf zufallige Fehler gesetzt und besonders
Acht geben auf eine griindliche und korrekte Ausfiihrung der Vorgehensweise. Daher liegt
der Fehler vermutlich nicht bei einer falschen Durchfiihrung.

Da die CHO-745-EPCR Zellen zweifach durch FACS sortiert wurden (wie in Kapitel 1.10
erwdhnt) ist es zwar unwahrscheinlich, dass die Zellen kein EPCR besitzen, besteht jedoch
die Moglichkeit, dass die Zellen beschadigt sind und der EPCR Rezeptor vorliegt, jedoch
falsch gefaltet ist. Ein anderer Grund kénnte eine Inhibierung beim Transport des Rezeptors
an dessen Oberflache sein.

Auch ist zu untersuchen inwiefern die Antigene funktionsfahig sind, auf denen die ganze
FACS Analyse aufbaut. Entsprechend ist Gber diese Arbeit hinaus die FACS Analyse mit neuen
Antikorpern und einem anderen FACS Gerat durchzufihren, um Fehler bei der Durchfiihrung
ausschlieflen zu kdnnen.

Nichtsdestotrotz harmonieren die Ergebnisse des Pannings der IT4 P. falciparum Parasiten
Uber den CHO-745-EPCR Zellen, die sehr schwach ausgefallen sind, mit den FACS Ergebnissen
der CHO-745-EPCR Zellen mit EPCR Antikdrper, welche EPCR negativ war.

Entsprechend wurde durch das Panning auf den CHO-745-EPCR Zellen kein spezifischer
Rezeptor angereichert. Im Hintergrund der eigentlichen Anreicherung findet immer eine
unspezifische Bindung (eine ungewollte) statt, die wir bei dieser Anreicherung vermutlich

beobachten konnten. Was auch die schwache Anreicherung der IT4 Parasiten Giber den CHO-
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745-EPCR Zellen erklaren wirde. Vergleichbar ist die unspezifische Anreicherungvon CHO-

Rezeptoren mit einem Hintergrundrauschen sind.

4.3 Ergebnisse der Quantifizierung der RNA

Die Quantifizierung der RNA nach dessen Isolation (Kapitel 3.2.10) aus den
Anreicherungsrunden der IT P. falciparum Parasiten tiber den CHO-745-EPCR und den CHO-

K1-EPCR Zellen mittels NanoDrop Spektrophotometer ergab folgende Ergebnisse. (Tabelle 9)

Tabelle 9:Ergebnisse der RNA Konzentrationsbestimmung mit OD260/0OD280 Verhdiltnis zu Angabe der Reinheit

IT4 iiber CHO-745-EPCR

Anreicherungsrunde Konzentration [ng/pL] 0D260/0D280
Panning 4 194,7 2,21
Panning 5 2519 2,27
Panning 6 128.6 2,16

IT4 iiber CHO-K1-EPCR

Panning 3 237.5 2,22
Panning 4 102.9 2,02
Panning 5 2344 2,19

Die in Tabelle 9 prasentierten Daten zeigen, dass die RNA Isolationen der Pannings sowohl
beziiglich der Konzentrationen als auch dem Verhaltnis der optischen Dichte bei 260 nm zu
280 nm erfolgreich durchgefuhrt wurden. Die Konzentration aller Proben ist ausreichend fiir
die Erstellung von Aliquots flir den Bioanalyzer und der Sequenzierung. Bei allen RNA
isolierten Proben aus Tabelle 9 handelt es sich entsprechend des OD260/0D280-Wertes um

nicht von Proteinen verunreinigten Proben (Wert tiber >1,8).
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4.4 Ergebnisse der RNA Qualitdtsanalyse

Die Uber den Bioanalyzer (MARKE) gemessene Qualitat der RNA der Proben aus Kapitel 3.2.11

haben die in Tabelle 10 Dargestellten RIN-Werte ergeben.
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Abb. 22: Beispiel einer graphischen Darstellung einer Qualiditsmessung des Bioanalyzers mit einem RIN Wert von 9,8, Probe:
Panning 5 IT4 P. falciparum iiber CHO-KI1-EPCR

Tabelle 10: Auflistung der RIN Werte aller Panningrunden fiir IT4 P. falciparum iiber CHO-745-EPCR und CHO-K1-EPCR

IT4 iiber CHO-745-EPCR
Anreicherungsrunde RIN- Wert

Panning 4 9.7
Panning 5 9.8
Panning 6 9,7

IT4 iiber CHO-K1-EPCR
Panning 3 9,7
Panning 4 9.6
Panning 5 9.8

Alle Proben der Anreicherungsrunden weisen hohe RIN-Werte zwischen 9,6-9,8 auf, was

bedeutet, dass alle RNA Proben intakt sind und keine degradierung bei den Proben vorliegt.

