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Zusammenfassung

Der schnelle Nachweigon Virusinfektionen iseine entscheidende Voraussetzung, um eine
Diagnose und damit einhergehend einaddquate Behandlungrkrankter Personerzu
gewdhrleistenDe r A diaecast i s c he I senditif, spezifisch, scanellurobust,
einfach in der Probenhandhabuoigine aufvendige Geratetechnikowie kostengiinstig sein.
Damit wird dessen breite Anwendbarkeit erleichtert und die Mdéglichkeit eroffnet, den Test
ohne ein zentrales Diagnostiklabor, B. direktbei m Ar z t o dlerahzufilhiem Fel d
(Point-of-CareTest) Nur mittels zuverlassiger Diagnostik lassen sich Patienten effizient
behandeln und geeignete Mal3hahmen einleifenum eine Ausbreitung von
Infektionskrankhgen zu verhindern. BnventionelleNachweismethodezur Diagnostik sind

u.a. zeitaufwendig, kostenintensiv, erfordern mehrere Probenbearbeitungsschritte, eine
adaquate Laborausstattung oder geschultes Personal, was deren Anwendbarkeit, z.B. auch als
Point-of-Care-Test,einschrankt. Eine vielversprechende neue Methode fir die Virusdiagnostik
und den mdoglichen Einsatz aPoint-of-Care-Test stellt dieSingle Colour Reflectometry
(SCORB-Technologiedar. Diese optische Biosensormethode ermdglicht die marnkjsineie
Echtzeitanalyse von Wechselwirkungen zwischen Biomolekilen. Fur die vorliegende Arbeit
wurde die Annahme verfolgt, dass Uber den mit Antikdrpern funktionalisierten Biosensor die
Bindung von Viren erfasst werden kann. Fur die Untersuchun@@&RETechnologiezur
Diagnostik von Virusinfektionen wurden humanpathogerieen (Gelbfieber, Dengue,
FSME- und Vacciniavirepangezichtet und monoklonale AntikérgderAk) fir den Nachweis

der genannten Viren im Labormaf3stab hergestellt. In den Messungezinent SCORE
PrototypkonntenmAk identifiziert werden, die fiir das entsprechende Virus als einzige eine
Bindung oder ein relevant starkeres Signal als die weiteren getestéteaufweisen. Eine
Unterscheidung der Viren auf Basis der spezifischen Bindoungier demAk konnteunter
Einbeziehung der Probenvorbereituingweniger als10 min, sowohlbei 22°C als auch bei
37°C erfolgen Dariiber hinauswar auch der Nachweis von Antikdrpern mdglich
Untersuchungenur Sensitivitdt zeigten, dass die Nachweisgee fur dasGelbfiebervirus
deutlich unterhalb des moglichen virAmischen Virustiters e@elbfieberinfektion liegt.
Bezlglich der Medsedingungenkonnten der pHWVert, die lonenstarke, das Puffersystem
sowie die Konzentration denAk und des Virusals beinflussende Faktoren fur den Virus
Nachweis identifiziert werden. AufRerdem wurde gezeigt, dass die Spezifitat bzw.
Funktionalitdit dermAk neben den Messbedingungen auch vom Messsystem abhangig ist.
Insgesamt zeigdie Arbeit, dass mitler SCORETechnologe eine schnelle, robuste, sensitive,
spezifische Messplattform zur Verfiigung steht, welche grundsatzlich fir die Virusdiagnostik
geeignet ist. Unter Berlcksichtigung der Weiterentwicklung des verwendeten Psalotyp

die BiametricsGmbH und den damit wvbunden Verbesserungen in Hinblick auf
Probenhadhabungund Bedienung, islie SCORETechnologie dahegprinzipiell alsPoint-of-
Care-Diagnostik fur Virusinfektionen geeignet.
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Abstract

The rapid detection of viral infections is a decisive prerequisiterfeureng a diagnosis

and adequate treatment of patients. The "ideal diagnostic test" should be i.a. sensitive,
specific, fast, robust, easy to handle, free of sophisticated equipment aredfeciste.

This facilitates its broad applicability and openstl@ possibility of carrying out the test
without a centraldiagnostic laboratory, €. directly at the physician or in the figldoint

of-care test). Only reliable diagnostics can ensure that patients are treated efficiently and
that appropriate measuresme taken to prevent the spread of infectious diseases.
Conventional detection methods for diagnostics are -tomsuming, cosintensive,
require several sample processing steps, adequate laboratory equipment or trained
personnel, which limits their appability, e.g. also as a potaf-care test. The SCORE
technology represents a promising new metfadvirus diagnostics and pokof-care
tesing. This optical biosensor method enables Ildle# realtime analysis of interactions
between biomoleculeShe present work is based on the assumption that the binding of
viruses can be detected via the biosensor functionalized with antib@diexamine the
potential ofthe SCORE technology for the diagnosis of viral infectiomsian pathogenic
viruses (yellav fever, dengue, tickorne encephalitis and vaccinia viruses) were cultivated
and monoclonaantibodies (mA) were produced on a laboratory scale. In measurements
with a SCORE prototype nmtAcould be identified which were the only ones with a binding

or arelevantly stonger signal than the other mAésted for the corresponding virus. A
differentiation of the viruses on the basis of specific binding patterns of tHe wa&
possible in < 10 min including the sample preparat@n22°C as well asat 37 °C.
Moreover the detection of antibodies was also possible. Sensitivity studies showed that the
detection limit for the yellow fever virus is well below the posswileis titer during a

yellow fever infection. With regard to the measuring conditions, pHdeyabnic strength,
buffer systemas well aghe concentration of mB and virus were identified as influencing
factors for virus detection. It was also shown that the specificity or functionality of the
mADb depends not only on measuring conditions but afsthe measuring system. Overall,

the work shows that the SCORE technology provides a fast, robust, sensitive, specific
measurement platform that is basically suitable for virus diagnostics. Tiakangccount

the further development of the prototype ByametricsGmbH leading to improvements

with regard to sample handling and operation, the SCORE technology is in principle

suitable apaint-of-care diagnostics for virahfections.
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1 Einleitung

1.1 Infektionskrankheiten

Die Geschichte der Menschheit ist durinfektionskrankheiten verschiedensten Ausmal3es
gepragt. Beispielsweise infizierten sich in den Jahren 19920 weltweit
sch2tzungswei se ein Drittel der Wel t bev?©l
Gr i p[p].ebiese folgenschwertnfluenzaPandemie forderte neueréimtersuchungen
zufolge ca. 50 100 Millionen Todesopfe2].

Nach wie vor zéhlen Infekinskrankheiten mit cd5 Millionen Féllen pro Jahr zu den
weltweit haufigsten Todesursachen 25:%) [3]. Betroffen sind insbesondere
Entwicklungslandef3] und dort wiederum vor allem Kinder und junge Erwachddhe
da®ohenzi al A e iWemngleiclGdiesirezitienzsvorhlrdektionskrankheiten in
den Industrielanderim Laufe des letzten Jahrhunderts zum Teil riicklaufig war, lenken
diverse weltweite Ausbriiche der jingsten Vergangenheit erneut den Fokifse-auf
emerging infectious diseasfs. Beispielsweise verursachte das in den Jahren 2014/2015
ausgebrochene Ebelarus in mehreren westafrikanischen Landern (berO(ZB
Infektionen, von denen mehr als@0 todlich endetef6]. Von besonderer Relevanz sind

in diesem Zusammenhang auch die Flaviviren (z. B. -Zikeelbfieber, Dengue und
FSME-Viren), da der gro3te Teil der Weltbevdlkerung in Gebieten lebt, in denen diese
endemisch erkommen[7]. So entwickelte sich das 2015/201&teralig in Stidamerika
aufgetretene Zik&irus insbesondere in Brasilien zu einer Epidemie, die zum Teil mit
schweren Fehlbildungen von Foéten einherd®§]. Dengue gehért mit jahrlichnapp 400
Millionen Infektionen [10] zu den weltweit haufigsten Erkrankungen troper und
subtropischer Regiongiil]. Aufgrund der regen Reisetatigkeit bzw. der Globalisierung
im Allgemeinen verbreiten sich Infektiogiseger in kirzeste Zeit weltweit und
verursachenAusbriche und Todesfallgl2,13]. Ohne einen schnellen Nachweis von
Infektionserregern oder spezifischen Antikdrpern ist eine Diagnostik von Verdachtsfallen
und Patienten nicht méglich. Dartber hinaus ist auch fir die Einleitung entsprechende
PublicHealthMalRnahmen und die Uberwamg einer Epibzw. Pandemie eine schnelle
und zuverlassige Diagnostik notwenfig].

Die in dieser Arbeit vorgestellte SCOREchrologie bietet grundlegende
Voraussetzungen fiir einen schnellen und sensitiven Nachweis der Interaktion von
Biomolekulen. Ob sich diese Technologie fur den Einsatz in der Virusdiagnostik eignet,

wird in der vorliegenden Arbeit anhand von ersten Untersu@mggzeigt.
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1.2 Flaviviren

1.2.1 Taxonomie

Die Flaviviren gehtren zusammen mit den Hepgmiominentester Vertreter: Hepati@s
Virus), Pesti und Pegiviren zur Familie déeflaviviridae [14]. Benanntwurde diese
Familie nach dem Ge Vbus)i gemauer vgesagt siach (ddRBano t ot
charakteristischem Krankheitsbild, deelBsucht (lat.Flavus gelb) [14]. Der Gattung
Flavivirus werden bishemehr als 90 Viren zugeordnet, von denen 30 humanpathogen sind
[14]. Sie zahlen zu den Arbovirear(hropodborne durch Arthropoden Ubertragefi)s].
Basierend auf Phylogeninalysen viraler Proteine (Abb. 1) kdnnen die Flaviviren in
durch Zecken Ubertragene Erreger Bz. FrihsommeMeningoenzephaliti§FSME)
Virus), durch Moskitos Ubertragene Erreger Bz.Gelbfieber, Dengue, WestNil-,
Japanische Enzephalitisind ZikaViren), sowie in eine dritte Gruppe mit unbekanntem
Vektor eingeteilt werdefil6,17]

FSMEV (Stamm Hypr#)
FSMEV (Stamm Vasilichenko®)
FSMEV (Stamm Neudorfl#)
FSMEV (Stamm Kumlinge¥®)

r~ FSMEV (Stamm Sofjin§) > FSME-Serokomplex > Vektor: Zecken

Omsk-Hamorrhagisches-
Fieber-Virus

—— Langat-Virus

Po n-Virus

Kyasanur-Forest-Disease-Virus

DENV (Serotyp 2)
DENV (Serotyp 3)
Dengue-Serokomplex
DENV (Serotyp 1)
DENV (Serotyp 4) ) >~ Vektor: Moskitos
West-Nil-Virus Japanische-Enzephalitis-
) o ~ Serokomplex
Japanische-Enzephalitis-Virus
GFV * kein Serokomplex
Rio-Bravo-Virus ~~ Rio-Bravo-Serokomplex  ~ Vektor unbekannt

0.1

Abb.1 Phylogenetische Analyse der Aminosauresequenz desPEoteins. Zur Analyse wurde die
Doméane 3 des Proteins betrachtet. FSMEV: Frihsomraveningoenzephaliti®/irus, #: Europaischer
Subtyp, $: Sibirischer Subtyp §: Fernostlicher SubtyfEND: Denguevirus, GFV: Gelbfiebervirus.
(modifiziert nach{16,18,19).
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1.2.2 Virusaufbau und virale Proteine

Bei Flaviviren handelt es sich um spharisdile@saedrisch), membranumhillte RNA
Viren, die mit einem Durchmesser von ca. & zu den kleinsten Vertretern
humanpathogener Viren gehotrdi4,20,21] Das virale Genombesteht aus einer
einzelstrangigen Ribonukleinsdure in Plusstrangorientierung (+/ssRNA) und hat eine
Gesamtlange von calkb [22]. Es agiert als infektiose mRNA und enthalt nur einen
einagen offenen Leserahmen, der fur ein zusammenhangendes (Vo)Ralgprotein
kodiert[14]. Dieses wird im Zuge der Translation durch virale und zellulare Proteasen in
drei strukturelle Proteine (C, E, prMpwie sieben NichBtrukturproteine (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) gespaltd@2]. Die C-Proteine ¢apsig bilden das
Nukleokapsid, welches die RNA umgibAbb. 2A). Die Lipiddoppelmembran unreifer
Viruspartikel enthalt zwei Oberflachenproteintypen, das-pfvlecursormembrang und

das E (envelopg Protein[23]. Im Zuge der Virusreifung werden die membranassoziierten
Vorlauferproteine (prM) gespalten, wobei dasRvbtein hierbei in der Membran verankert
bleibt. Dieser Prozess hat die Umlageyuher EProteine von 60 trimeren Komplexen
(unreife Viruspartikel) in 90 Homodimere zur Fold@4i 26] und bewirkt somit die
Bildung reifer, infektioser Viruspartike{Abb.2B). Nach einer Infektion mit einem
Flavivirus oder einer Impfung produziert der Korper zum Schutzsgezifische
Antikdrper. Ein Teil dieser Antikdrper hat neutralisierende Eigenschaften, von denen
einige an das fProtein binden undomitdie Virusanheftng an die Wirtszelle inhibieren
[21,27,28] Daher stelltdieses Oberflachenprotein fur die Diagnostik ein interessantes
Antigen dar. FUr das Dengue WestNil- und FSMEVirus (Abb.2C) konnte gezeigt
werden, dasslas EProteinaus drei verschiedenen Doménen, (Dy, Dy) und einem
Fusionspeptid bestef®9i 31] und mit ca50kDa im Vergleich zum MProtein(ca. 8 kDa)
deutlich groRRer isf23]. Neutralisierende Antikérper kénnen gegen alle drei Doméanen des
E-Proteins gerichtet sein, wobei die Doméng @as Uberwiegende Epitop darst¢H8].

Die Vertreter der Gattung Flaviviren sind antigenisch eng miteinander verwandt und
konnen verschiedenen Serokomplexen zugeordnet wer@&hb.1). Viren eines
Serokomplexes sind mit ahnlichen Krankheitsbildern assofrierthre EProteine weisen

zum Teil homologe Aminosauresequenzen awfs zu serologischen Kreuzreanen

fuhrt [14,21,32]
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unreif reif

E-Protein
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E-Protein (,f)) Q g
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aus C-Proteinen O
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»
)

Nukleokapsid
Lipidmembran aus C-Proteinen Fusionspeptid Dy

Abb. 2 Schematischer Aufbau eines Flaviviruspartikels [A]: Das aus €Proteinen bestehende
Nukleokapsid umschlie3t die virale RNA und ist sellbsh einer Lipidmembran umgeben. Augrd
Astacheligenfi Oberfl2ache des un r-8tiuktueem mitVHeterodionaren ( | i n k
aus prM und EProteinen. Aus dem pri®rotein entsteht wahrend der Virusreifung durch Abspaltung des
pr-Anteils das MProtein, wodurch es zur Remamistation der #roteine in 90 Homodimere kommt. Dies

fuhrt beim reifen Virion (rechts) zu einer Glattung der OberflafiBe. Reifes, ikosaedrisches Virion mit 30
membranassoziierten Gruppierungen von jeweils drei parallelerotginDimeren (eine Grupe farblich
hervorgehoben).[C]: Kristall-Struktur des l6slichen -Proteins des FSMEirus, bestehend aus drei
unterschiedlichen Doménen. (modifiziert nd2H).

Das NS1Protein liegt membranassoziiert auf der Oberflache infizierter Zellen als Dimer
(ca.46 kDa)[33] oder sezerniert als ca. 11 nm grof3es Hexamej3ddrEs induziert auch

die Bildung neutralisierender Antikbrpg21]. Neben der Modulation der antiviralen
Immunantwort ist das NSRrotein zusammen mit den anderen NiStrukturproteinen
essentieller Bestandteil des viralen Replikationskompl¢X2k Des Weiteren sind die
restlichen NichiStrukturproteine ua. fur die Spaltung des synthetisierten Vorladufer
Polyproteins verantwortlich oder agieren im Zuge der ReplikatlsnR&lA-abhéngige
RNA-Polymerasg¢23]. Sie stellen jedoch keinen Bestandteil des infektidsen, reifen Virions
dar[22].
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1.2.3 Lokalisation der Viren in der Wirtszelle wahrend ihrer Replikation

Im Zuge der Infektion binden &liviren mit ihren EProteinen an Rezeptoren der
Wirtszelle und induzieren somit ihre Endozytd24]. Die ins Zytoplasma freigesetzte
RNA wird translatiert, wobei sich dasaseierende Polyprotein in die Membran des
endoplasmatischen Retikulums (ER) einlagert. Sobald die aus dem Polyprotein gespaltenen
Nicht-Strukturproteine vorliegen, kann die Replikation der viralen RNA erfdliéh Der
Zusammenbau der unreifen Viruspartikel aus den Strukturproteinen findet in den Zisternen
des ER statt{14,23,35] Nach Reifung der Viren im Goldipparat werden sie in
sekretorischen Vesikeln zur Zellmembran transedrtwo es zur Exozytose komriit4].

Eine ausfuhrliche Erlauterung des Replikationszyklus der Flavivireleishbbildung3 zu

entnehmen.
Virusbindung infektionsverstarkende y - s N
P Antikorper (ADE) s neu.tr?llsxerendu
@3 Pe: %357 Antikorper
|| Sl g™ A& A
’\'1'3.’/ ;7 f-
Rezeptor- LS ¥
vermittelte
Endozytose
2N
= 12 S Exozytose

BN
v

v-—Q )—€

M =
pH-abhangige ‘@;
Membranfusion

J7 Freisetzung

der RNA
/ @: Virusreifung

3 TN \».!f?,x___/
=4l Translation W
RNA-Replikation
AV g Viruszusammenbau
Abb. 3  Schematische Darstellung des FlaviviruRReplikationszyklus sowie der

antikérpervermittelten Neutralisierun g und Verstarkung der Infektion. Die virale Infektion einer
Wirtszelle erfolgt durch Bindung desProteins und die anschlieRendzeptorvermittelte Endozytose des
Flavivirus[21]. Die Ansduerung des pWertes (<6,6) im Endosom bewirkt die Umlagerung dePEbteine

von Dimer zu Trimerstrukturen, wagtch es zur Membranfusion komnfiel]. Daraufhin wird das
Nukleokapsid sowie die darin enthaltene virale genomische RNA ins Zytoplasma freif@set?tahrend
seiner Translation lagertcsi das (VorlaufedPolyprotein in die Membran des endoplasmatischen Retikulums
(ER). Virale und zelluléare Proteasen spalten es in drei Struktwvie sieben NichStrukturproteing35].
Sobald die erforderlichen Nici8trukturproteine synthetisiert sind, kann die Reglon des viralen RNA
Genoms im Zytoplasma erfolgen. Der Zusammenbau der noch unreifen Viruspartikel findet in den Zisternen
des ER statf14,23,35] Die pH-induzierte Reifung erfolgt im Golghpparat. Damit geht die Reorganisation
der \iralen EProteine in Dimere einhef36]. Die infektiésen Viruspartikel werden in sekretorischen
Vesikeln zur Zellmembran transportiert und via Exozymder durch Zelllyseréigesetzf14]. (Fortsetzung)
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Daruiber hinausist auch die antikdrpemrmittelte Neutralisierung des Virus sowie das Prinzip der
Infektionsverstarkung im Zusammenhang mit einer Sekundarinfeggaeigt(ADE, antibody dependent
enhancemehtDurch die Bindung mehrerer neutralisierender Antikdrper an die viraleroiine wid eine
Adhasion des Virus an die Zellmembran und somit die Infektion der Zelle verhindert. Das Gegenteil
bewirken infektionsverstarkende Antikorper, die im Rahmen der Erstinfektion gebildet und im Zuge der
Zweitinfektion mit eineméhnlichen Virusserotypwzschweren Krankheitsverlaufen fihri@7]. Sie binden

das Virus, neutralisieren es jedoch nicht, sondern bewirken dessstérkte Aufnahme in die Zell@1].
(modifizient nach[38])

1.2.4 AusgewahlteFlaviviren

1.2.4.1 Gelbfieberviren

Der erste dokumentierte Gelbfieberausbruch fand 1648 in der Karibik[38ttDie
geographische Verbreitung erstreckt sich Uber tropische und subtropische Regionen in
Afrika und Sudamerikd7,21]. Hauptvektorersind Moskitos der GattungeAedesspp.,
insbesondere A. aegypti und A. dbopictus und Haemagogus spp. [32]. Als
Erregerrservoirwirte gelten Affen und Menschg2,40]

Schéatzungsweise treten jahrlich 200 Falle auf, von denen etwa (D versterber{41],

wobei noch weitaus hohere Inzidenzen vermutet werden. Waggbakdiskutiert
Literatur, in der von 10- 250 Gelbfieberinfektionen pro gemeldetem Fall ausgegangen
wird [32]. Diese dramatische Unterschatzung dedfallzahlen wird ua. auf
Einschrankungen hinsichtlich der verfiigbaren Diagnostikmdglichkeites, lRufige
Auftreten milder Krankheitsverlaufe ohne medizinische Versorgeogie Félle in
entlegenen Regionen ohne Zugang zur medizinischen Versorgung zurickigffihrt

Das Krankheitsbild reicht von subklinischen Infektionen tber schweres hamorrhagisches
Fieber bis hin zum Tod. Im Anschluss an die séibstlimitierende, grippedhnliche
Infektionsphase gehen ca. ¥%2der Patientefd2], nach einer kurzen Remissionsphase, in

die lebensbedrohlichintoxikationsphase uber (biphasischer Verlalb. 4) [7,32]. Diese
hamorrhagische Phase geht mit erneuternehoFieber, Multiorganversagesowie der
charakteristischen Gelbsucht einher. Auch neurologische Manifestationen samt Krampfen,
Dilirium und Koma sind mdigch [7]. Innerhalb von 7 10 Tagen sterben knafy® % der
Patienten mit schwerem Verlaj4f2,43]
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Wahrend der Viramie Abb.4), welche 1- 2 Tage nach Infektion beginnt und
unterschiedlich lange andauern kann, sind die Viren in Serum, Plasma und Urin
nachweisbaf32]. In Einzelfallen wurde eine Viramiedauer von bis zu 20 Tagen berichtet
[44]. Von Domingo et al. werdeNirustiter in der viramischen Phase von bis z{§ 10
PFU/ml far Patienten mit eineGelbfiebervirug GFV)-Infektion oder unerwiinschten
GFV-Impfnebenwirkungen diskutief45].

Remissionsphase

Infektionsphase l Intoxikationsphase

Viramie

IgG

IgM

\ ”

I I I T T 1 T T 7/
-2 0 2 4 6 8 10 12 14 T T
1 Tage mit Symptomen . .
erste frihe  spate

Symptome Genesung

Abb. 4  Schematischer Zeitverlauf einerGelbfieberinfektion inklusive Viramie. Die Inkubationszeit

betragt durchschnittlich vier Tagd6]. Die Infektionsphase ist meist seldishitierend. In seltenen Féllen

folgt jedoch nach kurzer Remissionsphase 48 h) die Phase der Intoxifikation. Die Dauer der virdméen

Phase ist unterschiedlich und erstreckt sich bei schweren Krankheitsverlaufen sogar Uber den betrachteten
Zeitraum hinaus. GRARNA ist im Urin bis zur frihen Genesung nachweiskmodifiziert nach32,47))

Eine antivirale Therapie igderzeit nicht moglich [43]. Bei demseit 1937verfligbaren
attenuiertenLebendimpfstoff[21,48] handelt es sich unden GFVi7p-Impfstamm[21],
welcher aus dem Wildtyp des Gelbfiebervir@asini) durch fortlaufende Passagierung
hervorgegangeist [41]. Bereits @éne einmaligelmpfung bietetbeider Uberwiegenden Zahl
der geimpften Personen (Schutzrate: %98 einen meist lebenslangen Schutgegen
Wildtyp-Infektionen[49,50].
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1.2.4.2 Dengueviren

Bereits imJahre 1779 sinBenguevire DENV) im Zusammenhang mit einem Ausbruch

in Java beschrieben worddi@,51]. Bhatt et al. gehen von weltweit 3®80llionen
Infizierten pro Jahr aus, von denen 96 Millionerkranken[10]. Damit ist Dengue die
haufigste Flavivirudnfektion mit den global gré3ten Krankheitsauswirkung@2t]. Die
Inzidenz hat sich innerhalb von 50 Jahren (192909) verdrei3igfachi52]. Die DENV

sind in den tropischen sowie subtropischen Regionen Afrikas, Asiens, Ozeaniens,
Australiens sowie in Mittelund Stidamerika endemisch, womit schatzungsweigé dér
Weltbevélkerung in Risikogebieten leb€]. Die Ubertragung fidet durch Stechmiicken

der GattungAedesspp., insbesonder&. aegyptiund A.albopictus statt[22,52,53] Der
Mensch stellt dawichtigste Virusreservoir d§40].