Entsprechend ist die Messung der Qualitat der RNA positiv gewesen.

4.5 NGS Ergebnisse

Die durch die NGS Transkriptomanalyse erhaltenen Ergebnisse zur Bestimmung der

Genexpression von IT4 P. falciparum nach Anreicherung auf CHO-745-EPCR und CHO-K1-EPCR

wurden in der Abbildungen im Anhang dargestellt.
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Die Abbildungen wurden aus der im Anhang prasentierten Daten aus der Spalte “foldchange”
erstellt, welche aus dem Verhaltnis von “basemeanB” zu “basemeanA” errechnet wurde.
“BasemeanA” beschreibt dabei den Mittelwert der Genexpression der IT4 Kontrolle, wobei
“basemeanB” das Niveau der Genexpression der IT4 angereicherten Proben darstellt. Der
erhaltene normierte Wert fiir das Niveau der Genexpression der jeweiligen var-Gene stellt das
Ergebnis der Transkriptomanalyse dar.

Da sich die basemeanb Werte aus drei Werten Zusammenstellen (den drei Panningproben),
kann es sein, dass ein hoher foldchange-Wert einen falschen Eindruck erwecken kénnte,
wenn einer der drei Werte ausreil3t. Zur Kontrolle werden die aussagekraftigeren
statistischen Werte padj (p-adjust) herangezogen, welche auch in der Tabelle x zufinden
sind. Befindet sich der padj < 0,05, bestatigt dieser den foldchange. Ein Wert padj > 0,05
wirde die Signifikanz des foldchange-Wertes nichtig machen.

Beim IT4_var34 handelt es sich um ein Pseudogen, weshalb dieser in die Betrachtung nicht
eingebunden wird und deshalb nicht in den Kreisdiagramm in Abb. 23 und Abb. 24

auftaucht.

4.5.1 Profil der var-Genexpression von IT4 P. falciparum tUber CHO-745-EPCR

Verglichen wird die Genexpression der IT4 P. falciparum Kontrolle mit der Genexpression des

angereicherten IT4 P. falciparums tiber die CHO-745-EPCR Zellen. (Abb.23)

Dargestellt wird ein Diagramm, erstellt aus den basemeanA- und basemeanB Werten aus der
die Genexpression der Plasmodienkultur hervorgeht. Gegenibergesteltt wird die 1T4 P.

falciparum Kontrolle mit der IT4 P. falciparum Anreicherung tiber CHO-745-EPCR.

Die Kontrolle der IT4 P. falciparum Kultur zeigt eine signifikante var-Genexpressionen bei
IT4 var66 (80,22 %).

Die Anreicherung von IT4 P.falciparum (ber CHO-745-EPCR zeigt dagegen eine alleinige
Signifikanz bei der var-Genexpression bei 1T4_var27 (90,75 %). In der Kontrolle weist das
IT4_var27 einen Anteil von 0,79 % auf. Die signifikante var-Genexpressionen der Kontrolle flr
IT4 var66 auf 2,15 % gesunken. (Abb. 23) Die signifikante Zunahme des IT4_var27 Anteils in

der gesamten var-Genexpression von der Kontrolle zur Anreicherung und die Abnahme der in
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der Kontrolle signifikanten var-Gene, weisen zusatzlich zu den dargestellten Ergebnissen in
Abb. 12 auf einen Erfolg der Anreicherung eines Rezeptor-spezifisch bindenden P. falciparum
infizierten Erythrozyten hin.

Das angereicherte IT4_var27 (padj < 0,05) gehért zur Ups-B1 Gruppe und weist in der PFEMP1
Struktur die DC14 auf, welche aus den Doménen DBLa0,6, CIDRa3,1 und DBLB5 besteht. Die
vollstandige Struktur des IT4_var27 kodierten PfEMP1 ist in der folgenden Tabelle abgebildet.
(Rask et al. 2010) (Tabelle 11)

Tabelle 11: Struktureller Aufbau des PfEMPI Proteins, welcher produziert wurde vom IT4_var27-Gen

Gen Parasit | Ups Extrazellulare Domanenstruktur

var27 IT4 B1 DBLaO,6 | CIDRa3,1 DBLB5 DBLy5 DBLS1 CIDRB1

Von den extrazellularen Doméanen aus Tabelle 11 ist von einigen D&manen der
Bindungspartner auf Seitens des menschlichen Endothel bekannt.