Denguelnfektionen kénnen nach einer Inkubationszeit von-1@Tagen zu
grippeahnlichen Erkrankungen mit hohem Fieber fuHget]. Das klinische Spektrum
reicht von asymptomatisch tber eine vergleichsweise milde Form (Dé&mgjoer) bis hin

zu schweren KrankheitsverlaufeDgnguehamorrhagisches Fer (DHF) und Dengue
SchockSyndrom (DSS) mit Todesfolge. Das selbbmitierende Dengué-ieber dauert
2-7Tage und geht mit starken KepMuskel und Gelenkschmerzen sowie Erbrechen
und einem charakteristischen Hautausschlag eifififer Ein geringer Prozentsatz der
Patienten entwickelt jedoch das DEwW. DSS, die mit einer Mortalitatsrate von bis zu

5 % assoziiert sind

DENV werden in vier antigenisch unterschiedliche, jedoch eng miteinander verwandte
Serotypen (DENY.,) mit jeweils mehreren Genotypen untergliedert, die zusammen einem
Serokomplex angehdren [18]. Eine UberwundeneDenguelnfektion flhrt zu einer
lebenslangen Immunitat gegen den entsprechesagatyp [37]. Eine Kreuzimmunitat
hinsichtlich der anderen DENSerotypen besteht jedoch nur fir wenige Morn2ie37].
Regionen, in denen verschiedene DENSrotypen ceairkulieren haben sich in den
letzten Jahrzehnten enorm ausgedehnt. Damit einhergehend ist auch die Inzidenz der
schweren Krankheitsverlaufg DHF/DSS) dramatisch gestiegefb3], denn ene
vorangegangene Infektion mit einem der Serotypen beginstigt bei erneuter Infektion mit
einem anderen Sdxp die schwera Verlaufe [7]. Ursachlich daflr ist die Antikorper
abhangige Verstarkung der Infektioan{ibodydependent enhancemef®DE) Abb. 3).
Dieses Phanomen stellt auch eine groRe Herausforderung bei der Entwicklung eines
Denguelmpfstoffes daf21]. Eine antivirale Therapie isisher nicht verfighdB7].
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1.2.4.3 Frihsommer-MeningoenzephalitisViren

Das FSMEVirus umfasst dreihumanpathogene Subtypen, den ferndstlichen, den
sibirischen sowie den europaischen Subtyp, wozu der in dieser Arbeit verwendete Stamm
K23 gehort[55]. Die geographische Verbreitung der erstmdl#87 entdeckterSME-

Viren [56,57] erstreckt sich Gber den eurasischen Raum und reicht von Wasdeliber
Russland bis nacB®stasien7], womit es sich mit dem Vorkommen seiner Vektoren, den
Zecken der Gattungkodesspp., deck{58]. In seltenen Fallen kommt es auch zu einer
alimentaren Ubrtragungdurch nichtpasteurisierte Milch infizierter Schafe, Ziegen und
Kihe sowie den daraus hergestellten Prosluf59]. Als Erregerreservoire gelten
Kleinsaugerpopulationen, insbesondere Mause, algr Vogel, Rehe sowie RotwildO].

Die von den FSMEViren hervorgerufene Frihsommkgleningoenzephalitis zah#u den
gefahrlichsten und mit mindestensQD- 12 000Fallen pro Jahr zu den bedeutendsten
Infektionskrankheiten des zentralen Nervensystems in Europa und [R4ig0,61] In
Europa wurdevon 1974 bis 2003 ein Anstieg der Inzidenz von Uber %0@gistriert
[62,63] In Deutschland ist die FSMErkrankung mit einer Inzidenz von 0,2,0 Féllen

pro 100000 Einwohner vor allem im siddeutschen Raum enaémisobei 89 % aller

Falle in Bayern und BadeWwlrttemberg zu verzeichnen sifG#].

Betrachtet man den européaischen FSME&\Ybtyp, soerkranken 2 30% der Infizierten
klinisch [57]. Die verbleibenden Patienten weisen einen subklinischen Krankheitsverlauf
auf, weshalb Infektionen oft unentdeckt bleiben und von weitaus hdheren, tatséchlichen
Falzahlen ausgegangen werderuss Nach einer Inkubationszeit von-714Tagen (in
Ausnahmefallen: 228 Tage) treten meist grippedhnliche Symptome (Mudigkeit, Kopf
und Gliederschmerzen, leichtes Fieber, Appetitlosigkeit]268]. Bei ca. einem Drittel

der Patienten folgt im Anschluss an einige symptomfreie Tage eine zweite klinische Phase
(biphasischer Verlauf)[57,58,65] Diese geht mit der Beteiligung degentralen
Nervensystems einher, wodurch eine Meningitis, Meningoenzephalitis oder
Meningoenzephalomyelitis auftreten kaf®6,67] Infektionen mit dem européischen
FSMEV-Subtyp verlaufen in der Regel wenigezthwerwiegend (Letalitat: 1 2 %) als
Infektionen mit dem fernoéstlichen Subtypethlitat: 20- 40 %) [67,68] Eine spezifische,
antivirale Therapie gibt es bisher nideD]. Seit 1976 besteht aber die Moéglichkeit der
Impfung gegen alle Subtyp¢s8].
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1.3  Orthopockenviren

Trotz der erfolgreichen Eradikation der durch Variolaviren verursacthéeheerenden
Menschenpocken, treten weiterhin zoonotische Infektionen dufgh Affen-, Kuh- und
Kamelpockenviren sowie Vacciniaviren (VAQ\auf [69]. Diese Vertreter gehdren zur
GattungOrthopockenvirusnnerhalb der Familie détoxviridae[40].

VACV fuhren zulnfektionenmit leichtem Fieber, lokaler Lymphknotenschwellung sowie
lokalen pustelférmigen Hautveranderung@]. Das VACV stelltd as A P r ofit oztuyrp vi r
Erforschungder Pockenviren daf70]. Dariiber hinaus wurde es aufgrund des milden
Krankheitsverlaufs und der Orthopockiéreuzprotektiviat [69] als natlrlich attenuierter
Lebendimpfstoff zur Eradikation der Menschenpocken verweifid@it

Beim VACV handelt es sich um ein behidlfeloppelstrangiges DNA/irus mit dner
ziegelsteinférmigen bzw. abgeflacht ellipsoigelh. komplexen Symmetrig20,70] Es

zahlt mit ca300- 310x 240- 250% 110- 140nm zu den GroRteraller Viren [20,71] und
besitzt ein Genom au&00kb, das furmehr als200 Proteinekodiert [72]. Bisherwurden

22 Membramroteineidentifiziert[70], u.a. das A27Protein.

In Bezug auf die Morphologie unterscheidet sich das VACV gegeniber den Flaviviren (ca.
50 nm, ikosaedsch) damit deutlich hinsichtlich seiner Gréged Form.
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1.4  Antikorper

Antikdrper, sogenannte Immunglobuline (Ig), spielen eine essentielle Rolle bei der
humoralen Immunantwort zur Abwehr von Pathogenen wie Viren, Bakterien, Parasiten
und Pilzen[73]. Nach spezifischer Stimulation vonlB/mphozyten durch Kontakt mit
korperfremden Substanzen (Antigene) erfolgt die Sézenmg von Antikérpern durch
Plasmazelleii74,75]

Humane Antikorper lassen sich in finf Immunglobulinklassen (Isotypen) unterteilen: IgA,
IgD, IgE, 1gG und IgM[74]. Wahrend sich IgAAntikbrper in Schleimhauten sowie
externen Sekreten (a. Speichel, Muttermilch) befinden und dorBz.die Anheftung von
Viren und Bakterien an die Schleimhautoberflache verhindern konnen, ist Uber die
Funktion der IgDAntikdrper, bis auf die Bindung spezifischer bakterieller Proteine, bisher
noch wenig bekanri76]. IgE-Antikbrper stehen wa. im Zusammenhang mit allergischen
Reaktionen und werden bei Wurminfektionen gebildg®6]. Bei erstmaligem
Antigenkmtakt (Primarinfektioh stellen Antikdrper der Klasse IgM den dominierenden
Ig-Isotyp dar[77]. Diese werden innerhalb von da. 7 Tagen [74,77] als friheste
Immunglobuline im Verlauf einer Immunantwort gebildet und verdeutlichen somit die
akute Infektionsphase einer Erkrankufi¢,77] Demgegeniber werden IgG erst ab
ca.7 Tagen [77] nach einemWechsel derlmmunglobulirklassen[76] gebildet und
zirkulieren im Vergleich zu den IgM Uber langere ZE8P]. Bei erneuter Infektion
(Sekundéarinfektion) stellen Antikérper der Klasse IgG den dominierenden Isotyp dar. lhre
Produktion erfolgt sofort auf der Qrdlage der BGedachniszellen der Erstinfektion,
wobei der maximale AntikdrpeBerumtiter den der Primarinfektion um den Faktor 100
1000 Ubersteidt74,75].

Antikorper der IgGKlasse stellen mit c&5- 78 % den grof3ten Anteil an Antikdrpern im
Serum dar[76,77]. Die IgGs unterteilen sich in die vier Sudgsen IgGZt IgG4. Die
Bezeichnung der Subklassen- 4 spiegelt hierbei den jeweiligen Mengenanteil im
Blutserum wider, wonach die Subklasse IgG1 ca. 67 %, IgG2 ca. 22 %, lgG3ocand

die Subklasse IgG4 cd% der IgG ausmachefy6,77] Weitere Unterschiede liegen
beziglich der biologischen Eigenschaften vor, wobei die IgG insgesamt an der Pathogen
Neutralsation, Komplementaktivierungowie der antikbrperdidingigen zellvermittelten
Zytotoxizitat beteiligt sind76]. Gegeniber den anderen Immunglobulinen weisen die 1gG
Subtypen mit einer Halbwertszeit von 8aNochen die gré3te Stabilitdt sowie langste
SerumPersistenz aJi77,78]
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Die IgG (wie auch IgD und IgE) liegen im Gegensatalen IgA (Monomer oder Dimer)

und IgM (v.a. Pentamer) als monomere Glykoproteind %@}. In der Literatur werden fir

die IgG1- 4 in Abhéngigkeit der Subklasse 14670 kDa angegebdi@7,78] sowie eine
Grole von 14,5nm x 8,5nm x 4,0nm diskutier{79].

Immunglobuline bestehen aus zwei identischerwschn und zwei identischen leichten
Polypeptidketten, die durch Disulfidbricken untereinander verbunden sind und oft
schematisch als -Yormige Molekile dargestellt werdefi76,77,80] Aufgrund der
beweglichen Hregé egoine giwvdanschAn dem rnidi genbi
dem konstaten (R)-Fragment[78] weisen Antikorper jedoch eine grofe struktie
Flexibilitat auf, die weit Uber die ¥Yorm hinausgel{8,80,81]

Wahrend das FFragment mit anderen Bestandteilen des Immunsystet@ragiert, besitzt

das FKyFragment zwei identische Bindungsstellen (Paratope) fir sein spezifisches Epitop
(Bindungsstelle des komplementaren Antigeri3p]. Ein Paratop ist durch die
hypervariablen Endencémplementaritydetermining regionsCDR) der schweren und
leichten Kette des Antikorpers gekenrreietund bedingt diSpezifitdt der Bindung des
Antikdrpers an das Epitop des Antigefig6,77] Die ParatogEpitop-Bindung erfolgt
hierbei nicht kovalent, sonder kann auf Wasserstoffbriickenbindungen, ionischen
Wechselwirkungen, hydrophoben Wechselwirkungen bzw. -démWaalsKréften
basieren[82,83] und u.a. durch den pHWert, die Temperatur sowie di@nenstarke
beeinflusst werde[82].

Wahrend ein individuelles Immunglobulin Giber seine Paratolgéich eine limitierte Zahl

an Antigenen binden kann, kdnnen Immunglobuline praktgpeteneine unbegrenzte
Anzahl von Antigenemgebildet werdeli76,84]

Diese besondere Eigenschaft der spezifisdhetigen-AntikdrperWechselwirkungsowie

die Stabilitdt und SerunAHaufigkeit der 1gG[76,77,84,85]ermdglichen die Verwendung
dieser Immunglobuline als Nachweismolekll in Detektionssystemen vide Enzyme
immunoassays (EIA, ELISA), Immunofluorescence staining (z.B. IIFT),
ImmurohistochemigWestern Blot oder ddéflektronen und Fluoreszenzikroskopie[85].

Die klassische Herstellung von Antikérpern fur ihre Verwendung in den genannten
Messsystemen wird durch die von Koéhler und Milstein eckelte HybridomTechnik
ermoglicht [86,87] Es handelt sich hierbei um ein zellbiologisches Verfahren zur
Herstellung von Hybridozellen, die ohne weitere Stimulierung durch das Antigen
kontinuierlich Antikorper sezernieren. Hierflr werdenvitro zwei Zelltypen derselben

Tierart mit unterschiedlichen Eigenschaften fusioniert. Die Fahigkeit zur

12



Einleitung

Antikorperproduktion erhalten die Hyldomzellen von den Bymphozyten, die aus der

Milz des zuvor mit dem Antigen der Wahl immunisierten Versuchstieres isoliert wurden.

Die Eigenschaft der Unsterblichkeit resultiert von den permaneniZellB umorzellen.
Die Zellhybride (Hybridomzellen) weeth anschlieRendinsichtlich der Produktion des
gewunschten Antikorperz.B. per ELISA oder IIFT,uberpruft und selektieffi84]. Die

Hybridom-Technik erméglicht damit, aus dem Gemisch diverser antikdrperproduzierender

Zellen, deren Antikorper gegen unterschiedliche Epitope gleicher oder verschiedener

Antigene gerichtet sind (polyklolea Antikorper), einzelne antikdrperproduzierende
Hybridomzellen zu isolierenSomit kénnen monoklonale Antikdrper hergestellt werden,
die lediglich ein einziges Epitop erkennen.

Auf Basis der HybridorTechnik war es madglich, monoklonale Antikdrper gegen
Flaviviten i m al | ¢ab-Fewii88))e ns ¢ Wi e g e g-6fVeazd a@BVeGd V
[89]), DE NV -al-DJE NV ;DENY;, -DENV,, -DBNVs; -DENV, [88]), FSMEV

( BSMEV;s, -FOMEVizsz, -FOMEVisis -FOMEVises -FBMEVizgs [90]) sowie
gegen das MCV (VACVa: u n d-VAOV a3 [91]) zu gewinnen. Die Eignung der
Antikorper als Nachweismolekil fidas GFV, DENV, FSMEV und VACV wurde &.

mit Messsystemen wielem IIFT und ELISA gezeigt.Die im Rahmen dieser Arbeit
verwendetenAntikorper gehoren zur (SuiKlasse der IgGl bzw. IgGAntikorper
(Tab.9) und sindim Fall der Flaviviren fast ausschlief3lich gegen ddé&&ein[90,92 97]
und im Fall de&/ACV gegen das A2-Protein gerichtefo1].

1.5 Diagnostik von Virusinfektionen

Bessere und umfaend verfigbare Nachweismethondezur Diagnostik von
Virusinfektionen wirden die Kontrolle vieler Infektionskrankheiten erleichtern und zur
Verbesserung der Identifikation des Managements und deBurveillance von
Krankheitsfalle beitrageri4] sowie die Zahl schwerer Krankheitsverlauésluzierer54].

Hierbei ist insbesondere der schnelle Nachweis von Virusinfektisoem®ntscheidenst

Bedeutung um eine Diagnose und eine adaquate Behandlung der Patienten zu

gewabhrleisten.

Der Ai deal eTesfii asgounad sensitivs spéziéisch, schnell, robust, einfach in
der Probenhandhabung uddntechnischemAnforderungensowie kostengistig sein[4].
Abhangig von den Eigenschaften eines diagnostischen Tests, kann dieBeinats-
CareTest angewendet werden. Hierbei handelt es sich um diagnostischen Test, der

nicht in einem zentralen Diagnostiklabor, sonderB.zdirekt beim Arzto der Ai m
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durchgdéihrt werden kann undlessen Ergebnis innerhakitirzesterZeit vorliegt Somit
konnenunmittelbartherapeutischélalinahmerfir den Patientef4,98] sowie geeignete
Vorkehrungenzur Verhinderung einer Ausbreitung der Infektionskrankheit eingeleitet
werden Die Eignung eines diagnostisch€asts fir einé?oint-of-Care-Diagnostik hangt
davon ab, in welchem Umfang dieben genannten Eigensch t e n ei nes Al
di agnostischen Testsi erf¢gllt sind.
Konventionelle Methodeder Virusdiagnostik umfassetie Virusanzucht, den Antigen

den Nukleinsaureund den Antikdrpernachwe[82,99i 102], dartiber hinaustellen auch

die Elektronenmikroskopie und histologische Methoden weitere Diagnostikmdglichkeiten
dar.

Die Virusanzucht, als eine traditionelle Methode der Virusdiagnostiknidtergleich zu
modernen molekularbiologischen Nadhsverfahren zeit(1 - 2 Tage bis * 3 Wochen),
labor und lostenintensiv und bedaréing stringenten Probenhanidabung um die
Viabilitat des Virus zu erhaltei32,99 102]. Gleichwohl hatdie Virusanzucht auch
gegenwartig ihren spezifischen Stellenwert in der Virusdiagnostik, da sie als einzige
Methode die Mdoglichkeit eroffnet, infektibse Viruspartikel nachzuweisemu
quantifizieren und Viren fur die weitere Charakterisierung zu gewini3@m06,99]
Zusatzlich ermdglicht die Virusanzucht einfachisrdie anderergenannten Methoden (mit
Ausnahme der Elektronenmikroskopi®0]) auch andere, urspringlich nicht in der Probe
vermutete Viren zu identifizierd®9,102]

Der Antigennachweis, z.B. durchimmunofluorescence staining (z.B. IIFT),
Immunohistochemicadtaining oder Enzyme immunoassa{fSIA, ELISA) kann innerhalb

von 2-4 Stunden erfolgenist sensitiv, spezifischund im Multiplex-Ansatz méglich
[4,99100,102] Der Antigennachweis ist kostenginstiger als die Virusanzucht und
insbesondere auch fur die Diagnostik von Viren relevant, welche in der Zellkultur langsam
wachsen oder labil sin@,99]. Gleichwohl setzt der Antigennachisalie Markierung des
Antigens oder des Detektionsmolekils und eine entsprechende Laborausstattung voraus.
Die Nukleinsaurébasierte Virusdiagnostik ist hochsensitiv, hochspezifisuierhalb von

1-4 Stunden mdglich und multiplexfahig [4,96,99,100,103] Jedochsind die Test
kostenintensiwund setzen eine entsprechen@ehnische Ausstattupégrobenvorbreitung

und zur Verhinderung falsghositiver Resultate einen adaquaten Probenumgang voraus
[4,32,101,102] Die PCRbasierte Virusdiagnostikrlaubt jedochkeine Aussage Uber die

biologischen Eigenschaften des Virdanur dieNukleinsauren detektiert werdgdo].
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Der serologische Nachweis einer Virusinfektion anhand von Antikérpern, die infolge der
Immunantwort auf das Virus gebildet wurdeh4j, stellt eine klassische Methode der
Virusdiagnostik darEr ist innethalb von2 - 3 Stundemméglichund basiert va. auf dem
Nachweis vorspezifischerigM-, aber auch Ig&Antikorpern[32,99] (1.4). Hierbei finden

z.B. der IIFT, der ELISA undder SerumNeutralisationstest Anwendurid2,102] Einen
relevanten Storfaktor stelldfreuzreaktivitaten der Antikorper dft4,21,32] Da sich die
Bindung der spezifischen Antikéep im ELISA und IIFT nicht direkt nachweisen lasst,

sind zusétzliche Inkubationsschritte mit markierten Zweit t i k © r-lpgeM;lgG){ U
welche mit einem Fluorochrom oder Enzym gekoppelt sind, erforderlich.

Die Elektronenmikroskopie stellte ab den 1960&ahren bis zur Entwicklung
molekularbiologischer und genetischer Methoden ein Routineverfahren der
Virusdiagnostik daf100]. Sie zeichnet sich & . durch eine Aoffenen
aus [100,102] da keine vorherige Selektion (z.B. durdtultivierung, Primer oder
Antikorper) erfolgt. Dartiber hinausrmdglicht die Elektronenmikroskopie eine schnelle
Anal yse Aun [160]. DieserfiVoriiten diebem eine geringere Sensitivitét u
Spezifitat als die der oben genannten Verfahmathdie anspruchsvolle kostenintensiven
technischen Voraussetzunggegenibef100i 102].

Insgesamt sind die beschriebenen konventionellen diagnostischen Tests somit zum Teil
zeitaufwendig, kostenintensiv, erfordern mehrere Probarbeitungsschritte, eine
adaquate Laborausstattung oder geschultes Personal. Keine der beschriebenen
Diagnostikmethoden vereinigt allEigenschaften fir eimeoptimalenTest bzw Point-of-
CareTest. Eine vielversprechende Methode fur die Virusdiagnasttk den moglichen
Einsatz alfoint-of-Care Test stellen Biosensdrasierte Technologien dir01,104]
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1.6  BiosensorTechnologie

Biosensorerfinden u. a. im Bereich der Medizin, Wirkstoffentwicklung, @echnologie,
Lebensmittelindustrie und der Umweltiberwachusigvendung[104]. Sie bestehen aus
einer sensitiven, selektiven Schicht und eirBransducer{104,105] Bei der Interaktion
eines Analyten mit der sensitiven Schichterfolgt mit Hilfe des Transducersdie
Umwandlung der Anderung einer physikalischen GrofRe in ein messbares[Si§na06]
Bei den Biosensefechnologien kénen optische, elektrochemische, themetrische,
piezoelektrische undnagnetische Signaliibertragungspipnen unterschieden werden
[104].

1.6.1 Optische Biosensoren

Optische Biosensorezeichnen sich durch eerhohe Spezifitat und Sensitivitat, ein kleines
Format sowie Kosteneffektivitat aus undlkn diehdufigste Varianteler Biosensoredar
[104]. Abhangig von der Fragestellung kann die sensitive SchidBt ausAntikorpern
bestehen, wobei der Analyt das entsprechende Antigen darstellWiecsdrersa[104].
Alternativ kdbnnen zB. auch Enzyme, Rezeptoren und Nukleinsauren als sensitive Schicht
fungieren [104]. Optische Biosensoren lassen sich markiermngdasierte und
markierungfeie Verfahren untéeilen [104]. Der markierungsfreie, direkte Nachweis
biologischer Substanzen bietet hierbei Vorteile gegeniber den klassischen Endpunkt
Analysemethoden (B. IIFT, ELISA) und den mikierungdbasierten optischen Biosensor
Technologien, da auf didarkierung verzichtet und somfitrbeitsschritte Kosten und Zeit
gespart werden kénnen.

Als derzeit vorherrschend fir dieptische markierungfeie Interaktionsanalyse von
Biomolekilen ist die Oberflachenplasmonenresonanzspektroskepigage plasmon
resonance(SPR)) zu nennefil04]. In Bezwy auf die Virusdiagnostik konnte mittels SPR
u.a. gezeigt werden, dagwinzipiell die Detektion von einzelnen Viruspartikeln und
Antikorpern mdglich [1071 110] ist. Gleichwohl ist die SPR durch Eigenschaften
gekennzeichnet, die ihre Anwendbarkeit als diagnostische MethodePamitof-Care-
Test einschranken. So widle sensitive Schicht auf einekostenintensiversensorchip
(vergoldete Glastragey immobilisiert Dartiber hinaus istie sehr empfindlich gegeniber
Temperaturanderungen, was eine entsprechende technische Ausstattung sigsdstes
notwendig macht[111,112] Eine Aternative stellt die neueartigeSinde Colour
ReflectometrySCORB-Technologie dar.
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1.6.2 SCORE:-Technologie

Bei der vom Kooperationspartner Biametri@ebH entwickelten SCORH echnologie

auch als dambda Reflektometrie bezeichnétandelt es sich um eineewe optische
Messnethode zurmarkierumgsfreien Echtzeitanalysevon Wechselwirkungen zwischen
Biomolekulen [112]. Die SCORETechnologie basiert auf der reflektometrischen
Interferenzspektroskopi€RIfS) [112]. Sie macht sich die Interferenzon A q u-a s i
monochromatischeitLicht an den Sdkhtgrenzen des Biosensors zunutze datektiert

die Anderung deoptischerSchichtlicke infolge eines Bindungsereignis§é¢€5,106]

Die Grundlage bildet eirtransparenter Biosensrip, welcher auf deNorderseite mit

einer sensitiven Schicht versehen igt05,106] Diese Schicht kann zB. aus
immobilisiertenmonokonalen AntikorpernimAk) bestehen, welche alsgandendienen.

Die Riickseite des transparenten Biosensors witdA q u-mandchromatischefnLicht
bestrahlt (LED), wel ches an den beisdnsiive &hiealztsit h u o d
Asensitive Schictiuffefi zum Tei | r(Abb. bA¢ KL@5)1@6F Im Fal ider d
Bindung von Biomolekilen (B. Antigenen)an die sensitive Schicliz. B. Antikorper)

erhoht sichdort die optische Schichtdickfl05,106] Diese stdlt das Produkt aus der
physi kal i schen Schichtdicke Adif[l12u i dem
Schichtdickenerh6hungufgrund des Bindungsereignissesultiert ineiner verstarkten
Reflexion an der zweiten Grenzschi¢fé e nsi t i ve S Alb.i5R).MDie¢ fRhutf f er i)
zu einer veranderten Interferenz beider reflektierten Lichtstrahlen, was wiederum zu einer
Anderung der Intensitat des ires@mt reflektierten Lichtes fiihigb. 5C). Letztereswird

von einer Photodiode bzvCCD-Kameradetektier{105]. Die zeitaufgelost&rfassungler
Intensitatsanderung desflektiertenA q u-mandchromatischérLichteserméglichtsomit

die direkte Analyseron Interaktionen zugchen Biomolekulen in Echtzeifbb. 5D). Die
SCORETechnologie erlaubt es, verschiedene Liganden auf einem Biosensor zu
immobilisieren und somit parallel verschiedenAnalyt/Ligandinteraktionen zu
untersuchen.

Wie oben beschrieben, bedarf @€ ORETechnologie keiner Markierung des Analyten
oder Liganden. Somit konnen mdgliche Einflisse der Markierung auf das
Bindungsverhalten des Analyten oder Liganden ausgeschlosselen[111]. Gegenuber
konventionellen Methoden der Virusdiagnostik wieBz.ELISA entfallen folglich
aufwendige Arbeitsschritte und die Notwendigkeit weitévarkierungsreagenzien, was

zu einer Kosten und Zeitersparnis fuhrf106,111] Dariber hinauswerden die
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Interaktionen zwischemiomolekilen mit der SCORETechnologiein Echtzeit erfasst,
sodass Messergebnisse innerhalb von Minuten vorliegen.

Gegenuber der SPR ergeben sich in Hinblick auf die Temperaturempfindlichkeit und
Verbrauchsmaterialen wesentliche Unterschiede. So wirdediderSCORETechnologie
erfasste optische Schichtdicke Xrd) nahezu nicht durch die Temperatur beeinflusst, da
sich beide Grol3en (n, d) bei Temperaturanderungen gegenlaufig vefthi@behl1,112]
AulRerdem bestehen die Biosensorchips aus Glas oder Plastik, womit die
Verbrauchsmaterialien gunstiger als bei der SPR[4iD@I.

Insgesamt weist di8CORETechnologie damit gegentiber konventionellen Methoden der
Virusdiagnostik und alternativen optischen Biosensortechnolanéstheidend¥®orteile

auf, was sie zu einer vielversprechenden neuen Methode fiir die Virusstiagnacht.

Interferenz Interferenz

Bindungssignal

Intensitat

Optische Schichtdicke [nm]

400 600 800
Wellenlange A [nm]

Zeit [s]

Abb.5 Prinzip der SCORE-Technologie.[A]: Die Ruckseite des transparenten Biosensors wird mit

A g u-mandchromatischefn Licht bestrahl t . An den GrenzschiBcht en A
Antikérper) fviol¢tterP f e i | ) u nSdc hA scehnts/iPtuifvieer i (gr ¢ner Pfeil) wir
[B]: Infolge der Bindung des Analyten (B. Viren) an die sensitive Schicht erhdht sich die optische
Schichtdicke (Produkt aus physiekdluingsherdexSc MAindht
Schichtdickener h®hung f¢hrt zu einer verst2rkten Re
(roter Pfeil). Dies resultiert in einer veranderten Interferenz beider reflektierten Lichtstif@ileBadurch

kommt es zueiner Anderung der Intensitéat des insgesamt reflektierten Lichids.Die zeitaufgeltste

Erfassung der Intensitatsdnderung des reflektierten Lichtes ermdglicht die direkte Analyse von Interaktionen
zwischen Biomolekilen in Echtzefterstelltnach[106,112)
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1.7  Zielsetzung

Konventionelle Nachweismethadezur Diagnostik von Virusinfektionen sind a.
zeitaufwendig, kostenintensiv, erfordern mehreBehritte der Probenbeaiheng,
geschultes Personal sowie ead&iquate Laborausstattung, was deren AnwendbarkBit, z.
auch alsPoint-of-Care-Test, einschrankt. Eine vielversprechende neue Methode fiur die
Virusdiagnostik und den mdglichen Einsatz Blsint-of-Care-Test stellt d&¢ Biosensor
basierte SCORETechnologie dar. dese optische Methode die markierungsfreie
Echtzeitanalyse von Wechselwirkungen zwischen Biomolekétéaubt, wirdsie in der
vorliegenden Arbeit auf ihre Verwendbarkeit als aireis-Nachweismethode untersht.

Als Probenmaterial sollen hierflr zunéchst verschiedene relevami@npathogene Viren
sowie geeignete Antikorper fur den Virusnachweis bereitgestellt werden. Die
Antikorperauswahl soll sich hierbei an der mit anderen Methoden nachgewiesenen
Eignungfur den Virusnachweis orientieren.

Hierbei soll untersucht werden, inwieit die Bindung der Viren an die Antikorper mit
dem neuartigen Biosensor ddiekbar ist Auf BiosensorChips immobilisierte Antikdrper
sollen mit verschiedenen Viruspréparationer #ire Bindungseigenschaften bezuglich
Spezifitat und Sensitivitdt getestet werde&Sofern ein entsprechender Virusnachweis
madglich ist, sollen diMessbedingungen evaluiert und optimiert werdeartber hinaus
ware dann zu priufen, obdie Detektion der Men auch in komplexen Proben @&.
humanen Blutserum)maéglich ist

In Ergdnzung zu deAnalysenmit der SCOREMethodesind Untersuchungen mit eine
andererNachweisnethodevorzunehmenum die erzielten Ergebnisse in Hinblick auf die

Antikérperauswahl unden Virusnachweisergleichen und bewerteru kénnen

Ziel der Arbeit ist die Klarung der Frage, ob mittels der SCOREhnologie ein
markierungsfreier Nachweis von spezifischen \Atudikorperbindungen fir den Einsatz

in der Virusdiagnostik méglich ist
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Gerate, Verbrauchsmaterialiemnd Chemikalien des taglichen Laborbedarfs wurden nicht

gesondert aufgefihrt.

2.1.1 Gerate, Verbrauchsmaterialien und kommerzielle Reaktionsansatze

Tab.1 Gerate

Gerat Spezifkation Hersteller

Analysenwaage RC 210P Sartorius, Géttingen, DE

Bioreaktor Taumelrotationskammer Geske & Kretzschmar GbR, Berlin, DE
Prototyp SCOREPrototyp, inkl. leistungsstarkeRC  Biametrics, Tubingen, DE

Elektronenmikroskop
Fluoreszenzmikroskop
Fraktionssammler
Homogenisator

Konfokales Laser Scanning Mikrosk«

Laborofen

Lichtmikroskope

Pumpe (AntikdrpeAufreinigung)
Pumpe (Biosensefechnologie)
RealTimePCR System

Spektralphotometer
Titerplane
Ultraschallgerat
UV-Crosslinker
Vakuumexsikkator
Vakuumpumpe

Tab. 2

Verbrauchsmaterialien

Tecnai 12Biotwin

EUROStar Il

Pharmacia FRA€100

SpeedMill PLUS

LSM 780confocal micoscope
MINO/30

Primovert; Axiovert 40 C

Gilson minipuls 2
REGLODigital 2-Ch 8R Var-Speed
ABI 7500

CFX 96

NanoDrop 1000

Ultrasonic CleanerModell 1510
StratalinkeP, Modell 2400
DURAN®, @ 300 mm
Membranpumpe, Typ MP 201 E

FEI, Hilsboro, US

EUROIMMUN, Libeck, DE

Amersham Biosciences AB, Uppsala, S
Analytik Jena, Jena, DE

Carl Zeiss, Oberkochen, DE

Genlab LTD, Widnes, GB

Carl Zeiss, Oberkochen, DE

Abimed, Langenfeld, DE

Ismatec, Wertheim, DE

Applied Biosystems, Foster City, US
Bio-Rad, Miinchen, DE

PEQULAB Biotechnologie, Erlangen, D
EUROIMMUN, Libeck, DE

Branson, Danbury, US

Stratagene, La Jolla, US

DWK Life Sciences, Wertheim, DE
lImvac, lImenau, DE

Produkt

Spezifikation

Bezugsquelle

Affinitatschromatographi&aule HiTrap Protein G HP, 5 ml

BiosensorChip
Dialyseschlauch
FlaschenaufsatZzfilter
Mikrotiterplatte
quadriPERM-Platten
Stickstoff
Zellkulturflaschen
ZentrifugenFiltereinheiten

Tab. 3

75%x 25x 1,1 mm, Glas, einseitig beschichtet
VISKING, MWCO 1214K, Porengrof3e: 25 A, @21 m Serva, Heidelberg, DE
RapidFlow™, SFCAMembran, 0,2 um bzw. 0,45 um Nalgene, Rochester, US
24- und 96Kavitaten MaxiSorp"-Mikrotiterplatte
4x12

Gas, Stickstoff 5.0

Nunclon™ Surface 25 cnf, 75 cni,175 cni
Amicon® Ultra 15 ml, 100 kDa

Kommerzielle Reaktionsansatze

GE Healthcare, Little Chalfont, &5
Biametrics, TUbingen, DE

Nunc, Roskilde, DK

Sarstedt, Nimbrecht, DE
Linde, Pullach, DE

Nunc, Roskilde, DK

Merck Millipore, Burlington, US

Produkt

Bezugsquelle

AgPathl D BDneStepRT-PCR Kit
Anti-FSME-Viren-lIIFT
Anti-GelbfieberViren-IIFT

IIFT: FlavivirenrMosaik 1 (IgG)
PureLink Viral RNA/DNA Mini Kit
QIlAamp DNABIood Mini Kit
QlAamp Viral RNA Mini Kit

Applied Biosystems, Foster City, US
EUROIMMUN, Libeck, DE
EUROIMMUN, Libeck, DE
EUROIMMUN, Libeck, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, L
QIAGEN, Hilden, DE

QIAGEN, Hilden, DE
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2.1.2 Chemikalien, Puffer und Gebrauchslésungen

Tab.4  Chemikalien und biologische Agenzien

Substanz

Bezugsquelle

10 x Puffer
Aceton %O 99,5

Aceton (was%er frei
BSA (Bovines Serum Albumin, Fraktion V)

CalciumchloridDihydrat

CHAPS (3[(3-Cholamidopropyhdimethylanmonio}l1-p r opansul f o n%)t

CMC (Carboxymethylzellulose)

DCPEG (DicarboxyPolyethylenglykol, 2000 Da)
DIC (N,N’-Diisopropylcarbodiimid)

Dichlormethan
Dinatriumhydrogenphosphat

Dinatriumhydrogenphosphdihydrat

DMEM-Pulver (high glucose)
DMF (N,N-Dimethylformamid)

DMF (N,N-Dimethylformamid, HO < 0,01%)

DMSO (Dimethylsulfoxid)
dNTPs

EDTA (Ethylendiamintetraessigséaure)

Eisessig (Essigsaure, 106)
Ethanol
FKS (Fotales Kélberserum)

Fluoroshield" Mounting Medium(mit DAPI)

Formaldehyd (3%6)
Glutaraldehyd (fUTEM)
Glycin

GOPTS (3Glycidyloxypropyltrimethoxysilan)
HEPES (N2-HydroxyethylpiperazirN’-2-ethansifonséaure)
Humanes Blutserum (ohréaviviren oderAntikdrper gegen Flaviviren)

Kaliumdihydrogenphosphat
Leibovitz-15-Pulver
L-Glutamin
Magnesiumchlorid
MagnesiumchlorieHexahydrat
Milchpulver

MOPS (3(N-Morpholino)}Propansulfonsaure)

NaphthotBlauschwarz
Natriumacetat (wasserfrei)

Natriumdihydrogenphosph&onohydrat

Natriumhydrogencarbonat
NHS (N-Hydroxysuccinimid)
Paraformaldehyd
PCRWasser
Penicillin/Streptomycin
RPMI 1640Pulver

SDS (Natriumlaurylsulfat)
b-Propiolacton

Triton X-100

Trizma® base

Tweerf 20

Urea

Invitrogen, Karlsruhe, DE
SigmaAldrich, Minchen, DE
SigmaAldrich, Minchen, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Merck, Darmstadt, DE
SigmaAldrich, Minchen, DE
Fluka, Buchs, CH

Rapp Polymere, Tlbingen, DE
SigmaAldrich, Minchen, DE
SigmaAldrich, Minchen, DE
Merck, Darmstadt, DE

Merck, Darmstadt, DE

Life Technologies, Darmstadt, D
SigmaAldrich, Miinchen, [E
SigmaAldrich, Miinchen, DE
Merck, Darmstadt, DE
Invitrogen, Karlsruhe, DE
SigmaAldrich, Minchen, DE
Merck, Darmsadt, DE

Merck, Darmstadt, DE

PAA, Cdlbe, DE
SigmaAldrich, Minchen, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
SigmaAldrich, Miinchen, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
SigmaAldrich, Minchen, DE
Merck, Darmstadt, DE

RKI, Berlin, DE

Merck, Darmstadt, DE

Life Technologies, Darmstadt, D
Life Technologies, Darmstadt, D
Invitrogen, Karlsruhe, DE
Merck, Darmstadt, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE
SigmaAldrich, Minchen, DE
SigmaAldrich, Minchen, DE
Merck, Darmstadt, DE

Merck, Darmstadt, DE

Merck, Darmstadt, DE
SigmaAldrich, Minchen, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Fluka, Buchs, CH

PAA, Célbe, DE

Life Technologies, DarmstadbE
SigmaAldrich, Minchen, DE
Ferak, Berlin, DE
SigmaAldrich, Minchen, DE
SigmaAldrich, Minchen, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
SigmaAldrich, Minchen, DE
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Tab.5 Puffer und Gebrauchslésungen

Name Zusanmensetzung

Bindungspuffer 20 mMPhosphatpufferppH-Wert 7,0

CMC-Medium 1,6 g CMC auf 100 ml Zellkulturmedium (ohne Zustze
DCPEGLO6sung 4 mg/ml DCPEG in Dichlormethan

Einfriermedium
Elutionspuffer
Formalin
Glutaraldehyel.6sung
HEPES

MOPS

MOPSNaCI
MOPSTween
MOPSUrea

90 % FKS, 10 % DMSO

0,1 M GlycinPuffer, pHWert2,7

3,7% Formaldehyd in PBS

2,5% Glutaraldehyd, 0,05 M HEPES, pNert7,2
10 mM HEPES, pHWert7,4

25 mM MOPS, pHWert6,0, 7,2,7,4, 7,6

25 mM MOPS, 150 mM NacCl, phvert7,4

25 mM MOPS, (05% Tweeff 20, pHWert6,0
25 mM MOPS, pHWert 6,0, 3 M oder 6 M Urea

NaphthotBlauschwarZ_6sung 1 g NaphtholBlauschwarz, 13,§ NatriumacetatH,O-frei), 60 ml Eisessig, ad LddH,O
Paraformaldehyd (PFA)6sung20% PFA, 0,5 M HEPES, i-Wert 7,2

PBS

PBS-/-
PBSTween
Phosphatpuffer
Tris-Puffer

8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g NEPO,RH,0, 0,24 g KHPQ,, 0,1 g CaCl&H,0, 0,1 g
MgCl,AH,0, ad 1 | ddHO, pHWert7,2

8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g NHPO,RH,0, 0,24 g KHPQ,, ad 1 | ddHO, pHWert 7,2
0,2% Tweer? 20 in PBS, pHWert7,2

10 mM Phosphatgter, pH-Wert 7,4

1 M Trizmd® base, pHWert9,0

Alle Puffer wurden vor Verwendung durch Filtration (0,2 um) oder Autoklavieren sterilisiert.

2.1.3 Zellen, Viren und Antikorper

Tab.6 Zélllinien

Zelllinien Ursprung ZellkulturmediunV Zuséatze Quelle

PS Schwein Gus scrofg L-15/ 5% FKS, 2mM L-Glutamin RKI, Berlin, DE
Nierenzellen

Vero E6 Athiopische Griinmeerkatz DMEM / 10% FKS (fUurTEM: 1 %), ATCC, CRL-1586

(Cercopithecus aethiops

2 mM L-Glutamin

Nierenepithetellen

HybridomD1-4G2-4-15 Maus (Mus musculus RPMI 1640/ 10% FKS,1 % Penicillin- RKI, Berlin, DE
Streptomycin2 mM L-Glutamin
HybridomD3-2H2-9-21  s.o. s.0. RKI, Berlin, DE
HybridomHB47 s.o. s.o. RKI, Berlin, DE
Hybridom3H5-1-21 s.o. s.o. RKI, Berlin, DE
HybridomHB49 s.o. s.0. RKI, Berlin, DE
Hybridom1H10-6-7 S.0. S.0. RKI, Berlin, DE
Hybridom75-2 S.0. S.0. RKI, Berlin, DE
Hybridom13674 S.0. S.0. RKI, Berlin, DE
Hybridom14182 s.o. s.o. RKI, Berlin, DE
Hybridom14931 s.o. s.0. RKI, Berlin, DE
Hybridom17863 s.o. s.0. RKI, Berlin, DE
Hybridom6330 S.0. S.0. RKI, Berlin, DE
Hybridom6538 S.0. S.0. RKI, Berlin, DE
Tab.7  Zellkulturmedien
Zellkulturmedien Zusammensetzung pH-Wert Bezugsquéé
DMEM 13,3 g DMEMPulver, 3,7 g NaHC@Q ad 1 | ddHO 7,2 RKI, hauseigene Herstellung
L-15 13,86 g L15-Pulver, ad 1 | ddkO 7,2 RKI, hauseigene Herstellung
RPMI 1640 10,43 g RPMI 164@ulver, 2,0g NaHCQ ad 1 1ddHO 7,2 RKI, hauseigene Herstalhg
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Tab.8 Viren
Familie Gattung Spezies Serotyp/ Stamm Abkiirzung Sicherheitsstufe Quelle
Flaviviridae Flavivirus Dengueirus Serotypl/ VR344 DENV;, 3 RKI, Berlin, DE
Serotyp2 / VR345 DENV, 3 RKI, Berlin, DE
Serotyp3/VR1256 DENV; 3 RKI, Berlin, DE
Serotypd / VR1257 DENV,4 3 RKI, Berlin, DE
FSMEVirus StammK23 FSMEV 3 RKI, Berlin, DE
Gelbfiebervirus ~ StammAsibi GFVasibi 3 RKI, Berlin, DE
Stamml17D GFVi7p 2 RKI, Berlin, DE
Poxviridae Ortho Vacciniavirus StammNYCBH VACV 2 RKI, Berlin, DE
pockenvirs
Tab.9 Antikérper
Bezeichnung Spezifikation Spezies Isotyp Zielstruktur Bezugsquelle
U-all-Flavi mAk Anti-Flavivirus mAk D:4G24-15 Maus IgG2a E-Protein  eigene Hrstellung
U-all-DENV mAK Anti-DENV mAk D3-2H2-9-21 Maus 1gG2a - eigene Herstellung
UDENV; mAk Anti-DENV 1 mAk HB-47 Maus 1gG1 E-Protein  eigene Herstellung
UDENV, mAK Anti-DENV 2 mAKk 3H51-21 Maus 1gG1 E-Protein  eigene Herstellung
UDENV; mAK Anti-DENV 3 mAk HB-49 Maus 1gG1 NS1-Protein eigene Herstellung
UDENV, mAk Anti-DENV 4 mAk 1H1066-7 Maus 1gG1 E-Protein  eigene Herstellung
U-FSMEV;5 mAk Anti-FSMEV mAK 752 Maus 1gG1 E-Protein  eigene Herstellung
UFSMEV;367mAk  Anti-FSMEV mAk 13674 Maus 1gG2b - eigene Herstellung
UFSMEVi43mAk  Anti-FSMEV mAk 14182 Maus 1gG1 E-Protein  eigene Herstellung
UFSMEVi493mAk  Anti-FSMEV mAk 14931 Maus 1gG1 E-Protein  eigene Herstellung
UFSMEV;7gsmAk  Anti-FSMEV mAk 17863 Maus 1gG1 E-Protein  eigene Herstellg
U-GFVg330mAK Anti-GFV mAk 6330 Maus 1gG2a E-Protein  eigene Herstellung
U-GFVgs3sMAK Anti-GFV mAk 6538 Maus 1gG2a E-Protein  eigene Herstellung
UVACV p; mAK Anti-VACV mAk A1/40-1 Maus 1gG1 A27-Protein RKI (Dr. Stern), Berlin, DE
UVACV a3 mAk Anti-VACV mAk A3/710-20 Maus 1gG2b A27-Protein RKI (Dr. Stern), Berlin, DE
Bezeichnung Spezifikation/ Markierung Spezies Isotyp Markierung Bezugsquelle
UMausFITC Ak SekundérantikorpdrFITC Ziege lgG-gesamt FITC Dianova, Hamburg, DE
2.1.4 Enzyme, Primer und Sonden
Tab.10 Enzyme, Primer und Sonden
Enzyme Bezugsquelle
Trypsin/EDTA PAA, Colbe, DE
Platinum Mix Invitrogen, Karlsruhe, DE
Platinun Tag DNA-Polymerase Invitrogen, Karlsruhe, DE
Primer und Sonden Sequenz Bezugsquelle
Mollicutes Sonde FAM-CCATCCATTTgTgCAgCACGBBQ TIB Molbiol, Berlin, DE
Mollicutes F gTCACTAYgQCHCAYQgTWQAYTg TIB Molbiol, Berlin, DE
Mollicutes R ATNTTWggMACHCCHACTTg TIB Molbiol, Berlin, DE
MycoplasmaPneumoniaR TCACACTTQTTTAGRAAMACTAC TIB Molbiol, Berlin, DE
SV5 Snde FAM-CTTgATTATCTCCCTgCACCAMGB TIB Molbiol, Berlin, DE
SV5 F gCAggCTCCTTggTACTCg TIB Molbiol, Berlin, DE
SV5 R AATTCTATCTgCCACAQAgTCTgg TIB Molbiol, Berlin, DE
All Flavi Mix: Flavi all F TACAACATQATggggAARAGAgGARAA TIB Molbiol, Berlin, DE
Flavi all F2 TACAACATQATgggMAAACgYgARAA TIB Molbiol, Berlin, DE
Flavi all R4 gTgTCCCACCNgCKgTRTCRTC TIB Molbiol, Berlin, DE
Sonden Mix HEX-Tg+gTWYATgT+ggYTNg+gRgCBBQ TIB Molbiol, Berlin, DE
HEX-CCgTgCCATATggTATATgTggCTgggAgeBBQ TIB Molbiol, Berlin, DE
HEX-TTTCTggAATTTgAAgCCCTgggTTTBBQ TIB Molbiol, Berlin, DE
OPV F1 CTgTAgTTATAAACQTTCCgTgTg TIB Molbiol, Berlin, DE
OPV R1 TTATCATACQCATTACCATTTCgA TIB Molbiol, Berlin, DE
OPV Sonde FAM-CTg TAA ACT AAgTAgAgA TTC-MGB TIB Molbiol, Berlin, DE

F: Forwad-Primer, R: Reversd’rimer, SV5: Simian Virus 5, Flavi: Flaviviren, OPV: Orthopockenvjrategenerierte
BasenK = (T/g), N = (A/g/T/C), R= (A/g), W = (A/T), Y = (CIT).
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2.1.5 Sdtware

Tab. 11 Software

Programm Verwendung Hersteller

EndNote X7 Literaturverwaltung Thomson Reuters, Philadelphia, US
ImageJ 1.49 Bildverarbeitung National Institutes of Health, Bethesda, |
MS Office 2010 Tabellenkalkulatiort Textbearbeitung Bilderstellung Microsoft, Redmond, US

NanoDrop 1000 3.8.1 Proteinquantifizierung Thermo Fisher Scientific, Dreieich, DE
Prism 5.04 DatenauswertunfStatistik GraphPad Software, San Diego, US
ZEN lite 2012 (blue edition’ Mikroskopie cLSM Carl ZeissOberkochen, DE
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2.2 Methoden

Samtliche Tatigkeiten erfolgten in den Laboren der Sicherheitsstufe 2 und 3.
2.2.1 Zytologische Methoden

2.2.1.1 Zellkultivierung

Die Kultivierung der Verd&6, PS und Hybridomzellen(Tab.6) erfolgte je nach
FlaschengrofRe (287, 75cn?, 175cnr) in 8 ml, 20ml oder 40ml zellspezifischem Medium
(Tab.7) im Brutschrank bei 37C, 5%CO, und 90% Luftfeuchtigkeit
(Standardbedingungen). Die adéit wachsenden Vel und PSZellen wurden bei einer
Zellkonfluenz von 806 90% passagiert. Hierfir wurdenied Zellen mit PBS/- (Tab.5)
gewaschen, durch-findtige Inkubation mit Trypsin/EDTATab.10) bei 37°C abgel6st, in
frischem Medium resuspendiert und in geeigneter Verdinnung auf neue Zellkulturflaschen
verteilt. Im Fallder Suspensionszellen (Hybrida®llen) wurden die Zellkulturflaschen zum
Passagieren fir 2@in im Inkubator aufrecht stehen lgesen und der Uberstand durch
frisches Medium ersetzt. Die resuspendierten Zellen sind im entsprechenden
Teilungsverhaltnis auf neue Zellkulturflaschen verteilt worden.

Eine PCRbasierte Kontrolle der Zellkulturen hinsichtlich einer Kontamination mit
Mykoplasmen sowie dem Simian VirGs(SV5) @.2.7.) fand wahrend der Kultivierung

sowie vor dem Einfrieren der Zellen statt.