Die CIDRa3,1 Domane bindet an den CD36 Rezeptor. (Robinson 2003; Smith et al. 2000; Smith
2014) Von DBLS ist bekannt, dass dieser an den ICAM-1 Rezeptor bindet. (Bengtsson et al.
2013)

Entsprechend ist das durch die Pannings angereicherte IT4_var27 kodierende PfEMP1 auf den
CHO-745-EPCR Zellen ein CD36 und ICAM-1 bindendes Protein. Urspriingliches Ziel der
Anreicherung war ein EPCR bindendes PfEMP1 Protein anzureichen, jedoch findet sich in der

extrazellularen Doméanenstruktur des IT4_var27 keine EPCR bindende Kopfgruppe.
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1T4_var68 0,14%
IT4_var270,79% IT4_var65 0,84% _1T4_var210,13%
IT4_var211,77%

IT4_var68 1,23%

1T4_var23 1,09%

IT4_var66 2,15%
IT4_var65 1,94%

IT4_var23 2,78%

ADbb. 23: Ergebnis der Sequenzierung iiber das NGS fiir die IT4 P. falciparum Kontrolle gegeniiber der Anreicherung von IT4
Plasmodien iiber CHO-745-EPCR Zellen, erstellt aus der Tabelle x im Anhang (A) Graphische darstellung mit direktem
Vergleich der IT4 P. falciparum Kontrolle zur IT4 P. falciparum Anreicherung iiber CHO-745-EPCR (B) Darstellung zur
Ubersicht als Kreisdiagramm links: IT4 P. falciparum Kontrolle, rechts: IT4 P. falciparum Anreicherung iiber CHO-745-
EPCR

4.5.2 Profil der var-Genexpression von IT4 P. falciparum tber CHO-K1-EPCR

Dargestellt und verglichen wird die Genexpression der IT4 P. falciparum Kontrolle mit der

Genexpression des angereicherten IT4 P. falciparums tiber die CHO-K1-EPCR Zellen. (Abb. 24)
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e IT4_var65 0,30%
et /i IT4_var668,08% - " IT4_var23 0,60%

IT4_var04; 0,19%

IT4_var21 0,08%
IT4_var23; 2,77%

IT4_var65; 1,94%

B

—~\

IT4_var66; 80,29%

IT4_var04; 89,28%

Abb. 24: Ergebnis der Sequenzierung iiber das NGS fiir die IT4 P. falciparum Kontrolle gegeniiber der Anreicherung von IT4
Plasmodien iiber CHO-KI1-EPCR Zellen, erstellt aus der Tabelle x im Anhang (A) Graphische darstellung mit direktem
Vergleich der IT4 P. falciparum Kontrolle zur IT4 P. falciparum Anreicherung iiber CHO-K1-EPCR (B) Darstellung zur
Ubersicht als Kreisdiagramm links: IT4 P. falciparum Kontrolle, rechts: IT4 P. falciparum Anreicherung iiber CHO-K1-EPCR

Die IT4 P. falciparum Kontrolle aus Abb. 24 ist nahezu identisch mit der Kontrolle aus Abb. 23.
Die geringfligigen Unterschiede resultieren aus Messunsicherheiten einer erneuten Messung.
Entsprechend ist die signifikante var-Genexpression der Kontrolle ebenfalls das 1T4_var66
(80,29 %).

Anders als bei der IT4. P. falciparum Anreicherung tber CHO-745-EPCR Zellen weist die
Anreicherung des Parasiten lber die CHO-K1-EPCR eine Signifikanz in der var-Genexpression
bei IT4_var04 (89,28 %) auf. Ebenfalls wurde wie bei der ersten Anreicherung in diesem Fall
nur ein var-Gen angereichert.