2.2.1.2 Kryokonservierung

Zur langfristigenLagerungder Zellen wurden diese bei einer Konfluennvaa. 75- 90 %
gewaschen, geldst, pelletiert (38@, 3min), in Einfriermedium (906 FKS, 10% DMSO)
resuspendiert und in Kryogefaf3en aliquotiert. Es folgteermiiglich die AbkUhlung auf
-80°C mit einer Kihlrate von i1C/min und die anschlieRende Lageg in flissigem
Stickstoff.

Zur Reaktivieung wurde die Kryokultur im 37C-Wasserbad aufgetaut und unverziglich in
zellspezifischem Medium verdinnt. Nach Zentrifugation (8@) 3min) wurde das

Zellpellet in frischem Medium resuspendiert und entsgredB.2.1.1kultiviert.
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2.2.1.3 Zellzahlbestimmung

Ein Aliquot der Zellsuspension wurdel0 in zellspezifischem Mediumwerdinnt und 1@l
davon auf eine Neubau&éhlkammer aufgetragen. Nach Auszahlung der vier Zahlgitter
wurde die duchschnittliche Zellzahl pro Zahlgitter mit 168owie dem Verdiinnungsfaktb®
multipliziert und somit die Zellzahl pro Milliliter berechnet.

2.2.2 Virologische Methoden

2.2.2.1 Virusanzucht und Inaktivierung

Von jedem verwendeten Virusiurde eire Virus-Stammldsungangdegt (Tab.8). Dazu
wurden trypsinierte Ver&6-Zellen, sofern der Virustiter des Inokulats bekannt wat einer
Infektionsdosis (MOI multiplicity of infection von 0,01 bis 0,1 infiziert und unter
Standardbedingungen kultivie(R.2.1.). Parallel zur Virusanzucht in Zellkulturflaschen
wurde dieselbe ViruZell-Suspension auch auf Objekttragern in quadriPEmNatten
(Tab.2) kultiviert. Die Objekttrager sind retyealdig lichtmikroskpisch sowie mittels
indirektem Immunfluoreszenztest 2(2.5 hinsichtlich des optimalen Zeitpunktes der
Virusernte (ca. 80 infizierte Zellen) beurteilt worden. Zur Virusernte wurden die noch
adharenten Zelleabgeschabt und die gesamte Zellsuspension zentrifugiert ¥K1§0®min).

Der Uberstand mit den darin enthaltenen infektiosen Viruspartikeln wurde, bis auf wenige
Aliquots, inaktiviert. Dies geschah durch zlg vorb-Propiolacton (1:1000/v, Tab.4) und
einer Inkubation tber Nacht bei’@ sowieanschlieend bei 3T fur 1h. Bis zur weiteren
Verwendung erfolgt die Lagerung in Aliquots bei80°C. Die Aliquots mit aktiven
Viruspartikeln diaten fir erneute Anzuchten, Plagliérationstests, die Uberprifung der
Abwesenheit von Mykoplasmen und SV5, Transmissionselektronenmikroskofriahmen

bzw. derQuantifizierung der Genomaquivalente.

2.2.2.2 Plaque Titrationstest

Zur Quantifizierung  zytopathische Viruspartikel sowie zur Bestatigung der
Virusinaktivierung diente der Plagetrationstes Hiefir wurde eine modifizierte Variante
des Protokolls von Dkladrid und Porterfield’erwendef113]. In einer 24KavitatenPlate
wurden dafir je Kavitat 200l Zellsuspension Rlaviviren 6,040° PSZellen/ml; VACV:
1,28 Vero E6-Zellen/m) ausgesat. DimfektidseVirus-Stammldésungvurde dekadisch mit

Medium verdinnt und jeweils 2Q0 zu den Zellen gegeberDie inaktivierte Virus
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Stammldsungist in einer 1:10 und 1:10Uerdinnung eingesetzt worden. Nach einer
4 h-Inkubation im Brutschrankinter Standardbedingungéh2.1.]) erfolgte eine vorsichtige
Uberschichtung mit je 4001 CMC-Medium je Kavitd Nach einer 96 h-Inkubation im
Brutschrank FSMEV 72h) wurde der Uberstand vorsichtig, ohne den Zellrasen zu
bescladigen, abpipettiert. Die Zellen wurden fir h mit mindestens il 3,7%igem
Formalin je Kavitat bei Raumtempera(iRT) fixiert und inaktiviert. Anschlie3end wurde die
FormalinLosung abpipettiert, die Zellen mit 2Q0 NaphthotBlauschwarzZ.6sung pro
Kavitat fir mindestens 2@in gefarbt und mit Leitungswasser gewaschen. Aufgrund des
zytopathischen Effekts entstanden LdchmarZellrasen sognanntePlagus. Diese wurden
quantifiziert und der VirustitefPlaque Forming Units (PFUYmI] entsprechendolgender
Formelberechnef113]:

60l 01 DREAL o 8 !
6 AOAT 12BOT C

2.2.2.3 Herstellung von Antigenen aus Zelllysat

EntsprechendAnsari et al.[114] sind im Zuge der Virusernt€.2.2.) GFV;pinfizierte
Zellen vom Zellkulturflaschenboden gelost,Medium aufgenommen und pelletiert worden
(3000x g, 10min, 4°C). Nach Verwurf des Uberstandes wurden die Zellerg8waschen
(Resuspension in &l PBS Zentrifugation s.0.). Beim 4AVaschschritt erfolgte die
Zentrifugation bei3500x g. DasPellet wure erst in 90Qul PBS mit0,1% SDS geldst und
dann mit 10Qul PBS mit10% Triton X-100 versetzt. Nach gabe von 5nl PBS folgte eine
1-mindtige Homogenisierungn der SpeedMilPlus samt anschlieRender Zentrifugation
(12000% g, 3min). Der Uberstand mitlen ZelllysatAntigenen wurde mi-Propiolacton
(1:1000v/v) inaktiviert, aliquotiert und bis zwerwendung bet80 °C gelagertSelbiges ist

analog auch mit nichnfizierten Zellen durchgefiihrt worden.

2.2.3 Herstellung von monoklonalen Antikdrpern

Die Ausvahl der mAKk basierte auf inrer mit anderen Methoden nachgewiesenen Eignung flr

di e Detektion des GFYV, DE NV, -allFlaw 8y GRvdige r VAC
und GFVi7p: -GBVeaso -GBVesas [89]; DENVy, DENV,, DENV; und DENV;:  -DENV4,

UDENV,, -DENVs;, -DENV, -alUDENV [88]; F S MEFSMEV/) -FOMEVissr,
UFSMEVi1s -FOMEViaes -FEMEVi786[90]; V A GWACV AU -VBCV a3 [91]).
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2.2.3.1 In vitro-Produktion

Fiar die vorliegende Arbeit war di€rodiktion von hochkonzentriertermAk-LOsungen
(Tab.9) im Labormal3stab notwendig. Dies erfolgtevitro mittels Hybridonzellen(Tab.6)

in einem Bioreaktor, der segannterTaumelrotationskamméAbb. 6) [115].

Asymmetrische Rotationsscheiben

Beliftungs- i "
ventil _ Dialyseschlauche
Schutzkappe
B Lo L‘_:
Mediumkammer @ A
) R
il o Rotator - Zellkultur-
9 i Ein-/
L ety ded ¥ Auslass-
|

ventil

Abb. 6 Taumelrotationskammer (Bioreaktor) fir die in vitro-Produktion von monoklonalen
Antikorpern  mittels  Hybridomzellen. Uber Einlasventile wurde die antikérpgsroduzierenden
Hybridomzellen in Dialyseschlauche geflllt. Die Zellen sind durch die Dialysemembran mit Nahrstoffen aus der
Mediumkammer versorgt worden. Das Medium wurde regelméaRig ernendrtaufgrund der rotierenden
Bewegung des Bioreators befliiftet sowie durchmischt. Eine Schutzkape verhinderte Kontaminationen;
Abbildung modifiziert nacti116].

Vorbereitung der Dialyseschlduche

Vor ihrer Verwendung im Bioreaktor wurden die Dialyseschlauche agfm@ugeschnitten
und gereinigt. Dazu wurden deefir jeweils 2x 1 h in 50% Ethanol, anschlie3end 0 mM
NaHCG;, dann inl mM EDTA und letztlich in Aqua dest. gelegt. Die Lagerung erfolgte bis
zur Verwendung in 20%igem Ethanol bei 4C.

Vorbereitung des Bioreaktors

Der Zusammenbau der Taumelrotaskammer erfolgte entsprechenddi¢erstellerangaben
[116]. Beim anschlielRenden Autoklavieren (T 3h) wurden die Dialyseschlauche gegen
Austrocknung mit Aqua dest. befillt. Als Dekontaminationskontrolle diente ein dreitagiger
Testlauf des Bioreaktors mit Medaiiu

Antikdrperproduktion

Zur Antikorperherstellung wurden in jeden DialyseschlauchmBOHybridoneellen
(1A0° Zellen/ml) tiber Einlassventile gepumpt und die Mediumkammer tiber die Offnung des

BelUftungsventils mit 1,5 RPMI-Medium (1% Glutamin, 1% Penigllin/Streptomycin)
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beflllt. Alle zwei bis drei Tage wurde das Zellkulturmedium in der Mediumkammer
gewechself116]. Die Zellen sind 18 bis 2Iage in dem Bioreaktoim Brutschrankbei

37°C, 5% CO, und stetiger, langsamer Rotation kultiviert worden. Die rotiesdBewegung

des Bioreaktors gewahrleistete eine kontinuierliche Medhurchmischung und somit
optimale Kultivierungsverhaltnisse. Im Anschluss an die Kultivierungsphase wurde der Inhalt
der Dialyseschlauche zentrifugieB000x g, 20 min) und der antikorgrhaltige Uberstand 2

filtriert (1. 0,45um, 2.0,2um).

2.2.3.2 Aufreinigung

Die Aufreinigung des AntikorpefFiltrats erfolgte mittels AffinitdtshromatographiSaule
(HiTrapTM ProteinG Saule) bei einer Flussrate vorm¥min. Zu Beginn wurde die Saule
gespult(20 ml Ethanol (20%), dann 15nl Aqua bidest.), aquilibriert (38l Bindungspuffer
Tab.5) und mit dem AntikérpeFiltrat beschickt. Es folgte das Waschen der Saule mitl30
Bindungspuffer und @i Elution der Antikdrper mit 16 Elutionspuffer Tab.5). Das Eluat
wurde in Reagenzglasern (mit vorgelegtem -Pudfer) mittels FraktionssammleAlfb. 7)
aufgefangen. Die Antikdrperkonzentrationen der Eluatfraktionen wurden photomédteisch
280nm ermittelt (NanoDrod000). Die hochkonzentrierten Fraktionen wurdeareinigt,
sterilfiltriert (0,2um), erneut quantiert, aliquotiert und bei20°C gelagert. Die Reinigung
der Saule fand mit 1&ml 1 M Essigsaure satt. Anschliel3end wurde zuvor beschriebene
Prozedur in umgekehrter Reihenfolge durchgefuhrt (Bindungspuffer, Aqua bidest., Ethanol)

und die Saule bis zu ihrer erneuten Verwendung bei 2 fiisgelagert.

Abb. 7 Apparatur zur Aufreinigung der produziert en Antikbrper. Der antikdrperhaltige
Zellkulturuberstand (1) wurde mittels Pumpensystem (2) Uber eine AffinitAtschromatogSspifge (3)
aufgereinigt Die verschiedenen Fraktionen sind im Fraktionssamf)eaufgefangemvorden.
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2.2.3.3 Umpufferung und Quantifizierung

Fur die Kopplung der Antikérper an die Biosensoroberflache war es noétig, die Antikdrper
MOPSPuffer aufzunehmenDazu wurdenZentrifugenFiltereinheiten Tab.2) verwendet.
Die Antikérper wurdendabei zum Teil aufkonzetriert und anschlieRendsterilfiltriert
(0,2pum), bei 280nm quantifizierfNanoDrop1000) und in Aliquots b&20 °C gelagert.

2.2.4 Markierungsfreie BiosensorTechnologie SCORE)

Erlauterungen zugrundlegenderrunktionsweise der SCOREechnologiesind demKapitel
1.6.2 zu entnehmen Als Tragermaterial (Transducey fur den Biosensor wurden
Glasobjekttrager BRiosensoiChips, 75x25x 1,1mm; Tab.2) verwendet, & eine
spezifische,einseitige, optische Beschichtung (Seit¢ aufwiegn wodurch eine optimale

Reflektion des Lichtes wahrend der Messung gewabhrleistet werden konnte.

2.2.4.1 Funktionalisierung der Biosensoroberflache

Bevor die Fangepartikel (z. B. Antikorper, Antigene,Virionen) auf dem BiosensoiChip
immobilisiert werden konntenmusstedieser in einem zweitdgigen Prozess Anlehnung an

Proll et al.[112] prapariertwerden.

Reinigung und Aktivierung

Die BiosensorChips wurden fir 2x 10min in Aceton im Ultraschallbad gereinigt, mit
Aceton gespult und mit Stickstoff 5ggtrocknet. Mit der Seité nach oben kubierten dise
fir 1h im UV-Crosslinker (120J/cnf, 254nm). Unmittelbar m Anschlusserfolgte die

Silanisierung

Silanisierung
Direkt nach Entnahme aus dem @rosslinker wurden die aktivierterOberflachenmit

150l GOPTS im Sandwiclrormat (zwei BiosenseChipsmit Seitel aufeinander, GOPTS
dazwischen) fir h bei RT in einer Trockenkammermit Zellstofftuch ausgelegte
Petrischalg inkubiert. Die Biosense€hips wurden anschlielRend in wasserfreiem Aceton
geschwenkt, abgespuilt, mit Stickstbfd getrocknetUnmittelbar m Anschluss erfolgtelie
Fixierung von DCPEG.
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Fixierung von DCPEG
Die Chips wurdenin eine Trockenkammegelegt.Auf Seitel jedesBiosensoiChipswurden

300ul frisch hergestellte DCPEGOsung appliziert und nacdem Antrocknerbei RT Uber
24 h bei 70 °C im Laborofen inkubiert. AnschlieBend wurden diese mit lauwarmgoma
bidest. gewaschen undnit Stickstoff5.0 getrocknet. Die mit der Oberflachenchemie

beschichteenBiosensorenvaren nun bei 4C in einer trockenen Box lagerfahig.

Aktivierung der Oberflachenchemie
Je BiosenseSandwich wurden 10Qul Aktivierungslosung (11,58nhg NHS, 76,77l
wasserfreies DMF, 23,28 DIC) appliziert (zwei Biosensoren mit Selteaufeinander,

Aktivierungslosung dazwischen) und in einer mit DIdBmpf gesattigten Kammer furhd
bei RT inkubiert. Nachfolgend sind die Biosensoren einzeln in wdssem Aceton
gewaschen, gespult und mittels Sticksto@ getrocknet worden. Sofort im Anschlusolgte
die Immobilisierung der Fangaartikel Erst danach wurde der nachste Biosensor bearbeitet.

Immobilisierung von Fangpartikeh auf demBiosensoChip (Spotting

Als FangerpartikedientenmAk (Tab.9), Zelllysat (2.2.2.3 oder Virionen (Tab.8). Diese
wurdenim Spottinguffer (MOPS pHWert 6,0,0,005% CHAPS auf die entsprechende
Konzentration §ofernnicht andersaingegebenAntikdrper. 1 mg/ml; Viren: 1 , 6° REWmMI
oder °PFUN Zellysat 1:5 verdinnt Innerhalb deBiosensoiMessfeldes Abb. 8)

wurden manuell 0,5l der jeweiligen Fangerpartikébsung auf die aktivierte Seitd

appliziert (sofern nicht anders angegeben: Antikérp@&bug/Spot; Viren:800 PFU/Spo}.
Als ReferenzSpot dienten Biosensorareale, auf denen keine dfgagikel immobilisiert
wurden (nurSpottinguffer). Die Biosensoren inkubierten in einer waistampfgesattigten

Kammer fir 1h bei RT und anschlieRend fiir weiterel2dei 4°C.

- @ *—=—— Spot

Messfeld / = ~

_—
Abb. 8 Schematische Darstellung einesBiosensos fiur die SCORE-Technologie Innerhalb des
quadratischen Messfeldes befinden sich in Duplikaten applizierte Spots mit jeweésschiedlichen
Fangerpartikel (z. B. orange -FEEMV mAKk, rot. -GBV mAKk, griin  -DENV mAK, violett: -VIACV mAK,
grau: Referenspot).
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2.2.4.2 SCORE-Messungmit dem Prototyp

Der Biosensor wurde beidseitig mAqua dest.gespult, die Seit2 mit Stickstoff5.0
getrocknet undnit dieser Seite in Richtung Kamera in die Flusszelle des Protoiyis 9)
eingelegt. Die Flusszellewurde, wenn nicht anders angegebert einer Flusgte von
150pl/min mit Mesguffer oder Messpuffer + Probe durchstromtDer Mesguffer wurde
unmittelbar vorseinerVerwendung imVakuumexsikkator entgadbie Messungen fanddrei
Raumtemperaturstat sofern nicht anders angegebdsm den Einfluss sich a&ndernder
Lichtverhaltnisse der Umgebung zu eliminieramirden Kamera und Flusszelhrend der

Messung abgedeckt.

Abb. 9 bScreenPrototyp. [A]: Die Probe (1) wurde mittels Pumpe (2) Uber den Biosensdieifrlusszelle

(3) transportiert und anschlieend im Abfallgefal? (4) gesammelt. Hinter der Flusszelle befand sich-die LED
Lichtquelle (5), die das Lichtuich eine quadratische OffnunB][auf die Unerseite(Seite 2)des Biosensors
projizierte sowie eine hochsensitive Kamera (6), welche das vom Biosensor reflektierte Licht detgBlicre.

die aufgeklappte Flusszelle ist zur Messung ein Biosensor eingelegt (nicht gezeigt) und diese anschlieRend
wieder geschlossen worden. Zwischen det Fangerpartikel funktionalisiertenBiosensorseité und der
Gummiplatte (rot) wurdeler Messpuffer (oder Mesgsiffer + Prdbe)transportiert.

Unter Verwendungler mit der Kamera mitgelieferteSoftwarewar im Liveview-Modus die
Lichtstarke 45000- 60000Arbitrary Unit, A.U.) sowie die Belichtungszeit (30 ms)anhand

des Kamerabildeseinzustellen. Vor der Probenmessung wurde die Spotqualitat auf
Bestandigkeit (kein Abwascharon Fangguartikeh) im Mesgpuffer mit Hlfe der Software
ImageJ geprift. Sobaldein farblich konstantes Kamerabild der Spots erkennbar war
(Abb.10A), womit keine optische Schichtdickenanderungler Spotsvorlag (konstante

Baseling, wurde die Testmessutggendet und mit der Probenmessung begonnen.
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Fur die Messung wurde zuerst der BasiswertogigischenSchichtdicke (Baseline) bestimmt,
indem das Messfeld mitem jewds verwendéen Mespuffer (MOPS HEPES, MOPSNaCl,
MOPSTween, MOPSJrea, PBS, Phosptmuffer; Tab.5) beschickt wurde. Ansdiel3end
folgte die Zugabe von tl Probe (.5 mit Messpufferverdiinnt) samt nachfolgendem
Waschschritt mit derm der Messung verwendetdfespuffer. Um Luftblasen im System zu
verhindern, wurde bei jedem Umsetzten des Schlauches die Pumpe geAtdipmnd der
Messung wurde von der Kamera alle $g&kunden ein Bild des Messfeldes aufgenommen.

Diese Bilder bildeten die Grundlage drswertung.

2.2.4.3 Auswertung der Messungam Prototyp

Der erste Teil der Auswertung erfolgte mittéteagedProgramm. Ein Bild am Ende der
Probenzugab@Abb. 10B) wurde miteinem Baselindgild (Abb. 10A) ins Verhaltnis gesetzt.
Daraus ist die Schichtdickenandeguzwischen beiden Bildern berechnet und zur optischen
Anschaulichkeit farblich kontrastiert wordeAhkb. 10C). Im Weiteren wurden Bildreale in
denen sich di€&angerpartikebefanden (Spots), aRegionof Interest(ROI) markiertund fur
jede ROI die Schichtdickendifferenz zwischen d&aselineBild und jedemeinzelnen

Messbild nach Probenzugabe errechnet.

Kamerabild Kamerabild Farblich kontrastiertes Bild
(Baseline) (nach Probenzugabe) (nach Probenzugabe)
Grad der Schichtdickenanderung Grad der Schichtdickenanderung
| = |
e —— — ————

Verringerung Erhéhung  starke Erhéhung Verringerung Erhdhung starke Erhéhung

Abb. 10 Schematische Darstellung eines Messbildes wéhrend des Auswertungsprozespgg Die im
Messtld applizierten Spots sind wahrend der Basealli@ssung nicht erkennbdB]: Bei Bindung der Probe an

die Fangerpartikelder Spots (bzw. des Hintergrundes) erhdht sich die Schichtdicke, welches sich durch
Intensivierung der Blauschwarzfarbung zeigt. KeiBindung fuhrt zu keiner Farbintensivierung]: Zur
optischen Hervorhebung der Schichtdickenéanderung nach Probenzugabe erfolgte eine farbliche Kontrastierung.
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Der zweite Teil der Auswertung erfolgte in Excel anhand der Schichtdickendifferenzen der
ROI-Messdatenkur jeden Zeitpunkt t (alle 1,5 s) ergab sieltim Abzug des Einflusses durch

den Hintergrund(SchichtdickeROlrangerpartike I SchichtdickeROlrerereny Und Eichung auf

eine gemeinsame Baselinge ROl eine Bindungskurve. Diese wurde zum bessn
Verstandnis entlang der-Xchse gespiegelt (Bindungssignale miit multipliziert). Somit

fuhrte eine ErhOohung der Schichtdicke durch Bindung von Probenbestandteilen an den
Biosensor auch zu positiven Bindungssignalen. Eine Reduktion der Schichtdfcenau

Biosensor resultierte in einer Verringerung der Bindungssigadle. 11).

Puffer Puffer + Probe Puffer

1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 min

Abb. 11 Schematische Bindungskurve Wéahrend der initialen Mepsffergabe (1.- 3. min) zu dem mit
Fangerparkeln (z.B. Antikdrper) beschichteten Biosensor zeigt sich eine konstante Schichtdicke. Nach
Probengabé> 3 min) erhoht sich die Schichtdicke durch Binduan Probenbestandteileifz. B. Virionen) an

die spezifischen Antikérper, welches sich in einer Vekdung des ROI und einem daraus berechneten
Kurvenanstieg eigt. Durch Wascher(ab11.min) mittels Mespuffer 162 sich ein Teil der gebundenen
Virionen, wodurches zu einer Abnahme d8chichtdickekommt Dies fiihrt zu einer Aufhellung des ROI und
resutiertin einer Verringerung der Signalstartter Kurve

2.2.5 Serologische Methodel ndirekter Immunfluoreszenzest

Der indirekte Immunfluoreszenztes{lIFT) diente sowohl der Ermittlung des optimalen
Zeitpunktes der Virusernte als audér Charakterisierunged mAK. Fir die Bestimmung des
optimalen Zeitpunktes der Virusernteaurden parallel zuVirusanzucht infizierte Ver&6-
Zellen aufvier Objekttragern in quadriPERRMPIatten im Brutschrank kultiviertZ.2.2.9 und
der Infektionsstatus jeden Tag mitteld&=T geprift. Furdie Charakterisierung demAk
erfolgte dieKultivierung der infizierten Ver&6-Zellen ebensgjedoch nur tiber Nach&m
nachsten Tag wurd@ach vollstdndiger Trocknung des Objekttradgers einanibitige
Inaktivierung bzw. Fixierung deZellen in eiskaltem Aceton (99%) durchgefuhrt Bis zur
Immunfluoreszen#Farbung konnten die Objekttrager b@0°C lagern. Zum Teil kamen
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auch kommerzielle 1IFKits (Tab.3) zum Einsatz die entsprechend der Herstellerangaben
verwendet wurden

Fur die Immunfluoreszergarbung wurden pr@bjekttragerReaktionsfeld20 ul der in PBS
verdiinnten Primarantikorpei}VACV a1 und U-VACV a3 100ng/ml; alle weiteren mAK:
100pg/ml; Tab.9) auf eineTiterplane aufgetragen und der Objekttragéarauf fir 1 h
inkubiert (feuchtekammer, RT).Nach drei Waschschritten mit PBSveen(Tab.5) erfolgte

eine 45-mindtige Inkubation (feuchte KammgerRT, Dunkelheit) mit einen gegen den
Primaantikorper gerichteteriluoreszenzmarkierterts e k u n d 2 r a nMausiEITC Ak;e r (U
6 ug/ml; 20 pl/Reaktionsfelgd Tab.9). Nach erneutem dreimaligen Waschen und vollstandiger
Trocknung wurden die Zellen miti8 Fluoroshield™ Mounting Medum und Deckglas fixiert
und am Fluoreszenzmikroskop bzw. fir die AntikdrpeiCharakterisierung m
hochauflosendekonfokalenLaser Scannind/likroskopuntersuch{cLSM, 2.2.6.1).

2.2.6  Mikroskopische Methoden

2.2.6.1 Immunfluoreszenzmikroskopie am cLSM

Um diemAk zu charakterisierenyurden Aufnahmen ddtFTs (0) am LSM780 (Carl Zeiss)
erstellt. Die Proben wurden jeweils unter identischen Mikrodkiogtellungen Qbjektiv:
PlanApochromat 2€/0,8; Anregungswellenlangé88 nm,Belichtungsstéarke %) untersucht.

Die Auswertung deBilder erfolgte mittels der Software ZE2D12 (Carl Zeiss).

2.2.6.2 TransmissionsElektronenmikroskopie

Die Transmission€lektronenmikroskopi€TEM) wurde im Fachbereich Spezielle Liebind
Elektronenmikroskopie (ZB8) des RKI durchgefihrt. Fir die FlavivirusTEM wurde
exemplarischdas GFVasipi ausgewahlt Dafiir erfolgte eine erneute VirusanzudBt2.1.)
unter verringerter FKS-Konzentration (26 FKS). Die bereits per Ultrazentrifugation
aufgereinigte’/ACV waren ohneveitere Arbeitsschritte nutzbar.

Zur hochauflésenden Visualisierung der Havbzw. VacciniaVirionen kam die
Negativkontrastierung zum Einsatz. Fur die Probenvorbereitung wdbfad der jeweiligen
infektiosen Virussuspension mit P ParaformaldehydPFA)L6sung [Tab.5) fixiert und
gleichzeitig inaktiviert[117]. Hierfir wurde das ViruPFA-Gemisch fur 24 bei RT
inkubiert Die PFALGsung ist zuvorfir mindestens 3fhin bei 70°C depolymerisiert

worden.
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Daruber hinaus sind Ultradinnschnitte von Gépinfizierten VeroE6-Zellen angefertigt
worden. Dazu fand im Vorfeld eine-stiindige Fixierung der infizierten Zellen mit einer
Losung aus 2,%0 Glutaraldehyd und % Paraformaldehyd in OfaM HEPES bei RT statt.

Die weitere Probenvorbereitung sowie die Untersuchung der Proben mittels TEM erfolgten

entsprechend Laue et §118].

2.2.7 Molekularbiologische Methoden

2.2.7.1 Kontaminationskontrolle auf Mykoplasmen und Smian Virus 5

Die Kontrolle auf Mykoplasmenbzw. SimianVirus 5 (SV5)-Kontaminationen erfolgte vor

dem Einfrieren der Zellen, nach der Virusanzucht sowie regelmaRig wahrend der
Zellkultivierung.

Der uninfizierteZellkulturiberstandowie de infektiose Virus-Stammlésungeimkubierten

bei 95°C fur 5min. Letzteremussta zuvor nochhitzeinaktiviert werderf60 °C fur 60min).

Die Extraktion der MykoplasmeBNA und SV5RNA erfolgte mittelsPureLink® Viral
RNA/DNA Mini Kitentsprechend der Herstellerangaben. Fir die-&GM8A-Synthese und
qPCR wurde dag\gPathl DE GepeRFPCRKIit genutzt. Beide qPGRnsatze samt
Thermoprofil sind deab.12 bis Tab.15 sowiedie jeweiligenEnzyme,Primer und Sonden
derTab.10zu entnehmen. BiQuantifizierungerfolgteim ABI 7500.

Tab. 12 Mykoplasmen-gPCR: Reaktionsansatz Tab. 13 Mykoplasmen-gPCR: Thermoprofil
Reagenz Volumen [ul] Temperatur [°C] Zeit [s] Zyklen
10 x Puffer 2,50 95 600 1
MgCl, (50 mM) 2,00 95 15 40
dNTPs (0 mM) 1,00 55 60
Mollicutes F (10uM) 1,00
Mollicutes R (10uM) 1,00
Mycoplasm&PneumonieR 1,00
Mollicutes Sonde(10 uM) 0,25
Platinun? Taq DNA-Polymerase 0,20
PCRWasser 11,05
Probe 3,00

x 23,00
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Tab.14 SV5RT-gPCR: Reaktionsansatz

Reagenz Volumen [ul]
RT-PCR Puffer 12,50
Enhancer 1,00
SV5 F(10 uM) 1,00
SV5 R (10uM) 1,00
SV5 Sonde(10 uM) 0,50
RT-PCREnzymMix 1,00
PCRWasser 5,00
Probe 3,00

x 25,00

Tab. 15 SV5-RT-gPCR: Thermoprofil

Temperatur [°C] Zeit [s] Zyklen
45 900 1
95 600 1
95 15 42
55 34

2.2.7.2 Quantifizierung viraler Genoméaquivalente

Die Extraktion viraler RNA aus den jeweiligevirus-Stammldsungef{GFVasivi, GFVi7p,
FSMEV, DENV, .,) erfolgte nach Herstellerangaben mit d&iAamp Viral RNA Mini Kit
die Extraktion viraler DNA aus VACV mittel®QlAamp DNA Blood Mini Kit Die
Quantifizierungder FlavivirusGenomaéaquivalenterfolgtein Anlehnung an Patel et 41.03]
mit Hilfe desAgPathl DE Gte RTPCR Kitsim Bio-RadCFX 96. Der dazugehdrige
Reaktionsansatz samt Thermopradilin denTab.16 und Tab. 17 gezeigt. DadProtokoll zur

Bestimmung deVACV-Genomagquivalentesowie dasThermoprofil ist den Tab.18 und

Tabh 19 zu entnehmen. ZuQuantifizierung wurd eine Standardkurve unter Verwemg

eines internen Standards (quantifiziertes Plasmid mit jeweils entsprechender Sequenz

(Tab.10)) verwendet

Tab. 16 Flavivirus-gRT-PCR: Reaktionsansatz

Reagenz Volumen [ul]
RT-PCR Puffer 12,50
Enhancer 1,00
All Flavi Mix 1,00
RT-PCREnzymMix 1,00
PCRWasser 4,50
Probe 5,00

x 25,00

Tab. 18 Vacciniavirus-gPCR: Reaktionsansatz

Reagenz Volumen [ul]
Platinum Mix 12,50
MgCl, (50 mM) 1,00
OPV F1(10 uM) 0,75
OPV R1(10 uM) 0,75
OPV Sond€10 uM) 0,25
PCRWasser 4,75
Probe 5,00
x 25,00

Tab. 17 Flavivirus-qRT-PCR: Thermoprofil

Temperatur [°C] Zeit [s] Zyklen
45 900 1
95 600 1
95 15 45
60 45

Tab. 19 Vacciniavirus-gPCR: Thermoprofil

Temperatur [°C] Zeit [s] Zyklen
95 300 1
95 15 40
60 30
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2.2.8 Statistik

Die Ergebnisse sindls Mittelwert+ StandardabweichungSD) dargestellt. Unterschiede
zwischenden Gruppen wurdenmit ANOVA gefolgt vom Bonferroni Multiple Comparison
Testidentifiziert Ein pWe r 0,050) wurde als statistisch signifikant erachtet. Die Analyse
der Daten erfolgte mit dem Programm Prisio4
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3 Ergebnisse

3.1  HergestellteAntikorper und Viren

3.1.1 Quantifizierung der Antikorper

Die Untersuchungen erfolgten unter Verwendung der selbst produziertenmAk-
StammlosungenU-all-Flavi, UGFVeasq -GBVesss -allD E NV -DENY;, UDENV,,
UDENVas,  -DENV,;, UFSMEVss,  -FOMEViss;,  -FOMEViaig  -FEMEVises
UFSMEVi7g6 -VBCVa; u n d-VAOV a3 (Tab.9). Diese mAk wurden wie unter2.2.3
beschrieberhergestellt und quantifiziert. Fur die Antikdrp@tammlosungerergaben sich

Antikdrperkonzentrationemwischen 1,32ind9,4 mg/ml in mindestens 1l Eluat

3.1.2 Quantifizierung der Viren

Die Testung der markierungsfreien Biosensdechnologie $COREB hinsichtlich der
Machbarkeit desNachweigs von Viren erfolgte unter Verwendungler selbsiproduzierten
Virus-Stammldsunge{GFVasini, GFVi7p, DENV; .4 (DENV;, DENV,, DENV3, DENVY),
FSMEV undVACV; Tab.8).

Diesewurden zunéchst virologisahit Hilfe des Plaquditrationstest$2.2.2.9 quantifiziert.
Die Virustiter lagen z wi s ¢ h e hPFUBM| (GR\R@) u n d ’ PEY/BI AMACV)
(Tab.A36). Fur die DENV ., konnte mittels Plagu@itrationstest aufgrund deiehlenden
Auspragung einegytopathischen Effektesn PSZellen kein Virustiter bestimmt werden.
Alternativ wurde als Anndherung demittlere Virustiter der anderen Flaviviren FSMEYV,
GFVasibi und GF\7p zugrunde geleg?, 0 APFO/m).

Auf Basisder PlaqueTitrationdestErgebnisseerfolgte fir die weiteren Untersucimgendie
Angleichung der verschiedenen Virustitetn die Stammlésungmit der geringsten
Vi r us konzen fRFE/mMI). Brganzén8 au¥iklbglschen Quantifizierung wurde
eine  molekularbiologische Quantifizierung devirus-Stammlésungen vorgenommen
(2.2.7.2. Basierend auf dem Nachweis viraler Nukleinsauren mitfRI&-PCR bzw. gPCR
konnten in den StammlésungerFlaviviren (FSMEV, GF\sibi, GFVi7p, DENV;:.4) sowie
Vacciniaviren (VACV) nachgewiesen werden. Die Konzentrationr d¥irus-
Genanaquivalente (GA) lag zwischerdd T GA/ml (DENV3)  u n d ° GA/mB(ESMBV)
(Tab.A37) und war fir jeden Virustyp héher als die auf Basis der Plaguationstests
ermittelten PFU/m(Tab.A36).
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3.1.3 Visualisierung der Viren

Die Visualisierung der Viren erfolgte mittels Transmissi&tsktronenmikroskopie (TEM).
Fur die Flavivirenist exemplarisch das GRMp (Abb.12A, Abb. A36A) und fir die
OrthopockenviremlasVACV gezeigt(Abb. 12B, Abb. A36B).

Abb. 12 TransmissionsElektronenmikroskopische Aufnahmen des GFV g, und VACV. [A]: Funf
GFVasipi-Virionen  (Negativkontragerung) [B]: VACV-Virion (Negativkontrastierung) [C1]: GFVasihi-
infizierte VeroE6-Zelle mit intrazellulara Viren im Ultradtinnschnitt Pfeil: Viren; Rechteck siehe C2.
[C2]: DetailansichtintrazellularerViren desGFVagpi (vgl. C1, Rechteck [D]: Extrazellulars GFVsi,-Virion

in unmittelbarer N&he derPlasmammbran (Ultradinnschnitt) ER: Endoplasmatisches Retikulum;
M: Mitochondrium.
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Im Fall des GF\, konnten sphéaroidale Viruspartikel mit ca. 50 nm Durchmesser
nachgewiesen werdees Weiterenwurde in erganzenden Untersuchungen von fa&Y
infizierten Zellenmittels Ultradlinnschnitten eine intrazellulare Anreicherung von Viren, u.a.
im endoplasmatischen Retikulum, nachgewiggdb. 12C). Die Viruspartkel lagen dariber
hinaus auch in unmittelbarer Nahe zur Plasmamembrafibbr 12C1+D).

Die Ergebnisse zur Visualisierung des VACV zeigen die deutlichen Grof3enunterschiede
zwischen dem Flavivirusvertreter GkMi und den VACV A@Abb.12A+B). In den
Untersuchungen konnte fir die VACV eine GroRRe von3t&.x 250x 120nm und eine
ziegelsteinférmige bzw. abgeflaehtellipsoide Form festgesteliverden (vgl. hierzu auch
Abb. A36).
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3.2  Markierungsfreie BiosensorTechnologie (SCORE)

Eine wesentliche Voraussetzung fiien antikbrpervermittelten Virusnachweisiittels der
neuartiga SCORETechnologie(1.6.2 ist, dass dieauf dem Biosensor immobilisierten
Antikdrper ihr jeweiliges Virusantigen unter kontinuierlichen Flussbedingungen binden.
Weiterhin sollte sich die Virusantigedntikorperbindung in einem Messsignal
niederschlagen, welches siaeutlich von der Referenz (in Spottingpuffer behandelte
Biosensorareale ohne immobilisierte mAlhterscheidet(2.2.4.2 2.2.4.3. Die positive
Anderung des Mesgnals ist hierbei gleichzusetztemit der Zunahme der Schichtdicke,hd.
derBindung der Viren an die auf dem Biosensor immobilisierten Antikorper.

3.2.1 Ermittlung der besten Virus-Antikbper -Kombinationen

Zur Ermittlung der besten Viru&ntikrperKombination wurden i@ Antikdrper zunachst
mit der Viruspraparation getestet, fierenNachweisentsprechende Literaturnachweise (auf
Basis anderer Messmethoden) vorliegéfur jeden Virustyp wurden s@nhand der
maximalen Messsigha Antikorper fur die weiteren Untersuchungeausgewahlt. In
anschleBenderSchriten wurden dise Antikdrperauch mit andereNirustypengetestetum
deren Spezifitdt zuanalysieren X.1.1). Die initialen Mesdedingungenorientierten sich

zunadchsanden von Dahip119] beschriebeneKonditionen

3.2.1.1 Nachweis ds Gelbfiebervir us (Stamm Asibi und 17D)

Die Ergebnissezur Uberpriifury der Eignung det}GFVgazo und U-GFVgszsmAK fur den
Nachwes desGFVasini Sind inAbbildung 13A dargestelltRelativ zur Referenegesultiertedie
Zugabe e@sGFVasibi zum Biosensomn einemsehrstarkenAnstieg der Messignde derbeiden
dar auf i mmeSFVmAk Diese zeigemsovblih denzeitichen Anderungenrals
auchhinsichtlichder maximalenBindungssignaléTab.20) nahezu identische Eigenschaften
Die Ergebnissezur Uberpriifungder Eignungbe i d eGFV midk fir den Nachweis des
GFV17p sind in Abbildung 13B dargestellt.Die Zugabedes GFVi7p resultierte fir beide
Antikorperin starkenBindungssignalerfTab.20). Sowohl die zeitlicen Kurvenverlaufeals

auch die maximaleBindungssignaléeiderAntikbrperwarenvergleichbar.
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Abb. 13 Ermittlung der besten Virus-Antikdrper -Kombination fir den Nachweisdes GFV. Die auf de
BiosensorChips immobilisiertenU-GFVgazou N dGFWgs3s MAK wurdenmit denGFV-Stammen Asibi [A] oder
17D[B] ( 1, BP&W) M der Flusszellgiberstromt. Die Virusindung an dieAntikérper filhrte im Verhéltnis
zur Referenz (Biosensorareale ohne mak)einer Zunahme der Schichtdicke 8@osensoenim Spottingareal
des jeweiligen Antikdrpers dargestellt in einer Zunahme des Bindungssigrizils maximalen Bindungssignale
sind Tab.20 zu entnehmen.Messbedingungen:MOPSPuffer (pH-Wert6,0). Mittelwert + SD, nOB6.
A.U.: Arbitrary Unit.

Tab. 20 Maximale Bindungssgnale zur Ermittlung der besten Virus-Antikorper -Kombination fir den
Nachweisdes GFV.

Maximales Bindungssgnal [A.U. ( A3 SD?])( A10
mAK (Spot) ~ _
Virus (Probe) U-GFVesss U-GFVe330
GFV psibi 7,54+ 0,73 6,59+ 1,09
GFVi7p 4,51+1,04 4,64+ 0,67

Tabellezu Abb. 13. Mittelwert + SD, nO6. Messbedingungen: MOPBuffer (pHWert6,0).

Insgesamtze gt e s i ¢ HGFVessghand BGF\dsdssAklgleichermaRen den jeweiligen
GFV-StammAsibi und 17D binden, wobei die maximaleBindungssignaleinter Zugabe des
GFVi7p geringer waren als unter Gr¥s. Es wurden beidé&}GFV mAKk fiir die weiteren

Untersuclingen ausgewahlt.
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3.2.1.2 Nachweisdes Denguerirus (Serotyp 1 - 4)

Die Untersuchunge nDENW,f ©ENVE e-DENVR tDENVermAk U
( ADENV;.4 mAK), d eai-DENVmMAk s owi eall-FthémAk. Wéahrend der
U-all-DENV mAK fiir denallgemeinen Nachwe aller DENV-Serotyen verwendetwurde,

diene der U-all-Flavi mAk demgenerellerNachweis von Flaviviren.

o-DENV, o.-DENV; DEN a.-all-DENV
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Abb. 14 Ermittlung der besten Virus-Antikérper -Kombination fir den Nachweisdes DENV. Die auf den

BiosensorChips immobilisierten DENV,_,, -allD E NV  u-alleFlaviUmAk wurden mit den DENV-

Serotyenl[A], 2[B], 3[C] oder4 [D] in der Flusszellgiberstromt. Die Virusindung an dieAntikdrperfuhrte
im Verhaltnis zur Referenz (Biosensorareale omA¥) zu einer Zunahmder Schichtdickeler Biosensoenim

Spottingareal dejeweiligen Antikérpers dargestellt in einer Zunahnaes Bindungssignaldie maximalen
Bindungssignale sindab.21 zu entnehmenMessbedingungen: MOPBuffer (pH-Wert 6,0). Mittelwert+ SD,

n 06. A.U.: Arbitrary Unit.

Wie in Abbildungl4A ersichtlich, konnten ach Zugabe des DENMUr alle untersuchten

Antikorper vergleichbare positiv&Kurvernverlaufe detektiert werdernterschiede zeigten

sich in denBindungs®nalstarken(Tab.21) . Ba#-DENVUMA k u n dDENVa mAk U
wiesen die st2rksten Signale auifDENVD@AE s chws
detektiert.
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Nach Zugabe des DEN\eigten sich auch hier fur allentikdrper vergleichbare positive
Kurvenverlaufe Abb. 14B), wobei diese insgesamt schwacher als unter dem DEMYen
Unterschieden den maximalen Signalatter Antikdrper zeigten sich wie folgt: Die hdchsten
Signale wiesemlie UDENV,, -DENV, u n dall-DENV mAk auf (Tab.21). Demgegeniber
lag das schwachste maximale SignaldénU-DENV; mAk vor (Tab.21).

Unter denAntikdrpernvergleichbarekurververléufe konnten auch nach Zugabe des DENV
festgestellt werderfAbb. 14C). Die Bindungssignalevaren insgsamt schwacher als unter
den DENV, und DENV.. Er neut  wi-DEN ond Wall-BENY mAK die starksten
maximalen Signale aufliab.21).

Im Vergleich zu den DENY3 wurden unter dem DENYV (Abb. 14D) die insgesamt starksten
Bindungssignaledetektiert. Wederholt wiesens o wo h | -DEN¥,rmAKJals auch der
U-all-DENV mAKk die starkstetMesssgnale auf Die weiteren getesten Antikorper wiesen
vergleichbare, abeniedrigere Kurververlade auf. Nach ihren maximalen dbalstarken
abnehmend zeigtsich die mAk-Re i h e n falbH Igaev i-DENV, U -RENV; bzw.
UDENV3.

Tab. 21 Maximale Bindungssgnale zur Ermittlung der besten Virus-Antikérper -Kombination fir den
Nachweisdes DENV.

Maximales Bindungssgnal [A. U. ) ( N1 &) ( A10
Vi rusmA" U-DENV, U-DENV, U-DENV; U-DENV, U-all-DENV U-all-Flavi
DENV, 6,30+0,27| 6,20+080| 5,39+0,80| 6,96+0,30| 7,18+0,28| 6,12+0,42
DENV, 3,59+0,15| 5,27+0,34| 4,32+0,31| 5,42+0,08| 5,15+0,18| 4,51+0,57
DENV, 3,80+0,24| 4,02+048| 3,70+0,04| 4,48+0,10| 4,65+0,46| 3,97 +0,07
DENV, 6,53+0,50| 7,15+0,52 6,19+0,41| 952+0,74| 8,86+0,43| 8,08+0,60

Tabelle zuAbb. 14. Mittelwert + SD, n O6. Messbedingungen: MOPBuffer (pHWert6,0).

Insgesamizeigten somit alle getestetéxntikdrper eine deutliche Bindung mit jedem der
DENV;.4, wobei Unterschiede in den maximalen Signalstarken der mAk vorldden
Bindungssignale lagen in der Grol3emandg der Messergebnissem GFVi7p und GFVagipi.
Fur die weiteren Untersuchungen weirals beste DENW ariante die Kombination augem
UDENV, mAK fir den Nachweis des DENVausgewdhlt.Diese Kombination wies das
hoéchste Signal auf anwar die einzige Variante, bei der das hochste Siwgmalspezifischen

Antikorperdetektiert wurde
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3.2.1.3 Nachweis ds FSME-Vir us

Die Untersuchungen erfalgn mit denmA k -FSMEVss, -FEMEVizs7, UFSMEViaig
UFSMEVi493 -FBMEVi7gss 0 Wi e -ali-Favi mAk. Die Zugabe deESMEV resultierte
in unterschiedlichen Bindungskurvenverlaufen fir die untersucAtaikorper (Abb. 15),
wobei diemaximalenBindungssigna f ¢ r -BSMEV mdk um ca. eine GréRenordung
(1:10) geringer waren alsiel Messergebnisskeei GFV17p, GFV asivi (3.2.1.0 bzw. DENV; .4
(3.2.1.2.

FSMEV
109—» > >
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Abb. 15 Ermittlung der besten Virus-Antikérper -Kombination fir den Nachweisdes FSMEV. Die auf
den BiosensorChips immobilisierten JFSMEV,s, -FEMEVi3e7 -FOMEVi45 -FOMEViss -FBMEV,7g6
u n d-all-Blavi mAk sind in der Flusszellemit FSMEViren ( 1, % AFUY tiberstromt worden. Die
Virusbindung an dieAntikorper fiihrte im Verhéltnis zur Referenz (Biosensorareale ohne m#kj einer
Zunahme der Schichtdicke ™dBiosensorerim Spottingareal dejeweiligen Antikdrpers dargestellt in einer
Zunahmedes Bindungssignal®ie maximalen Bindungssignale sifidb. 22 zu entnehmenMessbedingungen:
MOPSPuffer (pH-Wert6,0). Mittelwert+ SD, nO12. A.U.: Arbitrary Unit.

In Bezug auf dignaximale Bindungsgnale unterschieden sichlle getestetedntikorper,
mi t Au s n a hPSMEV-¢ ensk, deutlich von der Referenz (Tah 22). Der
Uall-FlavimAk zeigte hierbei das starkste Bindungsgnal, gefolgt van den
U-FSMEV; 493 MAK. Di-FSMEVl4e und UFSMEVi7gsmAk zeigten nachfolgend
identische Signalstarken, welche sich in der GrolRenordnung jedoch nicht mal3geblich vom
U-FSMEVi493mAKk unterschieden

Insgesamt wurden auf der Grundlage der maxim8ladungsgnale die mAk U-all-Flavi

sowie diel-FSMEV;493und FSMEV; g6 fiir die weiteren Untersuchungen ausgewahilt.

Tab.22 Maximale Bindungsdgnale zur Ermittlung der besten Virus-Antikbrper -Kombination fir den
Nachweisdes FSMEV.

MaximalesBindungss gnal [A. N. SPAQCA10

VirusmAk U—FSMEV75 UFSMEV1367 D-FSMEV;M]B UFSMEV1493 U‘FSMEVHSG U-a”-F|aVi

FSMEV 0,10+ 0,09 0,48+0,13 0,63+0,12 0,88+ 0,21 0,62+ 0,10 1,25+ 0,22
Tabelle z1 Abb. 15. Mittelwert + SD, n O12. Messbedingungen: MOPBuffer (pHWert6,0).

46



Ergebnisse

3.2.1.4 Nachweis ds Vacciniavir us

Feér MA@V a1 W n d-VAOV Az mAK zeigten sich nach der Zugabe des VACV
unterschiedliche  Kurvenverlaufe Alfb.16). Das maximale Bindungsgynal des
UVACV a1 mAK lag im Verhéltnis zu allen untersuchten Viren in derdRenordung der
Messergebnisseom FSMEV (Tah 22).
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Abb. 16 Ermittlung der besten Virus-Antikdrper -Kombination fir den Nachweis des VACV. Die
UVACV a1 U n dVAOV ,; mAK wurden auf den Biosens@hipsin separaten Arealen immobilisiert uider
Flusszellemit Vacciniavien (VACV; 1 , 6°REW iibestromt. Die Virubindung an dieAntikérper fithrte im
Verhéltnis zur Referenz (Biosensorareale ohne mAkkginer Zunahme der Schichtdicker d&osensorenm
Spottingareal dejeweiligen Antikdrpers dargestellt in einer Zunahnmaes BindungssignalDie madmalen
Bindungssignale sin@fab.23 zu entnehmerMessbedingungen: MOPRBuffer (pH-Wert 6,0). Mittelwert + SD,
n O8. A.U.: Arbitrary Unit.

Fe r d-\BACVUmAK konnte unter dem VACV ein Anstieg sidlesssignalsd.h. eine

Bindung des VACYV detektiemverden(Tab.23). De mgegen ¢ berrVAC\edinmAk e der
lediglich ein sehr schwacheSignal, welches sich nicht in relevantem Umfang von der
Referenz unterschied

Insgesamt wurde unter Beriicksichtigung der maxim@emungssignaled e r-VAGV a1

mAKk fur die weiteren Untersuchungen ausgewabhit.