Das IT4_var04 (padj < 0,05) gehért zur Gruppe der Ups-E und weist die DC2 PfEMP1 Struktur
auf. Die Vollstandige PfEMP1 extrazellulare Doméanenstruktur des IT4_varO4 entspricht der

DC2 und ist in der folgenden Tabelle dargestellt. (Rask et al. 2010) (Tabelle 12)

Tabelle 12: Struktureller Aufbau des PfEMP1 Proteins, welcher produziert wurde vom IT4_var04-Gen

Gen | Parasit | Ups Extracellulare Domanenstruktur

var04 IT4 E | DBLpam1 | DBLpam2 | CIDRpam | DBLpam3 | DBLepam4 | DBLepam5 | DBLe10

Das angereicherte IT4_var04 besaR in der Kontrolle einen Anteil an der var-Genexpression von
0,19 %. Die signifikante Zunahme on IT4_var04, durch den Anreicherungsprozess auf CHO-K1-
EPCR, beweist zusatzlich zu den Ergebnissen aus Abb. 15 den Erfolg der Anreicherung eines

Rezeptor-spezifisch bindenden P. falciparum infizierten Erythrozyten.
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Die in IT4_var04 beinhaltende Domanenstruktur der DC2 ist kodiert vom var2csa-Gen welche
an den CSA Rezeptor bindet

Die DC2, die das var2csa-Gen und dessen speziellen PFEMP1-Domanen reprasentiert, bindet
an den CSA Rezeptor. Der CSA Rezeptor taucht in hoher Zahl in der Plazenta auf und ist
ausloésend fiir die schwangerschaftsassoziierte Malaria Erkrankung (engl. PAM — Pregnancy

associated malaria). (Metwally 2016; Duffy und Fried 1999)

Durch die Anreicherungsrunden von IT4 P. falciparum Uber CHO-K1-EPCR wurde das CSA
Rezeptor bindende PfEMP1 Protein angereichert und durch die Sequenzierung lber das NGS
ermittelt und nachgewiesen.

Neben dem CSA Rezeptor exprimieren die CHO-K1-EPCR Zellen zusatzlich den EPCR Rezeptor.
Jedoch zeigen die Ergebnisse der Transkriptomanalyse keine Anreicherung eines EPCR
bindenden PfEMP1 Proteins. Eine mogliche Erkldarung dieses Ergebnisses ware, dass die
Affinitat der Cytoadhasion der Parasiten an die Rezeptoren bei der Parasit-CSA Interaktion um
ein vielfaches hoher ist als bei der Parasit-EPCR Interaktion. Dadurch kdnnte es zu einer
Anreicherung an den CSA Rezeptor kommen, ohne das EPCR bindende PfEMP1 Proteine

angereichert werden, obwohl der EPCR Rezeptor vorhanden ware.

Die Transkriptomanalyse bestatigt durch das Ergebnis, dass nur CD36 und ICAM-1 bindende
PfEMP1 Proteine angereichert wurden sowohl die Ergebnisse der Anreicherung von P.
falciparum Uber den fragwiirdigen CHO-745-EPCR Zellen, welche im Vergleich zur
Anreicherung tber den CHO-K1-EPCR Zellen sehr schwach ausgefallen ist, als auch die FACS
Ergebnisse bei denen das CHO-745-EPCR EPCR negative war.

Gleichzeitig bestatigt die Transkriptomanalyse auch durch das Ergebnis, dass auf den CHO-K1-
EPCR der var2csa-Gen angereichert wurde, welcher ein CSA bindendes PfEMP1 Protein kodiert
die Ergebnisse der Pannings bei der IT4 P. falciparum Erfolgreich auf den CSA Rezeptoren der
CHO-K1-EPCR Zellen angereichert wurde, als auch das FACS Ergebnis, welcher bestatigt, dass
sich EPCR auf der Oberflache der CHO-K1-EPCR Zellen befindet.
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Durch die Transkriptomanalyse konnte nicht geklart werden, wieso die FACS Analyse die CHO-
K1-EPCR Zellen als CSA negativ detektiert hat. Jedoch ist dieses fragwiirdige FACS Ergebnis ein

weiterer Indiz fur eine schlechte Qualitat der Antigene.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden zwei CHO-Zelllinien auf die Fahigkeit der EPCR-Rezeptorexpression
untersucht, indem IT4 P. falciparum auf diesen angereichert und mittels
Transkriptomanalyse Sequenziert wurde, um Uber die spezifische Rezeptorbindung der var-
Gene eine Aussage Uber die Rezeptorexpression auf den CHO-Zelllinien treffen zu kénnen.
Weiter galt es ein Anreicherungsmodell des Parasiten Glber CHO-EPCR Zellen aus der
Literatur zu Uberprifen, bei der CSA-Rezeptor exprimierende CHO-K1-EPCR Zellen

verwendet wurden.