Tab.23 Maximale Bindungsdgnale zur Ermittlung der besten Virus-Antikérper -Kombination fur den
NachweisdesVACV.

Maximales Bindungssgnal[A. U. ) ( N1 &) ( A10

mAK (Spot) - -
Virus (Probe) URRE UVACVY a3

VACV 0,38+0,19 0,05+ 0,06
Tabelle zuAbb. 16. Mittelwert + SD, nO8. Messbedingungen: MOPBuffer (pHWert6,0).
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Fazit zur Auswahl der Antikdrper fur degeweiligenVirusnachweis

Fir jedes untersuchte Virus konneuf Basis der AntikorperVirus-Bindungssignale
mindestens ein Antikorper ausgewahlt werden (GFVasipi/ GFVizp:  -GBVgszs  und
UGFVeazomAk. DENV,:  -DENV, mAK; F S MERSMEVid; -FOMEVi7gs und
U-all-Flavi mAK; V A C-VACV UmAK). Hinsichtlich dermaximden Bindungssigni
nach Viruszugabeafjen insgesamt deutliche Unterschiexigischen den Virustypen vor.
Demnachwarendie Messignaleder ausgewéhlten Antikorpemter GF\Asini, GFV17p und
DENV;.4sumca.eine Grof3enordnung.:10)hoher als unter FSMEVndl VACV.
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3.2.2 Sperzifitatsuntersuchungen

3.2.2.1 Spezifitat der Antikdrper unter den initialen Messbedingungen

Zur Uberpriifung, welcheVirus-Spezifitit die unter3.2.1augy e w2 h | t e-GFVemddA k U
UDENV4, UFSMEVi493s UFSMEVi7gs, Uall-F | a v i -$ACWA; bei Mérwendung des
initialen Messpuffers (MOPS, pM/ert 6,0)aufweisen, wurde dseAntikbrperKombination
gespottet undhit dem GF\Asii, DENV4, FSMEV undVACV getestet

Nachweis des GelbfiebervirugStamm Asibi)

Die Zugabe des GF\p resultierte in deutlicheBindungsgnalen derauf dem Biosensor
immobilisierten U-GFVes3smAK (Abb. 17A). Das maximale Signal entsprachin seirer
GrofRenordnung den Ergebnissen der Vitetsuchungen (ca. P8; Tab.20). Einen nahezu
identischen Kurvenverl|l auf i nkl . -DENV;mAa x i ma l
auf (Tab.24). Die weiteren untsuchtenmAk U-all-Flavi, JVACV a1 sowie UFSME V403

zeigten gegeniibat e nGFWs3s u n -DENV, mAk schwiches, aber ebenfalls deutliche

Signale F ¢ r dFSMEVi4ds wurden keine Bindungssignaleinsichtlich des GFVasibi
detektiert. In Bezug auf die mariale Signalstarke untersgehd si c-BFVeghamAk U
statistisch signifikant von den mAkall-F | a YWIACV a$owie JFSMEVi493 jedoch nicht

v 0 mDHEMNV, mAK.

Nachweis des Denguarus (Serotyp 4)

Nach der Zugabe des DENWurde das starkstBindungsggnd f ¢ r-DEtN¢, mAKU
detektiert Abb. 17B, Tab.24). Wenrgleich schwacher, saeigtena u c h di-6FVgmA k U
Uall-F | avi  4/AGNVj;edeutlithe Signale Die schwéchsterSignale wiesen die
UFSMEVis3u n dFSME V766 mAK auf. Das maximaldgindungss g n a |-DENé, snAkU

unterschedsichstatistisch signifikant von denatier anderen untersuchtémtikorper.

Nachweis des BME-Virus

Beim FSMEV wurde dashéchsteBindungsggnal flr den UGFVgs3smAk detektiert. Es
folgten in abnehmenderReihenfolge die UDENV,, -alUFlavi UFSMEViss und
UVACV a1 mAK (Tab.24; Abb. 17C). DasgeringsteSignalw i e s -FSMEVi7g4inAk auf.
Im Vergleichmit den Voruntersuchungedhb. 22) zeigen sichahnliche maximal&ignale
der mAk U-all-Flavi (ca.104 %), JFSMEVi4g3(ca.123%) u n dFSMEVi7g¢(ca.68 %).
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Nachweis @s Vacciniavirus
Unter Zugabe desVACV wiesen die mAk U-GFVgsz bzw. JFSMEVi4gz und U-DENV,
g egen¢ b evACVd ddherdbzw. dahnlichemaximaleBindungsggnale auf(Abb. 17D;

Tab.24). Die mAk UFSMEVi7gs und U-all-Flavi zeigten geringere im Vergleich zum
UVACV ; statistisch — signifikant unterschiedliche maximale Signale. Die  maximale
Bi ndungssi gn\C\saimAk lagin dbeGroRdddnung der Voruntersuchung
(ca.85%; Tab.23).

-GFVgs3g a-FSMEV, 493 a-FSMEV, 746 a-VACV,4
GFVasibi B DENV:
81— > > 89 >
—_ MOPS MOPS + GFVasibi MOPS -IMOPS MOPS + DENV, MOPS
S 64 y ] - 6
- H T I
=) 1 * 1
< 44 I 4 - T
; / LN
g
5 24 24 ‘ r_],’——l-\
g rﬁ
-E 0 ¥ 1 0= /?. ™ 1
o 200 400 600 800 200 400 600 800
24 . J
Zeit (s) 2 Zeit (s)
C FSMEV D VACV
81— > > 0,894—> >
= MOPS MOPS + FSMEV MOPS -IMOPS MOPS + VACV MOPS
< 6 0,64
S
< 44 0,4
®
c
o
2 27 ; ——— 024 !
o : |
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] :
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.24 -0,2
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Abb. 17 Spezifitdt der ausgewahltenAntikérper hinsichtlich der Virustypen GFV agipi, DENV,, FSMEV
und VACV unter initialen Messbedingungen Die in 3.2.1 ausgewéhltenm A k -GEWgszs U-DENV,,
UFSMEV 1465, JFSMEV 1756, U-all-Flavi und VACV x; wurden aufdenBiosensorChipsimmobilisiertund mit
dem [A]: GelbfiebervirusStammAsibi (GFVasp; 1, 6°APFU0), [B]: Dengueirus Seratyp4 (DENV,),
[C]: FSMEVirus (FSMEV 1, 6°ARAFQ)) oder [D]: Vacciniavirus (VACV: 1, 6°ARFQ; anderer
GroRenmalistab d@indungssignks) Uberstromt. Die/irusbhindungan die Antikdrperfuhrteim Verhaltnis zur
Referenz (Biosensorareale ohne m&k)einer Zunahme der Schichtdicke 8&sensoenim Spottingareal de
jeweiligenAntikorpers, dargestellt in einer Zunahme des Bindungssigiizils maximalen Bindungssignale sind
Tab.24 zu entnehmerMessbedingungen: MOPBuffer (oH-Wert 6,0). Mittelwert + SD, nO6. A.U.: Arbitrary
Unit.
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Tab.24 Maximale Bindungsdgnale der

Spezifitatsprifung der

ausgewahlten Antikérper in

Abhangigkeit der Virustypen GFV sibi, DENV,, FSMEV und VACV unter deninitialen Messbedingungen

MaximalesBindungss gnal [?A. N. SPALAL1O
Virus (Probe) -
mAK (Spod GFV asii DENV, FSMEV VACV
JGEV 5,93+0,52 3,16 £ 0,77 2*,07 +0,10 '0,47 +0,10
6538 7' UDENV, Z UFSMEVy403 Zns.UVACV a1
- 6,06 + 0,27 4,25+ 0,36 1,91+0,13 0,23+0,12
U-DENV, Zn.s UGFVessm Z* U-FSMEV; 493 Zn.S.D—VACVAl
- 1,03% 1,00 0,56 £ 0,76 1,08+ 0,10 0,34%0,27
U-FSM EV1493 Z* UGFVess Z* UDENV, Zn.s.DVACVAl
U-FSMEV 1786 < Referenz 0,72+0,96 0,42 +0,06 0,06 0,01
Z UDENV,4 Z UFSMEVi493 Z UVACV a1
Crall-Flavi 4,94 +0,28 2,96 + 0,39 ) 1,30 £ 0,18 0,15+ 0,07
7 OGFVgses Z UDENV, Zns. UFSMEVi493 Z UVACVg
- 4,72 +0,44 2,33+0,91 0,69 +0,34 0,32+0,26
LR 7" UGFVgsm 7" GDENV, 7" UFSMEVi403

Tabelle zuAbb. 17. Mittelwert + SD, n O6. ANOVA gefolgt von Bonferroni's Multiple Comparison Test

* p 00,05 n.s.:nichtsignifikant Z Signifikanzanalyse innerhalb der entsprechenden Tabellenspalte gegeniiber
den Messergebnissates fir den Nachweis des jeweiligen VirwisgewahltermAk (fett hervorgehoben):
U-GFVesss (GFVasin) , -DEMV, (DENV,), UFSMEV,4e; (FSMEV) oder JVACV A, (VACV); < Referenz:
Messwerte geringer als die Referenz (nicht dargestellt)Referenz: Biosensorarealmhne mAK.
MessbedingungemMOPSPuffer (pH-Wert 6,0).

Einfluss des Zellkulturiiberstandes

Die fur die Messungen verwendeten Viruslésungen wurden aus dem Zellkulturiberstand
gewonnen Z.2.2.). Zur Kontrolle, in welchem Umfang i& detektierten Bindungssignale
durch Zellfragmente,Bestandteile de&ellkulturmediuns bzw. der Inaktivierungsreagenz
b-Propiolacton hervorgerufen wurden, sind die Antikérpat Zellkulturiiberstandnicht
infizierter VeroE6-Zellen getestet worde\bb. 18).

ll-GFV5538 u-FSME\/‘_‘;; U-FSN'E\/-*—CC- (g-VACV‘M Referenz
Virusfreier Zellkulturiiberstand
8 1—» > —» >
—_ MOPS MOPS + virusfreier MOPS MOPS + virusfreier MOPS
R Zellkulturiberstand Zellkulturiiberstand,
=)
T 69
=]
< 44
w©
c
=)
w24
]
=)
c
] 1
20 e 800
m 200 400 600 800
-2d -0,2+ .
Zeit (s) Zeit (s)

Abb. 18 Einfluss von Zellkulturiiberstand auf die Bindungssignale unter initialen Bedingungen Die in
32lausgew? hl-GRV/fa;s BDEKV, UFSMEV 465 UFSMEV7g6 Uall-Flaviu n dVAQV A, wurden
auf den BiosenseChips immobilisiert und miZellkulturliberstandhicht-infizierter VeroE6-Zellen (nkl. 0,1%
b-Propiolacton)iberstromt. Eine Bindung von Zellkulturbestandteilen ardigkorperfihrteim Verhaltnis zur
Referenz (Biosensorareale ohne m&k)einer Zunahme der Schichtdicke 8éosensoenim Spottingareal de
jeweiligenAntikorpers, dargestellt in einer Zunahme des Bindungssigiizilss maximalen Bindungssignale sind
Tab. 25 zu entnehmenMessbedingungen: MOPBuffer (pH-Wert6,0) + virusfreier Zellkulturiberstand (1:5).
Mittelwert + SD, nO8. A.U.: Arbitrary Unit.
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Di e mBRVes:s Tab.25, 9 ,-DEMV, (°) ,-FSMEVies () u n dall-Blavi () wiesen
unter Zugabe von virusfreiem Zellkulturiberstand 8896 bis % % verringerte maximale
Bindungssignale gegenuber dent @FVi7p und GFVasii, DENV,4 bzw. FSMEV ermittelten
Messsignalen aubie mAk UFSMEV;7gs (%) und VACV a1 () wiesen unter den virusfreien
Bedingungendie geringste Signalreduktioauf. Die maximalen Bindungssigna waren
lediglich um 45 % bzw.13% gegeiiber d& Messergebnsen die unter der Zugabe des
FSMEV bzw.VACV ermittelt wurden, reduziert.

Tab. 25 Einflusses von Zellkulturiiberstand auf die maximalen Bindungssignale unter den initialen
Messbedingungen

MaximalesBindungss i gnal ) A.NU.S3p( A 1AQ 0
Probe | Virusfreier Virus in Zellkulturtiberstand

Zellkultur - ™Gy, o F GFViro DENV/ FSMEV? VACV?
mAKk uberstand [Tab.24] [Tab.20] [Tab.24] [Tab.24] [Tab.24]
U-GFVsas 0,34+0,14% | 593+052 | 4,51+1,04 - - -
U-DENV, 0,15+ 0,09° - - 4,25+ 0,36 - -
U-FSMEV 1493 | 0,05+ 0,16° - - - 1,08+ 0,10 -
UFSMEV17g6 | 0,23+ 0,119 - - - 0,42+ 0,06 -
U-all-Flavi 0,19+ 0,16° - - 2,96+039 | 130+0,18 -
U-VACV 4 0,28+ 0,15' - - - - 0,32+ 0,26

Tabelle zuAbb. 18. Mittelwert+ SD, n O8. MessbedingungerMOPSPuffer (pHWert6,0).#: Ergebnisse aus
vorherigen Messungen Tab.20 und 24). Signalreduktion bei virusfreiem Zellkulturiibexst gegentber

2 GFVaqp 94 % und GF\-p 92%, *: DENV, 96 %, & FSMEV % %, % FSMEV 45%, & DENV, 96 % und
FSMEV 85%,": VACV 13 %.

Insgesamtvarendie unter den virusfreieBedingungen (Zellkulturtiberstand niahfizierter
VeroE6-Zellen) ermittelen maximalen Bindungssignale derAk UGFVgsss -DENV,,
UFSMEVi4gz u n d-all-Elavi deutlich geringer als die jeweiligen unter Viruszugabe
bestimmterSignale.D i eFSMEVi7ssu n dVAOV a1 mAK zeigtengegeniiber den anderen
mAK vergleichbare Signalstarken unter virusfreien Bedingungen. Aligsdilagen die
Bindungssignale deU-FSMEVi7g5 sowie insbesondere désVACV a mAk damit in der
GrofRenordnungerBindungssignal@ach jeweiliger Viruszugabe (FSMEV sowie VACV).
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Fazit zur Spezifitait der Antikérper fur den Virusnachweisunter den initialen
Messbedingungen

Eswar mit den initialen Messbedingungen nur zum Teil der spezifiachi&orpervermittelte
Nachweis degeweiligen Virus moglich

D e r-all-Elavi mAK zeigte nur unter Zugabe der Flaviviren deutliche Bindungssigmale

nicht bei dem VA®. Auch cer fur den Nachweis deDENVs e nt wi c-RENV,;tmék U
zeigtenach Zugabelieses Virudas starkste Bindungssignalllerdings wiesengleichzeitig

auch andere untersuchte AntikorpelevanteSignaleauf da r unt er -\AAG\shmAd.er U
BeimGFVashi-Nac hwei s zei ¢5F\&s:ga e b b aRDENVE mAk Mergleichbare
Signak. Schwachereaberrelevante Signale wurden auch tignUVACV 4 mAk detektiert.
Dariiberhinaus wiesndie U-GFVgs3gu n dDENV,4 mAk auchnach Zugabe ddsSMEV die
starksterignale auf

Unter Zugabe vorvirusfreiemZellkulturiiberstandvaren dieBindungssignal@er Flaviviren

mAk, mit Ausnahme deU-FSMEV;7g5 im Verhaltnis zu den Signalen naglaviviruszugabe
vernachlassigbar gerinpemgegeniiber entsprach das BindungssignalsVAGV a1 mAk

unter Zugabe vonvirusfreiem Zellkulturiiberstandm Wesentlichen den Ergebnissaach
Zugabe @sVACV, womitd e VAGV a1 mAk-vermittelte Nachweis des VACYblglich

nicht moglichwar. Die Flaviviren mAk zeigten keine relevante Bindungdas VACV.

Vor dem Hintergrund der heterogenen Ergebnisse wurde in sich anschlie3enden Messungen
der Einfluss der Messbedingungen auf die Virusspezifitdt der Antikdrper etmiiteldie

Spezifitatder mAk in dem neuartigen Messsystem zu steifeh2.3.
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3.2.2.2 Optimierung der initialen Messbedingungereur Antikdrper spezifitdtssteigerung

Mit dem Ziel, den Einfluss der Mebedingungen auf di®irusspezifitat derAntikbrperin der
BiosensoiMethodezu ermitteln und darauf basiereriate Spezifitdt zu steigernwurde der

Einfluss vonZusatzen(Urea, Tween 20)m Messpuffer untersuctdowie der pHWert des
Messpuffers die Messtemperaturdie lonenstarkeind die Pufferzusammensetzungriiert

Da mit dem GF¥spi in den initialen Spezifiétsuntersuchungen die insgesamt stérksten
spezifi-GRVEe®nNn wil@ auch uns pWEVA{f) iBhduhgssignale( u . a .
detektiert wurden, erfolgte die Optimierung anhand dieses Virus. Dazu wurdemelid.2.1
ausgewdhlten mAK verwendet ('GFVessg  -GBVeszs  -DENVs, UFSMEViges
UFSMEVi7gs -aldF | a v i -WAGWni).e U

Einfluss von Urea und Tween 20
Der Effekt verschiedeneMesspufferZusatze auf diSpezifitat derAntikdrperindungsowie

die Starke desiBdungssignalsvurdeanhandvon Ureaund Tween20ermittelt

Abb. 19 Einfluss von Urea auf die Spezifitat

@-GFVgsas o-FSMEV 402 der Antikérper am Beispiel desGFV agpi. Die

a-VACVa1 auf den BiosenseChips immobilisierten

MOPS * Urea (GFVasibi) Antikdrper wurden in der Flusszellemit dem

8 7 Gelbfiebewirus StammAsibi  (GFVagi; 1, 6°Z

PFU) uberstromt. Eine Virusbindung an die

Antikdrper hat im Verhéltnis zur Referen:

\‘______l (Biosensorareale ohne mAk) eine Zunahme

4 4 BiosensoiSchichtdicke im Spottingareal de

jeweiligen Antikdrperszur Folge welches sich in

. einer Erh6hung des Bindusgjgnals aul3erEine

Schichtdickenreduktion fihrt zuMerringerung

des Signak. Dargestellt sind die maximale

L@'b :)@o Bindungssignaleunter MOPSPuffer mit 3M

oe“‘ o .\Q}“ oder6 M Urea (pHWert6,0). Diese sind Tab.26

& zu  entnehmen Mittelwert+ SD,  nO9.
A.U.: Arbitrary Unit.

Maximales
Bindungssignal (A.U. (-102))

Der Einfluss von 3M und 6M Urea auf dieDetektiondes GF\sipi ist in Abbildungl19 bzw.

Tab.26 dargestellt Die Zugabe von Urea zum initialen Mesffpu (MOPS, pHWert6,0)

fuhrte bei allen Antikbrpern zur statistisch signifikanten Verringerung der maximalen
Bindungsgynale im Vergleich zu den Messergebnissen ohne WBeiab M Urea kam es zu
Signalreduktionen zwischen 24 und 9% gegeniber den Urdeeien Bedimgungen

( {BFVgs3s -21%, -DENV,: -46 %, -FEME V1493 -68 %, U-all-Flavi: -65 %,

UVACV a1: - 99%). Die geringste Signalreduki on konnt e -GFUYsmiund dié ¢ r de
starksteSignalreduktiorf ¢ r -WACN a1 f@stgestelliverden Im Vergleich zu den initilen

Messungen resultierte die Zugabe von Urea in einem signifikant geringeren maximalen Signal
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d e SDENVsmA K g e ge n ¢GF¥ismAkeDamitiviesen alleAntikdrperunter Urea
statistisch signifikant ¢5&VessgmAkad.dedotitwwdemal e S
fur denU-DENV,4 mAk auchunter6 M Ureaimmer nochein sehr deutlicheSignaldetektiert
Insgesamtbewirkten beide UreaKonzentrationenim initialen Messpuffer daher nugine

leichte Verbesserung itdinblick auf denU-GFV mAk-spezifischerNachweis des GF\p,.

Dariuiber hinausiihrte Ureazu Kristallisationen in der Flusszelle, wodurcitht alle Bereiche

des Bisensorsin den Auswertungen bericksichtigt werdkonntenund eine regelhafte

Anwendung fraglichst.

Tab. 26 Einfluss vonUrea und NaCl auf die maximalen Bindungssgnale der Antikdrper am Beispiel des
GFV asibi-

MaximalesBindungss gnal [PA. N. SDPAQLA10
Puffer MOPS ohne Urea MOPS mit 3 M Urea MOPS mit 6 M Urea
(pH 6,0)" (pH 6,0) (pH 6,0)
mAK (Spot [Tab.24]
- 5,93+0,52 455 +0,17 4,69 + 0,87
UGFVegsas ok o n
Y UGFVgs3g(ohne Ura) Y  UGFVgs3g(ohne Urel
6,06 £ 0,27 3,75+0,19 3,27 +0,21
U—DENV4 v UDENV, (ohne Urej vy’ UDENV, (ohne Urex
Zn. s.UGFVgg3g(ohne Urea) 7" UGFVigsag(3 M Ured 7" UGFVggaa(6 M Ured
1,03+1,00 0,79 +0,15 0,33+0,12
UFSMEV 1493 X Y n s. BLFSMEVy4g3(ohne Urea) Y * UFSMEVy493(0hne Urex
7 UGFVgsag(ohne Ured 7 UGFVgsgs(3 M Ured 7 UGFVgg3g(6 M Ured
4,94 + 0,28 2,97 +0,13 1,71+0,12
U-all-Flavi v Uall-Flavi (ohne Urey ' Uall-Flavi (chne Urel
7" UGFVgsag(ohne Urep 7" UGFVgs3s(3M Ured) 7" UGFVggag(6 M Ured
4,72 +0,44 1,29+0,51 0,05+0,18
U-VACV Al vy’ UVACV a1 (ohne Urex Yy’ UVACV a1 (ohne Urex
7" UGFVgsag(ohne Urex 7 UGFVgs38(3M Ured 7 UGFVgs35(6 M Ured

Tabellezu Abb. 19. # Ergebnisse aus vorherigen Messungeaib(24). Mittelwert + SD,n O9. ANOVA gefolgt

von Bonferroni's Multiple Comparison Te$t p 00,05 n. s.:nicht signifikant Y : Signi firnerhalbanal yse
der ent sprechenden Tabellenzeile gegeng¢ber den Messe
der entsprechenden Tabellenspalte gegeniiber den MessergebnisEsBFi&s:s ohne Urea, 31 Urea oder

6 M Urea im MesspuffelReferenz: Biosnsorarealehne mAk. A.U.:Arbitrary Unit.

Des Weiteren wurde die Wirkung siBetergens TweeR0 auf die Spezifitat der Bindung der
Antikorper untersucht. Die Zugabe von Twehin den Messpuffer (0,0%) resultierte in
einer massiven Anreicherung vomMikro-)Luftblasen in der Flusszelle, wodurch keine

adaquate Auswertung der Messungen unter MO®RE&en vorgenommen werd&onnte

Einfluss despH-Wertes
Es wurderMessungen in MORS®uffer mit denpH-Werten7,2, 7,4 sowie 7,6 vorgenommen
(Abb.20A-D) und mit den Ergebnissen unterrdimitialen Bedingung (pH-Wert 6,0)

verglichen
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-GFVgsag *-GF V330 a-FSMEV, 493 a-VACV,,
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Abb. 20 Einfluss des pHWertes des Messpuffersauf die Spezifitat der Antikbrper am Beispiel des

GFV sibi- Die auf den BiosensorChips immobilisierten Antikérper wurden mit dem GFV-Stamm Asibi
(GFVasivi; 1, GGZPELQ Uberstromt. Die Virdsindung an die Antikdrpefihrte im Verhaltnis zur Referenz
(Biosensorareale ohne mAku einer Zunahme deBiosensotSchichtdicke im Spottingareal sigeweiligen
Antikdrpers dargestelltin einer Zunahme des BindungssifmaEine Schichtdickenreduktion fllertzur
Signalverringerung. Die  maximalen Bindungssignalesind Tab.27 zu entnehmen.Messbedingungen:
MOPSPuffer[A]: pH-Wert6,0;[B]: 7,2;[C]: 7,4;[D]: 7,6. Mittelwert = SD, n O7. A.U.: Arbitrary Unit.

Die Erhoéhung des phVertes fuhrte nach Zugabe des GE) zu einer statistisch

signifikanten Verringerung der maximaléindungsgynale aller untersuchteAntikdrper

(Tab.27). Zwar kam es auch zu einer signifikanten Abnahme des maximalen Signals des

U-GFVes3smAk, jedoch war dieSignalreduktion gegeniibeden anderen Antikérpern

insgesamtgeringer. Wahrend bei pHVe r t

7, 2 noch

ei n-DBN\WNhdungs

detektiert werden konnte, walas GF\s,i bei pHWert7,4 nur nochdurch die mAk
U-GFVesss U N -GFWs330zuU detektierenUnter pHWert 7,6 war fir keinen der mAk eine

(relevanteBindung zu detektieren.