Das Ergebnis der Transkriptomanalyse bestatigt das Nichtvorhandensein des EPCR Rezeptors
auf der CHO-745-EPCR Zelllinie, sowohl aus den Ergebnissen der Anreicherung von IT4 P.
falciparum tber diese Zelllinie, als auch den FACS Ergebnissen die diese Zelllinie als EPCR
negativ identifizieren konnte. Das Ergebnis der Sequenzierung ergab eine Anreicherung des
var-27 Gens mit DC14 Domanenstruktur, die ICAM-1 bindend wirkt. Welche das Ergebnis von
Yifan Wu reproduziert, bei dem trotz var19-Gen Anreicherung, welcher EPCR bindend ist,
ICAM-1 gebunden hat.

Entsprechend ergibt sich, dass kein EPCR auf der Oberflaiche CHO-745-EPCR exprimiert wird.
Demnach kann man nach dieser Arbeit empfehlen, die CHO-745 Zelllinie neu zu transfizieren
bzw. mittels FACS die Zellen neu auszusortieren, um die Zelllinie letztendlich neu

herzustellen.

Bei der Analyse der CHO-K1-EPCR Zelllinie konnte durch die FACS Analyse, der EPCR
Rezeptor auf der Oberflache nachgewiesen werden. Durch die Transkriptomanalyse dagegen
erhielten wir das Ergebnis, dass die IT4 P. falciparum angereicherten PfEMP1 Proteine von
var2csa kodiert sind, welches ein CSA-Rezeptor bindendes PfEMP1 Protein darstellt. Die
Ergebnisse der FACS Analyse und der Sequenzierung belegen, dass die CHO-K1-EPCR Zelllinie
sowohl den EPCR- als auch den CSA Rezeptor an die Oberflache exprimiert. Da beide
Rezeptoren exprimiert werden, jedoch durch das Panning kein EPCR bindendes PfEMP1
Protein angereichert werden konnte, kann man davon ausgehen, dass die die Affinitat des
Parasiten zum CSA Rezeptor um ein vielfaches hoher ist, als zum EPCR Rezeptor, wodurch

dieser nicht angereichert wurde.
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Entsprechend ist das Modell aus der Literatur (Avril et al. 2016) kein korrektes Modell zur
Anreicherung von EPCR bindenden PfEMP1 Proteinen mittels CHO-K1-EPCR Zellen, da die

Bindung an den CSA Rezeptor signifikanter scheint als die Bindung an den EPCR Rezeptor.

Insgesamt sind die Ergebnisse aus der FACS Analyse sekundar zu betrachten, da diese in
einigen Fallen widerspriichlich scheinen. Das Ergebnis der FACS Analyse, dass die CHO-K1-
EPCR Zellen CSA negativ sind, ist divergent zu den Ergebnissen der Transkriptomanalyse.
Auch die Ursache einer erhéhten CSA Expression der CHO-745-EPCR Kontrolle der FACS
Analyse gegenliber den CHO-wt Zellen konnte nicht geklart werden. Die naheliegendste
Annahme ist, dass die fluoreszierenden Antikérper einen Defekt aufweisen. Fir die weitere

Arbeit mit den Antigenen missen diese geprift, oder ausgewechselt werden.

61



5 Literaturverzeichnis

Aftab, Tariq; Jorge F.S. Ferreira; M. Masroor A. Khan; M. Naeem Elisabeth Hsu (2014):
Artemisia annua - Pharmacology and Biotechnology. In: Springer Heidelberg New York
Dordrecht London. DOI: 10.1007/978-3-642-41027-7.

Andrews, K. T.; Adams, Y.; Viebig, N. K.; Lanzer, M.; Schwartz-Albiez, R. (2005):
Adherence of Plasmodium falciparum infected erythrocytes to CHO-745 cells and inhibition
of binding by protein A in the presence of human serum. Int J Parasitol. DOI:
10.1016/j.ijpara.2005.05.007.

Avril, Marion; Bernabeu, Maria; Benjamin, Maxwell; Brazier, Andrew Jay; Smith, Joseph D.
(2016): Interaction between Endothelial Protein C Receptor and Intercellular Adhesion
Molecule 1 to Mediate Binding of Plasmodium falciparum-Infected Erythrocytes to
Endothelial Cells. In: mBio 7 (4). DOI: 10.1128/mBi0.00615-16.

Beeson, J. G.; Brown, G. V. (2002): Pathogenesis of Plasmodium falciparum malaria: the
roles of parasite adhesion and antigenic variation. In: Cellular and molecular life sciences :
CMLS 59 (2), S. 258-271. DOI: 10.1007/s00018-002-8421-y.

Bengtsson, Anja; Joergensen, Louise; Rask, Thomas S.; Olsen, Rebecca W.; Andersen,
Marianne A.; Turner, Louise et al. (2013): A novel domain cassette identifies Plasmodium
falciparum PfEMP1 proteins binding ICAM-1 and is a target of cross-reactive, adhesion-
inhibitory antibodies. In: Journal of immunology (Baltimore, Md. : 1950) 190 (1), S. 240—
249. DOLI: 10.4049/jimmunol.1202578.

Bernabeu, Maria; Smith, Joseph D. (2017): EPCR and malaria severity: the center of a perfect
storm. DOI: 10.1016/j.pt.2016.11.004.

Crabb, Brendan S.; Cooke, Brian M.; Reeder, John C.; Waller, Ross F.; Caruana, Sonia R.;
Davern, Kathleen M. et al. (1997): Targeted Gene Disruption Shows That Knobs Enable
Malaria-Infected Red Cells to Cytoadhere under Physiological Shear Stress. In: Cell 89 (2), S.
287-296. DOI: 10.1016/S0092-8674(00)80207-X.

Crutcher, J. M.; Hoffman, S. L. (1996): Malaria. Baron S, editor. Medical Microbiology. 4th
edition. Galveston (TX): University of Texas Medical Branch at Galveston. Online verfligbar
unter Baron S, editor. Medical Microbiology. 4th edition. Galveston (TX): University of
Texas Medical Branch at Galveston.

Duffy, P. E.; Fried, M. (1999): Malaria during pregnancy: parasites, antibodies and
chondroitin sulphate A. In: Biochem Soc Trans. DOI: 10.1042/bst0270478.

Florentin, Anat; Cobb, David W.; Kudyba, Heather M.; Muralidharan, Vasant (2020):
Directing traffic: Chaperone-mediated protein transport in malaria parasites. In: Cellular
microbiology 22 (7), €13215. DOI: 10.1111/cmi.13215.

Gangnard, Stéphane; Lewit-Bentley, Anita; Dechavanne, Sébastien; Srivastava, Anand;
Amirat, Faroudja; Bentley, Graham A.; Gamain, Benoit (2015): Structure of the DBL3X-
DBLA4¢ region of the VAR2CSA placental malaria vaccine candidate: insight into DBL
domain interactions. In: Scientific reports 5, S. 14868. DOI: 10.1038/srep14868.

Gantt, S. M.; Clavijo, P.; Bai, X.; Esko, J. D.; Sinnis, P. (1997): Cell adhesion to a motif
shared by the malaria circumsporozoite protein and thrombospondin is mediated by its
glycosaminoglycan-binding region and not by CSVTCG. In: The Journal of biological
chemistry 272 (31), S. 19205-19213. DOI: 10.1074/jbc.272.31.19205.

62



Guizetti, Julien; Scherf, Artur (2013): Silence, activate, poise and switch! Mechanisms of
antigenic variation in Plasmodium falciparum. DOI: 10.1111/cmi.12115.

Hviid, L.; Jensen, A. T. (2015): PfEMP1 - A Parasite Protein Family of Key Importance in
Plasmodium falciparum Malaria Immunity and Pathogenesis. Adv Parasitol. DOI:
10.1016/bs.apar.2015.02.004.

Jensen, Anja Ramstedt; Adams, Yvonne; Hviid, Lars (2020): Cerebral Plasmodium
falciparum malaria: The role of PFEMP1 in its pathogenesis and immunity, and PfEMP1-
based vaccines to prevent it. In: Immunological reviews 293 (1), S. 230-252. DOI:
10.1111/imr.12807.

Jensen, J. B.; Trager, W. (1978): Plasmodium falciparum in culture: establishment of
additional strains. In: The American journal of tropical medicine and hygiene 27 (4), S. 743—
746. DOI: 10.4269/ajtmh.1978.27.743.

Kraemer, Susan M.; Smith, Joseph D. (2006): A family affair: var genes, PFEMP1 binding,
and malaria disease. DOI: 10.1016/j.mib.2006.06.006.

Kyes, Sue A.; Kraemer, Susan M.; Smith, Joseph D. (2007): Antigenic variation in
Plasmodium falciparum: gene organization and regulation of the var multigene family. In:
Eukaryotic cell 6 (9), S. 1511-1520. DOI: 10.1128/EC.00173-07.