Insgesamt fuhrte die Erhohung des-Yertes des Messpuffer auf 7,4 zu eiNerbesserung
hinsichtlichdess p e z i f iGBE\trhA&-vermiiteltenNachweises des GRyy;, da bis auf

die mAk U-GFVgs3sund U-GFVgsso keiner der weiterenntersuchterntikrpereine Bindung

des GF\sini zeigte.
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Tab. 27 Einfluss des pHWertes des Messpuffers auf die maximale Bindungssgnale der Antikbrper am
Beispiel desGFV psip.-

MaximalesBindungss gnal [PA. N. SPAQCA10
H-Wert 6,0°
mAK [Tab.24 7,2 7,4 7,6
- 5,93+0,52 3,48 £ 0,30 2,49 £ 0,40 0,88+ 1,38
UGFVess Y " UeRy, Y U Y " U
6538(PH 6,0) Y UGFVgs3g(pH 6,0 Y UGFVes3g(pH 6,0
. 3,87+£0,13 1,95+ 0,86
U-GFVe330 n.b. ] » n.b.
Zn.s. UGFV5538(DH 7,2) Z UGFV6538(pH 74)
6,06 + 0,27 1,52 +0,38
UDENV, ] Y " UDENV, (pH 6,0 < Referenz < Referenz
Zn.s.0GFVgs3s(PH 6.0) | 7 UGFVgsag(pH 7.2)
) 1,03+ 1,00
U-FSMEV 1493 , < Referenz < Referenz < Referenz
Z UGFVgs3g(pH 6,0)
4,94 +0,28
U-all-Flavi B < Referenz < Referenz < Referenz
Z U-GFV6538(pH 6,0)
4,72 +0,44 0,01+0,18
U-VACV Y " GVACV A1 (pH 6,0) < Referenz < Referenz
7" UGFVgs3g(pH 6,0) 7" UGFVegs3g(pH 7.2)

Tabelle zuAbb. 20. #: Ergebnisse aus vorherigen Messungeab(24). Mittelwert + SD,n O7. ANOVA gefolgt

von Bonferoni's Multiple Comparison Test: p 00,05 n. s.: nicht signifikant¥ : Signifikanzansyse innerhalb

der entsprechenden Tabellenzeile gegeniiber den Messergebnissen ulitertfld (initiale Bedigung);

Z Signifikanzanalyse innerhalb der entsprechenden Tabellenspalte gegeniiber den Messergebnissen des
U-GFVesss unter den pHWerten 6,0 7,2 7,4 oder 7,6.Referenz: Biosensorareatthne mAk < Referenz:
Messwertegeringer als die Referenz (nicht dardgelt). n.b.:nicht bestimmt.Messbedingungen: MOPS

Puffer+ GFVagini. A.U.: Arbitrary Unit.

Einfluss von Temperatur und lonenstarke

Unter Berucksichtigung der Ergebnisse zum Einfluss MesspufferpH-Wertes auf die
Virusspezifitdtder Antikérper (Tab.27, Abb. 20C), wurden die Untersuchgen bei einem
pH-Wert desMOPSPuffersvon 7,4 durchgefuhrtDer Effekt einefeErhéhung der Temperatur
auf 37°C ist in Abbildung21A dargestellt. Es zeigte sich gegeniber den Messungen bei
Raumtemperatur (2Z) eine statistisch signifikante Abnahme des maximalen
Bindungss g n a | sGF\&gssAk (-75%), nicht jedoch ded}GFVezzomAk (-14 %)
(Tab.28).D e r-GFWUs330 MAK zeigte damit unter 37C ein hoteres maximales Signal als der
U-GFVes3smAK. Bei 22°C lag ein umgekehrtes Verhaltnis vBiir die weiteren untersuchten
mA k -DENV,, -FBMEVi49; Uall-Flavi und UVACV a1 wurdenbei 37°C keine Signale
detektiet, die Uber der Referenz lagen.

Insgesamt resultierte die Erhdhung Nexsstemperatur von 22 °C auf 3Z in einem anderen
Si gnal mus{GEVY mAH ewobei Uiir die anderen untersuchten mAk keine
Bindungssignaledetektiert wurdenD e r-GFU mAk-vermittelte Nachweis desRY agp; ist
demnach auch unter 3T moglich.Eine Verbesserunder Messbedingungen zuNachweis
des GFVasivi, Z.B. hinsichtlicheiner Steigerung deBindungssignalintensitat, konnteirdh
die Temperaturerh6hung jedoch nientielt werden.
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Dartber hinausvurde auch der Einfluss von 18@M Natriumchlorid NaCl) im Messpuffer
untersuchtDer Effekt von 154nM NaCl im Messpuffer MOPS (pMVert7,4; 37 °C) auf die

Bindungssignale der Antikper ist Abbildun®21B zu entnehmen.

untersuchten Antikérper konnte ein Signal detektiert werden, welches gréf3er als die Referenz

Fur keinen der

war. Gegenuber den Na@kien BedingungenAbb. 20C, Tab.27) kommt es somit unter
MOPSNaCI zu einer vollstandigen Aufhebung der Bindung des fkVan die mAk
U-GFVes3s U N dGFW330 Die Ergebnisse decken sich mit den UntersuchuzgenEffekt
von NaClim Messpuffebei RaumtemperatuiAbb. A37).

-GFVgs2s .-GFVg330 o-FSMEV 495 a-VACV,,
A MOPS, 37 °C B MOPS + 150 mM NaCl, 37 °C
49— 49— > >
- MOPS MOPS + GFVasibi MOPS MOPS MOPS+NaCl + GFVasibi MOPS+NaCl
£ 3l 5 JNaCl
=4
S 24 2 -
<
T 14 14
o
% : )
g 0 @l’ AL - L 1 0 —‘ T T T 1
t = ————
u -] - - —
-‘_,Ea ! 200 400 600 800 ! 200 400 600 800
2 o
Zeit (s) Zeit (s)

Abb. 21 Einfluss von Messtemperatur (37°C) und lonenstérke auf die Spezifitdt der Antikdrper am
Beispiel desGFV gi. Die auf den Biosensor_Chips immobilisierten Antikérper wurden in der Flusszelle mit
1 ° BFA)UPerstromt.Bei Virushindung an dieAntikdrper erfolgt im

dem GFV-StammAsibi (GFVasibi;

Verhéltnis zur Referenz (Biosensorareale ohne méke Zunahme der Schichtdickerd®Biosensoen im
Spottingareal dejeweiligen Antikdrpers welches sichin einer Erhéhungdes Bindugssignalsaul3ert Eine
Schichtdickenreduktion flket zur SignalverringerungDie maximalen Bindungssignale sintlab.28 zu
entnehmenMessbedingungenfA]: MOPSPuffer (pH-Wert 7,4), 37°C; [B]: MOPSPuffer (pH-Wert 7,4),
150mM NacCl, 37°C. Mittelwert + SD,n ©9. A.U.: Arbitrary Unit.

Tab. 28 Einfluss von Messtemperatur und lonenstarke auf die maximalen Bindungsdgnale der

Antikdrper am B

eispiel desGFV asipi-

MaximalesBindungssignall A. U? (M 1) ( A10
Temperatur 22°C 37°C 37°C
(MOPS, pH 7,4f (MOPS, pH 7,4) (MOPS + 150 mM NacCl, pH 7,4)

mAKk [Tab.27]
-GFViesas 2,49+ 0,40 ) *Ov,63t 0,15 < Referenz

Y UGFVg535(22°C)
5 1,95+0,86 1,67+ 0,34
U-GFVgas0 7" GPVgs35(22°C) Y n.s.0GFVgs30(22°C) < Referenz

Z GFVg533(37°C)

UDENV, < Referenz < Referenz < Referenz
U-FSMEV 1493 < Referenz < Referenz < Referenz
U-all-Flavi < Referenz < Referenz < Referenz
UVACV A, < Referenz < Referenz < Referenz

Tabelle zuAbb. 21. #: Ergebnisse aus vorherigen Messungeab(27). Mittelwert + SD,n ©9. ANOVA gefolgt

von Bonferroni's Multiple Comparison Test p 00,05;n. s.:nicht signif[kant;\'( o
der entsprechenden Tabellenzeile gegeniiber den MessergebnisseA lief 22 Z :
entsprechenden Tabellenspalte gegeb e r

den

ReferenzBiosensorareale ohmeAk. A.U.: Arbitrary Unit.

Si gazanalyse inreennalb
Signifikanz
Me s s eGRY®&:d Iei 828Ce ader @BG
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Einfluss des Messputrs

Unter Berucksichtigung deErgebnisse zum Einfluss dédesspufferpH-Wertes auf die
Virusspezifitdt derAntikorper (Tab.27) erfolgte die Testung weiterer Puffenit einem
pH-Wert von 7,4 Abb. 22).

o-GFVg53s  0-GFVgaap a-FSMEV 493 a-FSMEV, 745 a-VACV,; Referenz
A MOPS,pH 7.4 B HEPES.pH7.4

49, 49, > .
= MOPS MOPS + GFVasibi MOPS HEPES HEPES + GFVasibi HEPES
S 3+ 3 4
5 24 2 -
<
f_:ﬂ 1 - 14 //
=) /
0n
& 0 | 0 % 1
c > -
'é -1 -1 4 h
o 200 400 600 800 200 400 600 800

-2 24

Zeit (s) Zeit (s)
PBS,pH74 D Phosphatpuffer (PB), pH 7.4

49, > > 4 o > >
= PBS PBS + GFVasibi PBS PB PB + GFVasibi PB
“é 34 3
= 24
<
Té, 14 14

E—

= 0 ! 0+ T 1
=
2 -1 14
o 800 200 400 600 800

o 24

Zeit (s) Zeit (s)

Abb. 22 Einfluss des Messpuffers auf di&Spezifitat der Antikdrper am Beispiel desGFV asini. Die aufden
BiosensorChips immobilisierten Antikorper wurden in der Flusszellemit dem GelbfiebervirusStammAsibi
(GFVasivi; 1, GGZPELQ Uberstromt. Die Virusibdung an dieAntikdrper fuhrte im Verhaltnis zur Referenz
(Biosensorareale ohne mAkJu einer Zunahme der Schichtdicker d@iosensoen im Spottingaral des
jeweiligen Antikérpers dargestellt in einer Zunahme des Bindungssigri@ise Schichtdickenreduktion fllert
zur SignalverringerungDie maximalen Bindungssignale sifichb.29 zu entnehmenGetestete Puffefjeweils
pH-Wert7,4). [A]l: MOPS [B]: HEPES [C]: PhosphapepufferteSalzldsung (PBS)D]: PhosphatpufferkB).
Mittelwert + SD,n O9. A.U.: Arbitrary Unit.

Die mit dem Messpuffer HEPE§H-Wert7,4) erzielten Ergebnisse sind im Wesentlichen

mit den Ergebnissenles MOPSPuffers (pH-Wert7,4) vergleichbar(Tab.29). Relevate
Unterschiede zeigten sichHinb | i ck auf di «F\SriAk Darmnazch wes ded er U
UGFVesss MAKk unter MOFRGEVgiamAk untee HEPES das jeweils starkste
Bindungsgynal auf. Des Weiterenkam esdurch Spulung de Flusszelle mit MOPS im

Verhaltnis zum jeweiligen maximalernigBal, zuVerringerungen der Messsignalen 39 %

( BFVesz9 bzw. 44%  {GBVesz). Unter HEPES kam es demgegeniiber zu einer
vollstdndigen Abwaschung d¥irionenwahrend der Spulung der Flusszelle.
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Die Verwendung des PuffeBBSfihrte nicht zu einer Veesserung der Messbedingungen
dadie Signale alle’Antikbrpernach Zugabe des GlRM, geringerals die Referenwarenund
somit der Nachweis des Gk, hicht moglich war.Unter PhosphatpufferRB) konnte das
GFVasibi spezifisch durchd i e-GFWszsund U-GFVgszp mAKk nachgewiesen werden.
Allerdings waren die maximalen Bindungssignale deeiden UGFV mAK in der
Gesamtschau geringer als unter MOPS oder HEPES (jeweNSqrt7,4).

Tab.29 Einfluss des Messpuffers auf die eximalen Bindungsdgnale der Antikbrper am Beispiel des

GFV asibi-

MaximalesBindungss gnal [?A. N. SPAQLA1O0
Puffer | MOPS (pH 6,07 | MOPS (pH 7,4 | HEPES (pH 7,4) PBS PB (pH 7,4)
mAK [Tab.24] [Tab.27] (pH 7, 4)
. 5,93+0,52 2,49 £ 0,40 1,39+£0,89 0,79+ 0,78
U-GFVes3s Y " UGFVgsssMops74g | < Referenz| v " ucrvgsg,
(MOPS 7,4)
1,95 + 0,86 2,59+0,50 1,42+ 0,18
- Y " UGFVeaz0(MOPS7,4) Y n.s.0GFVgs30
U-GFVss30 n.b. 7" UGFVgs3g(MOPS7,4) | 7 UGFVgsag(HEPES 7.4) n.b. (MOPS7.4)
Z UGFVgs3g
(PB7.4)
6,06 £ 0,27 0,09£0,75
UDENV, 7.5 UGFVg535(MOPS 6,0) < Referenz 7" UGFVgssgHEPES 7.4) | < Referenz| < Referenz
7" UGFVga30(HEPES 7,4)
UFSMEV 1495 5 uiF?/:;;(r\(zozi 60) < Referenz n. b_§ < Referenz n. b_§
U-all-Flavi o _1’03 +1,00 < Referenz < Referenz < Referenz| < Referenz
Z UGFVgs38(MOPS 6,0)
4,72 +0,44 0,11 + 0,56
U-VACV A, 7" UGFVg53(MOPS 6,0) < Referenz 7" UGFVgsssHEPES 7,4) | < Referenz| < Referenz
7" UGFVga30(HEPES 7,4)

Tabelle zuAbb. 22. # Ergebnisse aus vorherigen Messungeab(24 und27). Mittelwert + SD,n 09. ANOVA
gefolgt von Bonferoni's Multiple Comparison Test: p O0,05; n. s.:nicht signifikant;Y : Signifikanzanalyse
innerhalb der entsprechenden Tabellenzeile gegeniber den Messergebnissen unter M@RSt {H#;

Z: Signifikanzanalyse innerhalb dentsprechenden Tabellenspalte gegeniiber den MessergebnisseAkdes
U-GFVeszs bzw. U-GF Vg3 unter MOPS (pHWert6,0 oder 7% oder HEPES (pi-Wert7,4). < Referenz:
Messwertegeringerals die Referenz (nicht dargestel®).JJFSMEV;75s mAk: < ReferenzMessbedingungen
MOPS, HEPES,Phosphatpuffer RB) oder Phosphagepufferte SalzlosundPBS + GFVs,i. Referenz:
BiosensorarealehnemAKk. n. b.: nicht bestimmtA.U.: Arbitrary Unit.

Der Vergleichder erzielten Ergebnisse unteiEPES (pHWert 7,4) mit den Ergebnissen
unter deninitialen Messpuffasedingungen(MOPS, pHWert6,0) zeigt eine signifikante
ma x i ma | -BENV,BU-ali-HavinN<gRefereng)n a | e
un d-VAOVa; nach Zugabe des Gy, (Tab.29). Zwar kam es auch zu einer
Signalreduktion beimJ}GFVgs3s mAK, jedoch in geringeremymfang als bei den anderen

Verringerung der

mAK. Der ebenfalls getestetﬁzGFVeggomAk wies unter allen getesteten AntikOrpennter
HEPES (pHWert 7,4)das hochste Bindungssignal auf.
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Insgesamt konnte mit den Messpuffern HEPES-{j¢étt 7,4) und MOPS (pHWert7,4) im
Vergleich zu den initialelMessbedingungen (MOPS, pHert6,0) eine Steigerungles
s pezi f-GBVarAkevermitieltenNachweisesles GF\ksipi erzielt werden.

Fazit der Optimierung der initialen Messbedingungen zur Steigerung der Virusspezifitat
der Antikormper

Es zeigte sich, dass insbesondere durch die Erh6hung ed&epkls des Messpuffers MOPS
auf7,4 bzw. durch die Verwendung des Messpuffers HE@EBSNert 7,9 eine signifikante
Verbesserung demuntersuchten mA#Kombination in Hinblick auf denspezifistien
U-GFV mAk-vermittelten Nachweis des GFMp erzielt werden konnte Fur die
nachfolgendenUntersuchungn zur Virusspezifitdat der Antikérpemunter de& optimierten
Bedingungen wurden daher die Messpuffer MOPS und HER&Seils pH-Wert 7,4)
ausgewahlt.

DarUber hinaugzeigten die Ergebnissdass Veranderungen der Messbedingungeginne
einer Anderung des pM/ertes des Messpuffers der Messtemperatur oder der
Pufferzusammensetzurig durch dieBiosensofTechnologiedetektierbare Anderungen der

Messsignde resultierten.
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3.2.2.3 Spezifitat der Antikérper unter den optimierten Messbedingungen

Die Spezifitait dermA k -GENessg U-GFVgszs -DENV, UFSMEV1493 UFSMEV17g6
U-all-Flavi und U'VACV a1 hinsichtlich derVirustypen GFVasii, GFVi70, DENV,, FSMEV
und VACV wurde unter Berlcksichtigung der Ergebnisse zulinfluss der
Messbedingunge(B8.2.2.3, mit denMesspuffen MOPSbzw. HEPES(jeweils pHWert 7,4)

untersucht.

Nachweis des GelbfiebervirugStamm Asibi)

Die Optimierung demitialen Messbedingungen zur Steigerung der SpezifitaAdekorper
erfolgte anhand des GhM, (3.2.2.9. Der Nachweis des GR¥, unter Verwendung der
Messpuffer MOPS bzw. HEPES feweils pHWert 7,4) war somit Teil der
Optimierungsuntersuchungen, weshalb di&sgebnissebereits in Abb.22 bzw. Tab.29

dargestellsind und hier nicht wiederholt abgebildet wurden

Nachweis desselbfiebervirus (Stamm 17D)

Sowohl unter MOPS als auch unter HEPEBuffer zeigten diemA k -GENgsss und

UGFVeszp hach Zugabe desGFVi;p deutliche positive ®nale (Abb.23A), wobei
Unterschiede hinsichtlich der maximaleBindungsggnalstarke zwschen beidenmAk

vorlagen (Tab.30). D e r -GFUs3omAk zeigte unabhingig vom Messpuffstatistisch
signifikant gr°Cer e-GRVgxmAnal e Signale als der

Tab. 30 Maximale Bindungssignale der Spezifitégéprifung der Antikorper zum Nachweis desGFV,7p
unter den optimierten Messbedingungen

Maximales Bindungssignal[ A. U? (M1p ( A10

" LT MOPS pH 7,4 HEPES pH 7,4
O-GFVgsss 0,91+0,41 . 0,56 + 0,09

Y  UGFVg533(MOPS pH 7,4)

2,09+0,19 0,83+0,34

U-GFVeg330 z UGFVg533(MOPS pH 7,4) y UGFVg330(MOPS pH 7,4)

7" UGFVgs3g(HEPESPH 7,4)
UDENV, < Referenz < Referenz
U-FSMEV 1493 < Referenz n.b.
U-FSMEV 786 < Referenz < Referenz
U-all-Flavi < Referenz < Referenz
U-VACV A, < Referenz < Referenz

Tabelle zu Abb. 23. Mittelwert + SD, n O8. ANOVA gefolgt von Bonferoni's Multiple Comparison Test.
*pO005Y: Signifikanzanalyse innerhalb der entsprechenc
unter MOPS (pHWe r t 7, 4) ; Z: Signifikanzanalyse inmwmrederhal b de
Messergebnissen desGFVgssgunte MOPSoderHEPES  jeweils pH-Wert 7,4). < Referenz: Messwerte

geringerals die Referenz (nicht dargestellt). Messbedingungen: MOPS oder HERteS+ GFV,,p. Referenz:
BiosensorarealehnemAk. n. b.: nicht bestnmt A.U.: Arbitrary Unit.
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Dartber hinaus waren die maximalen Messsignale unter MRPSr fir beide mAKk
statistisch signifikantgro3er als unter HEPEBuffer. Fur die weiteren getesteten mAKk
UDENV,, Uall-F| avi -VAGVd; kobnten nach Zugabe des GFRy keine Signale
detektiert werdenyelchegrol3er als die Referenz waren

Insgesamivar unter den Pufferbedgungen MOPS und HEPESdNachweis des GFMp
moglichunddies ausschlieRlich durch die mMAKGFVgszs und U-GFVe3so

Nachweis deDenguevirus (Seotyp 4)

Unter Verwendung de Messpuffes MOPS (Tab.31, Abb.23B) konnte das DENY durch

d e nDENV,;mAK nicht detektiert werden. & d i g | i SRV U re d-GBWUsazo mAk
zeigten nachViruszugabeSignale Diese Ergebnisse wurden auch in weiteren Tests mit PB
bestéatigt Abb. A38, Tab.A38). Demgegeniibekam esunterHEPES auctbei demU-DENV,
mAk zu einem deutlichen Bindungsgnal. Diese war in Bezug auf die maximale
Signalstarke jedoch statistisch  signifikantgeringer als das des UGFVg33o mAK und
unterschi ed -SFVefmAk-SignaltDariber imnals konntén HEPESauch

fur die mAk U-all-Flavi und UVACV a1 Signale detektiert werden, welcfeglochhinsichtlich
ihrer maximalen Signalstatistisch signifikangeringer als die dd3DENV,mAk waren

Tab.31 Maximale Bindungssignale der Spezifitatsprifung der Antkérper zum Nachweis des DENY
unter den optimierten Messbedingungen.

Maximales Bindungssignal A. U? (M 1) ( A10
Puffer

mAK MOPS pH 7,4 HEPES pH 7,4
- 2,17 +0,61 2,99+ 0,08
U-GFVesss Zn.s.UDENV4 (HEPES pH 7,4)
- 2,16 £ 0,43 3,93+ 1,05
U-GFVes30 7" UDENVA4 (HEPES pH 7,4)
UDENV, < Referenz 2,95+ 0,99
U'FSMEV1493 n.b. n.b.
U-FSMEV 786 < Referenz < Referenz
_ . 0,78+ 0,68
U-all-Flavi < Referenz 2" GDENV4 (HEPES pH 7.4)
U-VACV p < Referenz . 0,35£025

7 UDENV4 (HEPES pH 7,4)

Tabele zu Abb. 23. Mittelwert + SD, n ©010. ANOVA gefolgt von Bonferoni's Multiple Comparison Test.

* pO0,05; n. s.: nicht signifikantY :  Si gni fi kanzanalyse innerhalb der ent
den Messergebnissen unter MOPS {j¢e r t 7,4); Z: Signifikanzanal yse |
Tabellenspalte gegeniiber den Messergebnissi-DENV , unterHEPESPuffer (pH-Wert7,4). < Referenz:
Messwertegeringer als die Referenz (nicht dargestellt). Mbsdingungen: MOPS oder HERPSffer +

DENV,. Referenz: Biosensorareale ohne mAkb.: nicht bestimmtA.U.: Arbitrary Unit.

Insgesamt war nur unter HEPES der Nachweis des DENYhd e nDENV,mAK mdg-
lich. Es zeigta sich unter diesen Bedingungedoch auch bei anderen Antikérpern
( {BFVeazo -GBVessg zum Teil starkeSignale
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Abb. 23 Spezifitat der Antikdrper hinsichtlich der Virustypen GFV i;p und DENV, unter den
optimierten Messbedingungen.Die auf den BiosenseChips mmobilisierten Antikorper wurden in der
Flusszelle mit denfA]: Gelbfiebervirus Stamm 17D (GR); 1 , 6°#EW) und [B]: Denguevirus Serotyp 4
(DENV,) Uberstromt. Die Virusbindung an die Antikrper fuhrte im Verhdltnis zur Referenz (Biosensorareale
ohne mA) zu einer Zunahme der Schichtdicke der Biosensoren im Spottingareal des jeweiligen Antikdrpers,
dargestellt in der Zunahme des Bindungssigriztse Schichtdickenreduktion fiihrte zur Signalverringerubig.

jeweils maximalen Bindungssignale sind dgab.30 und 31 zu enthnehmen. Messbedingungen: MOR&d
HEPESPuffer (pHWert 7,4). Mittelwert+ SD, GFV,;p: n 08, DENV,: n O10. A.U.: Arbitrary Unit.