Lambros, C.; Vanderberg, J. P. (1979): Synchronization of Plasmodium falciparum
erythrocytic stages in culture. J Parasitol.

Lowe, Donna; Raj, Kenneth (2014): Premature aging induced by radiation exhibits pro-
atherosclerotic effects mediated by epigenetic activation of CD44 expression. In: Aging cell
13 (5), S. 900-910. DOI: 10.1111/acel.12253.

Metwally, Nahla Galal (2016): Analyses of the transcriptome profiles of Plasmodium
falciparum infected erythrocytes selected for binding to the human endothelial receptors
(ICAM-1, P-selectin, E-selectin, CD9 and CD151). Dissertation.

Metwally, Nahla Galal; Ann-Kathrin Tilly; Pedro Lubiana; Lisa K. Roth; Michael
Damp#x000F6; rpinghaus et al. (2017): Characterisation of Plasmodium falciparum

populations selected on the human endothelial receptors P-selectin, E-selectin, CD9 and
CDI151. DOI: 10.1038/s41598-017-04241-3.

Milner, Danny A. (2018): Malaria Pathogenesis. In: Cold Spring Harbor perspectives in
medicine § (1). DOI: 10.1101/cshperspect.a025569.

Mosnier, Laurent O.; Lavstsen, Thomas (2016): The role of EPCR in the pathogenesis of
severe malaria. In: Thrombosis Research 141, S46-S49. DOI: 10.1016/S0049-3848(16)30364-
4.

Obiakor, Harold; Avril, Marion; Macdonald, Nicholas J.; Srinivasan, Prakash; Reiter, Karine;
Anderson, Charles et al. (2013): Identification of VAR2CSA domain-specific inhibitory
antibodies of the Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1 using a novel flow
cytometry assay. In: Clinical and vaccine immunology : CVI 20 (3), S. 433—442. DOLI:
10.1128/CVI.00638-12.

Pasternak, Noa D.; Dzikowski, Ron (2009): PfEMP1: an antigen that plays a key role in the
pathogenicity and immune evasion of the malaria parasite Plasmodium falciparum. DOI:
10.1016/j.biocel.2008.12.012.

Ralph, S. A.; Scheidig-Benatar, C.; Scherf, A. (2005): Antigenic variation in Plasmodium
falciparum is associated with movement of var loci between subnuclear locations. Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A. 102:5414-5419.

63



Rask, Thomas S.; Hansen, Daniel A.; Theander, Thor G.; Gorm Pedersen, Anders; Lavstsen,
Thomas (2010): Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1 diversity in seven
genomes--divide and conquer. In: PLoS computational biology 6 (9). DOL:
10.1371/journal.pcbi.1000933.

Robinson, Tylor A. W. (2003): Immunity to liver stage malaria: considerations for vaccine
design. Immunol Res. DOI: 10.1385/IR:27:1:53.

Scherf, Artur; Jose Juan Lopez-Rubio; Loic Riviere (2008): Antigenic variation in
Plasmodium falciparum. In: Annu Rev Microbiol. DOLI:
10.1146/annurev.micro.61.080706.093134.

Shabani, Estela; Benjamin Hanisch; Robert O. Opoka; Thomas Lavstsen; Chandy C. John
(2016): Plasmodium falciparum EPCR-binding PfEMP1 expression increases with malaria
disease severity and is elevated in retinopathy negative cerebral malaria.

Smith, J. D. (2014): The role of PfEMP1 adhesion domain classification in Plasmodium
falciparum pathogenesis research. Mol Biochem Parasitol. DOI:
10.1016/j.molbiopara.2014.07.006.

Smith, J. D.; Subramanian, G.; Gamain, B.; Di Baruch; Miller, L. H. (2000): Classification of
adhesive domains in the Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1 family. Mol
Biochem Parasitol. DOI: 10.1016/s0166-6851(00)00279-6.

Talapko, Jasminka; Ivana Skrlec; Tamara Alebi¢; Melita Juki¢; Aleksandar Véev (2019):
Malaria: The Past and the Present. DOI: 10.3390/microorganisms7060179.

Tanner, Marcel; Savigny, Don de (2008): Malaria eradication back on the table. In: Bulletin of
the World Health Organization 86 (2), S. 82. DOI: 10.2471/blt.07.050633.

Taylor, D. W.; Parra, M.; Chapman, G. B.; Stearns, M. E.; Rener, J.; Aikawa, M. et al. (1987):
Localization of Plasmodium falciparum histidine-rich protein 1 in the erythrocyte skeleton
under knobs. Mol Biochem Parasitol. DOI: 10.1016/0166-6851(87)90005-3.

Tjio, J. H.; Puck, Theodore T. (1958): GENETICS OF SOMATIC MAMMALIAN CELLS.
II. CHROMOSOMAL CONSTITUTION OF CELLS IN TISSUE CULTURE. DOI:
10.1084/jem.108.2.259.

Turner, L.; Lavstsen, T.; Berger, S. S.; Wang, C. W.; Petersen, J. E.; Avril, M. et al. (2013):
Severe malaria is associated with parasite binding to endothelial protein C receptor. DOI:
10.1038/nature12216.

Zekar, Lara; Sharman, Tariq (2022): Plasmodium Falciparum Malaria. In: reasure Island
(FL): StatPearls Publishing. Online verfligbar unter
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK555962/?report=classic.

64



6 Danksagung

Die erste Erwdhnung und der erste Dank gebiihren Allah, dem Herren der Welten, der die

Erde und die Himmel erschuf, der mir Leben gab und meinen Glauben ins Herz legte.

Weiter gilt mein Dank an Frau Prof. Dr. Iris Bruchhaus die mir iiberhaupt die Moglichkeit
gab in ihrer Forschungsgruppe teilzunehmen und mir dadurch einen tiefen Einblick in die

Forschung im allgemeinen erlaubte. Vielen Dank.

Einen groBBen Dank muss ich Frau Dr. Nahla Galal Metwally widmen, dafiir, dass sie sich
um mich und unsere gesamte Plasmodiengruppe wie eine Mutter gekiimmert hat. Ich hétte
mir keine besser Betreuung vorstellen konnen. Danke fiir deine Miihen, deine Geduld und

dein offense Ohr. Zu jeder Zeit konnte ich deine Hilfe in Anspruch nehmen.

Auch gilt mein Dank Herrn Prof. Dr. Claus-Dieter Wacker fiir die angenehme Betreuung
dieser Thesis, fiir die Begutachtung meiner Arbeit, Ihrer Zeit und den anregungsvollen und

sympatischen Vorlesungen an der HAW.

Auch muss ich einen gro3en Dank an Yifan Wu aussprechen, der mir wiahrend der gesamten
Zeit des Praxissemesters und der Thesis beiseite stand, meine unzihligen Fragen
beantwortete, mich bei all meinen Experimenten auf Schritt und Tritt begleitete und alles mit

einem lacheln hinnahm, auch wenn er mal ldnger im Labor sein musste wegen mir.

Auch mochte ich mich bedanken bei der gesamten Arbeitsgruppe, fiir die angenehme
Atmosphire, fiir die Korrekturen, wenn ich mal die Laborregeln nicht eingehalten habe und
fiir die Hilfen immer wieder zwischendurch. Der Dank geht sowohl an die Plasmodien-, als
auch an die Amobengruppe.

Auch mochte Herrn Dr. Daniel Cadar und Frau Heike Baum aus der NGS Facility
Abteilung des BNIs fiir die kurzfristige Sequenzierung danken.

AbschlieBend mochte ich noch meinen Eltern, meinen Geschwistern, meiner Ehefrau und

meinen Freunden danken, fiir alles.

65



Eidesstattliche Erklarung

Hiermit erklare ich, dass ich die vorliegende Arbeit eigenstandig und ohne fremde Hilfe
angefertigt habe. Textpassagen, die wortlich oder dem Sinn nach auf Publikationen oder
Vortragen anderer Autoren beruhen, sind als solche kenntlich gemacht. Die Arbeit
wurde bisher keiner anderen Priifungsbehorde vorgelegt und auch noch nicht
veroffentlicht.

Hamburg, 31.08.2022

Name (Unterschrift

66



7 Anhang

Evaluierung der RNA Qualitiit mittels Bioanalyzer (alle Proben)

Panning 4 IT4 P. falciparum tiber CHO-745-EPCR:

Panning 5 IT4 P. falciparum tiber CHO-745-EPCR:

Panning 6 IT4 P. falciparum tiber CHO-745-EPCR:
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Panning 3 IT4 P. falciparum tiber CHO-K1-EPCR:

Panning 4 IT4 P. falciparum tiber CHO-K1-EPCR:
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