Nachweis de$s=SME-Virus

Da vorangegangee Messungenbei pHWert 7,4 (Abb.23B) gezeigt haben, dasder
Nachweis des DEN)nur unter HEPES moéglich wawurde die Spezifat der Antikorper
hinsichtlich desFSMEV-Nachweises mitdiesem Messpuffer untersuchtAufgrund der
geringen Signalstarkeder UJFSMEV mAK beim FSME/-Nachweis unterden initialen
Messbedingunge(Abb. 17C), erfolgte eineErhéhung der Virusmenge in der Proknter
Verwendungder dreifacten FSMEV-Menge(4 , 8° RAUDzeigte det:FSMEV,75mAk das
starkste BindungssigngAbb. 24A). Dieses unterschied sich statistisch signifikand in
relevantem Umfangvon den schwéachererBindungssignale der anderenmAk U-DENV,,
UVACV,, -aldFlavi bzw. UGFVgsss S 0 W i-@FVedah (Tab.32). Insgesamt warder
FSMEV-Nachweis unter Verwendung vonHEPES spezifisch uber eh UFSMEVi7gs
moglich.
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Nachweis des/acciniavirus

Analog zum vorherigenFSMEV-Nachweiserfolgte die Messung des VACYV bei pMert 7,4
auch nurmit HEPESPuffer (Abb. 24B). Verhaltnisméalig schwache Bindungssignale des
U-VACV a1 mAK unter den initialen Messbedingungekbb. 17D) erforderten auch hier die

Erhohung deappliziertenVirusmengg 4 , ®PAU) 0

-GFVgs3g o-GFVga3g o-FSMEV, 756 a-VACV,, Referenz
A FSMEV - HEPES B VACV - HEPES
029 —, > > 0,2 -
- HEPES  HEPES+ FSMETI ‘ HEPES HEPES  HEPES+ VACY) HEPES
= 1\_/‘\/‘/ s
~ 0,14
=]
<
AN
g’ o
£.-0,14 &
2
o 200 400 600 800 200 400 600 800
-0,2- -0,2
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Abb. 24 Spezifitat der Antikérper hinsichtlich der

Virustypen FSMEV und VACV unter den

optimierten Messbedingungen.Die auf den BiosenseChips immobilisierten Antikérper wurden in der
Flusszelle mit denfA]: FSMEVirus (FSMEV 4 , 8°REUp oder [B]: Vacciniavirus(VACV; 4 , 8°RED
Uberstromt. Die Viusbindung an die Antikorper fihrte im Verhaltnis zur Referenz (Biosensorareale ohne mAK)
zu einer Zunahme der Schichtdicke der Biosensoren im Spottingareal des jeweiligen Antikdrpers, dargestellt in
der Zunahme des Bindungssignalisne Schichtdickenredukdn flihrte zur Signalverringerundie jeweils
maximalen Bindungssignale sindrdeab.32 zu entnehmen. Messbedingungen: HEF®er (pHWert7,4).
Mittelwert + SD, FSMEV: n 06, VACV: n 06. A.U.: Arbitrary Unit.

Tab. 32 Maximale Bindungssignale der Spezifitdtsprifung der Antikérper zum Nachweis des FSMEV
und VACYV unter den optimierten Messbedingungen.

Maxi mal es Bindun9s$D g@hflo [ A. U
Virus FSMEV VACV

mAK (HEPES pH 7,4) (HEPES pH 7,4)
- 0,06 £ 0,05
U-GFVesas 7" UFSMEV:7g6 (HEPES pH 7,4) < Referenz
U-GFVg330 < Referenz < Referenz
- 0,06 + 0,09 0,03 + 001
UDENV, 7" UFSMEV:7g6 (HEPES pH 7,4) 7" UVACV a1 (HEPES pH 74)
UFSMEV1493 n.b. n.b.
- 0,14 + 0,07 0,02 + 001
ISR e 7" UVACV a; (HEPESPH 7,4)
Call-Elavi . 0,02 +0,03 . 0,02 +0,01

7" UFSMEV;7gs (HEPES pH 7,4) Z UVACVa; (HEPESpH 7,4)
- 0,03 +0,02 0,13+ 0,6
LRVAC 7" UFSMEV; g (HEPES pH 7,4)

Tabelle zuAbb. 24. Mittelwert+ SD, n06. ANOVA gefolgt von Bonferroni's Multiple Comparison Test.

*pO0, 05; Z:

Signifikanzanal yse i

nner hal b der

entsprec

des UFSMEV,7gs bzw. des UVACV,, mAK. <Referenz: Messwerte geringer als die Referenz (nicht

dargestellt). Messbedingungen: HERE&fer (pHWert 7,4) + FSMEV odeVYACV. Referenz: Biosensorareale
ohne mAK. nb.: nicht bestimmt. A.U.Arbitrary Unit.
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Fird e nVAQOV a; mAk konnte nach Zugabe des VACV etatistischsignifikant von den
anderen Antikorpern abgrenzbareutlichesBindungssignal registriert werdefgb.32),
womit unter HEPESPuffer der Nachweis des VACNurchd e nVAGV a1 mAk spezifisch

maoglich war

Einfluss von Zellkulturiiberstand unter den optimierten Messbedigungen
Erganzend wurde auch fur die optimierten Testbedingungen (HERES, pHWert7,4)
der Einfluss durch Zellkulturbestandteile bzw. siige Bestandteile der Probe Re.
b-Propiolacton) auf die Messsigna d e r m AGKEVgssd) -GBVgszzq -DENV,,
UFSMEVi7gs -allF | avi  &/A0Nj eermitielt (Abb.25). Fir keinen Antikérper
konntenSignaledetekiert werden, welche grol3er als die Referenz waren.

4-GFVeszs  @-GFVeano o -FSMEV, 705 Abb. 25 Einfluss von Zellkulturtiberstand auf die

a-VACV,, Referer Bindungssignale unter den optimierten
Bedingungen Die auf d& BiosensorChips
immobilisierten Antikdrper wurden in der Flussie

Virusfreier Zellkulturiiberstand

. ks rercoeweee HEPES mit Zellkulturiiberstand nickhinfizierter Vero EG6
g 59 Zellkulturiiberstand Zellen (inkl. 0,1% b-Propiolacton) UberstrémEine
T 4 Reduktion der Schichtdicke der Biosensoen im
3 4n Spottingareal dejeweiligen Antikorpers resultiert in
= einer Verringerung  des Bindungssignals
5 29 Messbedingungen: HEPHRuffer (pH-Wert7,4) +
g 17 virusfreier Zellkulturiberstand (B). Mittelwert + SD,
5 o- . n O18. A.U.: Arbitrary Unit.
5 -1-

o 200 400 600 800

Zeit (s)

Fazit zur Spezifitit der Antikdrperfir den Virusnachweis unter den optimierten
Messbedingungen

Der Nachweis deGFVasipi und GFVy7p war sowohl unteden MesspuffertOPS als auch
HEPES (jeweils pHWert 7,4) mittels dar mAKk U-GFVgaz0 bzw. UGFVes3s moglich, wobei

die weiteren untersuchteAntikdrper hierbei keine (relevanta) Signale zeigten Der
Nachweis des DEN)war lediglich unter Verwendung des Messpuffers HEPES Uber den
UDENV, mAK mdéglich, wobei de -GFV mAk auch relevante Signale zeigtednter
HEPESkonnten sowohl das FSMEV als auch das VA&)ézifischdetektiert werdenDie
UFSMEVi7g6 b z w-VACW o, mAK wiesen hierbei jeweilslas hochste Signaluf. In der
Gesanbetrachtungwar ausschlief3lichunter der Verwendung des MesspuffeEPES der
Nachweis aller getesten Viren mdoglich. Fir jedes Virus zeigte sich ein spezifisches
Bindungsmusterder mAk wobei die spezifischen mAk hierbei das einzige bzw. starkste
Bindungssignal zeigteitine Ausnahme lidet das DENV.
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3.2.3 Sensitivitatsuntersuchungen

3.2.3.1 Einfluss derimmobilisierten Antikdrper mengeauf denVirusnachweis

Welchen Einfluss di&pottingkonzentration dekntikdrper auf die Signalstarke hat,urde
anhand & mAK U-GFVea30 und U-GFVes3s ermittelt. Diese wurden zuséatzlictur bisherigen
Konzentration vonl1lmg/ml (0,5 pgSpot) auch in den Konzentrationen 0,1 mg/ml
(0,05ug/Spot) und 0,0Img/ml (0,005ug/Spot) immobilisiert und mit dem GFVagibi
Uberstrom{Abb. 26).

Die Untersuchngen ergaben, dass dmaximalen Bindungsggnale der Spots mit einer
Antikdrpermenge von 05 g im Mittel hoher als die mit 0,05 ug waren Die maximale
Signalstarkeder Spots mit0,005ug Antikorperwar statistisch signifikangeringerals dieder
héherenAntikdrpermengen(Tab.33). Die geringste Antikbrpermeng®,005ug/Spot) war

daher nicht fir den Nachweis désus geeignet.

@-GFVg340 0,5 pg/Spot a-GFVgs3g 0,5 pg/Spot Abb. 26 Einfluss  der Antikorper -
-GF V.., 0,05 ug/Spot Spottingkonzentration auf den Nachweis des
o ) GFVpsini- Di € MG KVgs:4Ju N d-GFWg33
wurden in den Konzentrationen nig/mi

mAKk-Spottingkonzentration: 0,005 — 0,5 pug/Spot (0,5pg/Spot), 0,dmg/ml (0,05ug/Spot) und
P . 0,01mg/ml (0,005ug/Spot) auf de Biosensor
HEPES HEPES + GFVasiv HEPES Chips  immobilisiert und  mit dem

3 Gelbfiebevirus Stamm  Asibi  (GFVasibi;
1,6A PRFU) Uberstromt Die Virusbindung an

2+ | die Antikorper fihrte im Verhaltnis zur

Referenz (Biosensorareale ohne m#Ak) einer
Zunahme der Schichtdicke dBiosensoen im
Spottingareal dejeweiligenmAk, dargestellt in
0 e : i y 1 einer Zwahme des BindungssignalsDie
maximalen Bindungssignale sindlab.33 zu
entnehmen.Messbedigungen: HEPE$uffer
200 400 600 800 (pH-Wert7,4). Mittelwert+ SD; nO7. A.U.:
Zeit (s) Arbitrary Unit.

Bindungssignal (A.U. (-10-3))
L

Tab. 33 Einfluss der Antikdrper -Spottingkonzentration auf die maximalen Bindungsdgnale am Beispiel
des GFVasibi-

MaximalesBindungss gnal [2A. N. SPAQLA10

mAk ottingmenge 0,5 pg/Spot 0,05 pg/Spot 0,005 pg/Soot

GGEV 1,39+0,89 ~0,99+0,13 0,02 £ 0,05
6538 Y Nn.5.GFVgsas(0,510/Spo) Y " GFVesas(0.509/Spo)

- 2,59+ 0,50 2,14 +0,18

U-GFVg330 ' 1.8, OFVe(05110/Spo) < Referenz

Tabelle zuAbb. 26. Mittelwert + SD, nO7. ANOVA gefolgt von Bonferoni's Multiple Comparison Test;

* p 00,05 n.s.:nicht signifikant Y : Signifikanzanalyse innerhalb der entsprechenden Tabellenzeile gegeniiber
den Messergebnissemit 0,5pg/Spot. < Referenz: Messwertgeringerals die Referenz (ni¢chdargestellt).
Messbedingungen: HEPESuffer (pHWert7 , 4 )  $PFU GBVALL A.U.: Arbitrary Unit.
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3.2.3.2 Einfluss der Virusmengeauf den Nachweis’ Ermittlung der Nachweisgrenze

Der Einflussder Virusmengeauf die Starke der Mesignale wurde ntersuchtjindemdie auf
den Biosensoen immobilisierten mAk U-GFVgzzo U-GFVesss, UDENV,, UFSMEV7gs,
Uall-Flavi und UVACVa1 mit steigende GFVaspi-Virusmenge Uberstromt wurden
( 1, OPARUAO5 , O°RAUR, 1, O*RAUG, 5, O*RAUG 1, O°RAUG, 5, 0°RAUG
1, O°RAUD Durch deren Akkumulation ergaben sich folgende (iber den Biosensor
gestromteVirusmengenbe g i n n e n d *RRU,6, 0IAPROAIBA T PFU, 6,6A T BFU,
1,7A PPFU und 6,7A P PFU wurde die VirusmengeschlieRlich bis auf 1,7A £ BFU

gegeigert Die Messungen fanden natnerverdoppelteriFlussrate von @0 pl/min statt.

o-GF Vgsag -GF Vgaa0 -FSMEV, 156 Abb. 27. Ermittlung_ der
Nachweisgrenze Die auf den
(L-VACV,U Referenz

BiosensorChips  immobilisierten
Antikérper wurden mit einer
zunehmendeMe nge {PEY

GFVasivi — Konzentrationsreihe

. 6 ~ .
1,010 5010° 1,010' 5010* 1,010° 50-105 1,0-10° bis Stl ' W'Z”?gqgég\?lbf'ebgl‘
2,0 _Puffer PFU_ PFU | PFU , PFU , PFU , PFU , PFU virus Stamm Asibi ( Asibi) Mt

einer Flussrate von 300 pl/mi
Uberstromt. Die Virusindung an
die  Antikorper flhrte im
Verhéltnis zur Referenz (Bio
1,0 o sensorareale ohne mARuU einer
Zunahme der Schichtdicke i
Biosensoen im Spottingareal de
jeweiligen Antikérpers dargestellt
in einer Zunahme des Bindung
O e 5 o signals  Eine  Schichtdicken

— reduktion filhrte zur  Signal

7106 PFU

1,5 4

1,010° PFU
6.0-10° PFU
1,610* PFU
6,610 PFU
1,7-10° PFU
6,7-10° PFU

0,5

Bindungssignal (A.U. (-102))

054 os 500 1000 1500 verringerung. Messbedigungen:
’ 03 / HEPESPuffer (pH-Wert7,4).
H Mittelwert+ SD; n0O8. PFU:
-1,0 4 02 { Plaque Forming Units A.U.:
0,1 fé Arbitrary Unit.
-1,64 o ¥
0,2 Ml
'2,0 - -0,1
Zeit (s)

Ab einer GF\isipi-Virusmenge von 1A PBFU zeigte sich im Mittel eine positive
Korrelation zwischen insgesamt applizierter Virusmenge und Signalstarke des
U-GFVs330mAk. Ab einer Virusmenge von 6A7P PFU unterschieden sich die Megsmle
beiderU-GFV mAK signifikant von der Referenz. Die weitere Erhéhung der Virusmenge auf
1,7APPFU steigerte no cIBFVedhundbGFVesgmAkiMesssigmale.d i e
Fir keinen der weiteren untersuchten mAKDENV,, -FBMEVisg Uall-Flavi und
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U-VACV a1 konntenach Zugabe des GRM, ein positives Signal detektiert werden, welches
sich in relevantem Umfanvon der Referenz unterschied

Insgesamt ist festzustellen, dass fiir die mBKGFVg330 U N d-GFWUgs3g eine positive
Korrelation zwischen er Starke des Messsignals und der applizierten &g§~Virusmenge
bestand. Im Rahmen dieser Untersuchung konntesethereNachweisgrenze des Gk
von 6,7A0° PFUermittelt werden.

3.2.4 Nachweis von Virenin humanem Blutserum

Die Uberprifung, ob/iren mittels derSCORETechnologie in humanemlutserum(Serum)
nachgewiesen werden kénnen, erfolgttand de&FVasipi. DasverwendeteSerum enthielt
weder Flaviviren noch gegen Flaviviren gerichteteAntikorper Es wurde fur den
Virusnachweis 1:100 (Abb.28A) und 1:10 (Abb.28B) mit Messpuffer (HEPES,
pH-Wert7,4) und GFVasii (1,6A £ @FU) versetzt Fur die Messungwurden dieauf den
Biosensoen immobilisiertenm A k -GEWg330, -DENV, und UVACV 5, mit dem Serum

Virus-Puffergensch tiberstromt

lK-GFV5538 {L'GFV6330 (1‘VACVA1 Referenz
Serum 1:100 in HEPES B Serum 1:10 in HEPES

4o, > > 4 TJ—> R
—_ Serum+ Serum + HEPES + Serum+ Serum+ Serum + HEPES + Serum +
f‘.g HEPES GFVasibi HEPES HEPES GFVasibi HEPES
-— 34 31
3
< 24 24
©
)
% 14 1
]
o
£ et s
3 0 - 0 - T ¥ ¥ 1
m 200 400 600 800 200 400 600 800

1 1

Zeit (s) Zeit (s)

Abb. 28 Nachweis des GFY, in humanem Blutserum. Die auf den BiosensoiChips immobilisierten
Antikérperwu r d e n MiPEU dés, GelBfigberviruStammAsibi (GFVagp) Uberstromt. Die Virusndung
an die Antikorper fuhrte im Verhdltnis zur Referenz (Biosensorareale ohne m#Ak)einer Zunahme der
Schichtdicke deBiosensoen im Spottingareal dejeweiligen Antikdrpers dargestellt in einer Zunahme des
BindungssignalsDie maximalen Bindungssignale sifidb.34 zu entnehmen. Messbedingunged: humanes
Blutserum (Serum) 1:10 in HEPESPuffer (pHWert 7,4); [B]: Serum 1:100 in HEPES (pMert 7,4).
Mittelwert + SD, nO8. PFU: Plaque Forming UnitsA.U.: Arbitrary Unit.

Sowohlin der1:100 als auclm der1:10 SerumVerdiunnungkonnte dassFVasipi mittels de
UGFVs330 U N d-GFWUsszs mAk nachgewiesen werdenDie maximalen Signale des
UGFVessomAkwar en dabei jeweils stati s-GiVgsgmAksi gni f

Dartber hinausvaren die Signalstarkenunter dem 1:10SerumPuffergemischinsgesamt
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gelinger als unter den 1:100SerumPuffergemisch(Tab.34). Fur keinen der weiteren
untersuchtemAk UDENV, u n dVAQV a; konnten Signak detektiert werden, wete sich
in relevantem Umfang von der Referennterscieden

Insgesamtwar der Nachweis de&FVasipi in humanemSerum unter Verwendung der

optimiertenTestbedingungen (MesspuffétEPES pHWert 7,4) erfolgreich

Tab. 34 Maximale Bindungssignak der Antikorper beim Nachweis dessFV agpi in humanem Blutserum.

MaximalesBindungss gnal [PA. N. SPAQCA10
v Probe Serum1:100 +GFV aqp; Serum 1:10 +GFV pgipi
GFV gz 3,20+ 0,14 2,06+ 0,53
UGFVes3s z GFV63:(-),(ZSrui (1):115o§+3|:vm) z GFVesiJ,(SeAfr Ui (1)1,13;§GFVAs‘b‘)
UDENV, 7 GFV633(()),(£Sl§ruimol,:??O BFVasn) z GFV633(()J,(2:rui ?Z’].?)SGFVASM)
UVACV a1 4 GFvggg,,(ngu?n ?:ﬁ)gel:vw) z GFVGS::)’S‘S;“ (l):,l%SGFVAs‘b‘)

Tabelle zuAbb. 28. Mittelwert + SD, n O8. ANOVA gefolgt von Bonferroni's Multiple Coparison Test

*: p 00,05; Z Signifikanzanalyse innerhalb der entsprechenden Tabellenspalte gegeniiber den Messergebnissen
desU-GFVgazomAk u n t Berum A100 6FVag,ifio d eSerunh1:10F GFVag,ifi . Me s s b ellimangsu n g e n :
Serumwurde 1:10 oder 1:100 imnHEPESPuffer (pH-Wert 7,4) verdinnt +1,6A f @FU GFVagp. AU
Arbitrary Unit.

3.2.5 Nachweis von Aitikbrper n

Inwieweit mit der SCORETechnologieder Nachweis von Antikdrper moglich ist, wurde
Uberpruft, indem da&FVasini Sowie das LysaGFVisp-infizierter Zellen auf demBiosensor
Chip immobilisiert und mit demJ}GFVea3 mAk (50 ug, Messpuffer HEPES, pMVert 7,9
Uberstromivurde (Abb. 29).

GFVaqy: (2000 PFU/Spot) GFV,,p-Lysat Abb. 29 Nachweis des_ monoklonaler
Ant i k©°r {5BMss Dé&F Gelbfiebervirus
StammAsibi (GFVagipi; 2000 PFU/Spot) das Lysat

0-GFVesso mAk in HEPES GFVyprinfizierter Zellen (1:5 in Messpuffex
39— > > sowie das Lysatnichtinfizierter Zellen (Referenz
RS Pyl HEPES fir GFVy7p-Lysat) wurde auf derBiosensorChips
2 immobil i si ert und -GFNMgtsp mBIK
Uberstromt. Die mAIBindung an die Antigene
14 fuhrte zu einer Zunahme der Schichtdicker
Biosensoen im Spottingarealdargestellt in einel

04 e feee ————— e Zynahme _des Bin_dungssignalﬁ)ie maximalen
/ Bindungssignale sindTab. 35 zu entnehmen.

Referenz

Mesgpuffer. HEPES (pH-Wert 7,4).
200 400 600 800 Mittelwert + SD, nO9. Referenz fiir GFYs,-Spot:
Biosensorareale, auf denen wedeFV,g, noch
Zeit (s) Zelllysat immobilisiert wurde. PFU: Plaque
Forming Units A.U.: Arbitrary Unit.

Bindungssignal (A.U. (-102))
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Der Abbildung29ist zu entnehmen, dass mit 200U desGFVasibi pro Spotder Nachweis

d e sGFWs3omAk moglichist. Das maximaleBindungsgnal unterschidetsich statistisch
signifikant von der Referenier: Biosensorareale ohne immobilisiertem G&Y) (Tab.35).
Dartuber hia u s war auch d e FGFV@:gntAk vaefi Grundldge sdes U
immobilisierten Lysates von GF¥p-infizierten Zellen moéglich Es konnteein deutliches
Signal detektiert werden, das sidatistisch signifikant von der Referenz (hier: Lysat
nichtinfizierter Zellen) unterschied &b.35).

Insgesamt war unter der Verwendung vBéngerpartikelnin Form von Viren sowie

Virusantigenhaltigem Zelllysater Nachweis von Antikérpern maoglich.

Tab. 35 Maximale Bindungssgnaleim Rahmen desNachweissdes Antikérpers U-GFV gzs0

MaximalesBindungss gnal [“A. N. SPAQLA1O0
Probe -
SpOt U'GFV6330 mAk
GFV asivi (2000 PFU/Spot) 1,65 0,79
GFV 110 Zelllysat (1:5) 2,30 £0,46

Tabelle zuAbb.29. Mittelwert+ SD, n 09. Messbedingungen: HEPERuffer (pH-Wert7,4). PFU:Plaque
Forming Units A.U.: Arbitrary Unit.
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3.3 Indirekter Immunfluoreszenzest

Erganzend zur Eignungsprifung der SCOREEhnologie als neuartige Methodeinz
Virusnachweis wurde Untersuchungenmit eing anderen Nachweismethod@8IFT)
vorgenommen.Diese diente dem Zweck, die erzielten Ergebnisse in Hinblick auf die
Antikorperauswahl und den Virusnachweis zu vergleiclzafiir sind die im Rahmen der
BiosensoiMethode verwendetenAntikorper (Tab.9) im IIFT (2.2.5 hinsichtlich des
Nachweses der Viren GFYsini, GFV17p, DENV;: .4, FSMEV und VACV Uberpriftvorden

Wie in den BiosensorUntersuchungen wurdeneben der Identifizierung des besten
Antikorpers fir das jeweilige Virus aul3erdem die SpezifitatAteikorper hinsichtlich der

verschiedeneNiren ermittelt.

3.3.1 Ermittlung der besten Virus-Antikdrper -Kombinationen

Als beste Kombination galt jeweilsdie Virus-AntikorperVariante, die aufgrund der
spezifischen Bindung an virale Oberflachenproteine das starkste Fluoreszenzsignal und
gleichzeitig keine unspezifische Binduagnichtinfizierte Zellen aufwies.

3.3.1.1 Nachweisdes Gelbfiebervirus (Stamm Asibi und 17D)

Wie in Abbildung30ersichtlich, filhrte im IIFTd e r-GFWz3omAk beim Nachweis des
GFVasibi (Abb. 30; 1A) mit Abstand zu den starksten Signalenr DedFVes3s Ak zeigte
hingegen nur ein schwaches Fluoreszenzsignal (1B). Ein anderes Resultat ergab sich beim
GFV17p. Dieses Virus konnte durch beide GHWAK gut detektiert werden (2A2B). Der
Uall-Flavi mAk zeigte bei beiden Virusstimmen schwache $graC 2C). Nach
Inkubation von nichinfizierten Zellen mit den drei Antikdrperwaren keine unspezifischen
Signale ersichtlich (3AC).

Insgesamt sind bezuglich der bestéimus-AntikdrperKombination fir den Virusstamm
GFVasivi d € r-GFWis30 mAKk und fiir den Virusstamm GFMp d i e  m@RVs33lind

U-GFVes3szU nennen.
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a-GFVg339 a-GFVgs3g a-all-Flavi

GFV,;p - infizierte Zellen GFV gjpi - infizierte Zellen

nicht-infizierte Zellen

Abb. 30 Ermittlung der besten Virus-Antikdrper -Kombination fiir den Nachweis des GFV im IIFT.
GFV170- (1), GFVasibi- (2) und nichtinfizierte (3) Zellen, inkubiet mit denmAk U-GFVe3z0(A), U-GFVeszs(B)
bz w. -dleFravi(0). Grin: Nachweis des jeweiligen Virdsirch Antikdrperbindung blau: DAP}geférbte
Zellkerne. Maf3stat20 um.

3.3.1.2 Nachweis de Denguerirus (Serotyp 1 - 4)

Die Zusammenstellung dEDENV-IIFT-Kombinationen Abb. 31) zeigt, dass jeder DENV
SerdaypenAntikdrperden jeweiligenDENV-Serotypspezifisch detektieren konntakb. 31,

1A, 2B, 3C, 4 PDENV; MAKrkambes zusatzliehrmoch zu einem schwachen
Fluoreszenzsignal fur das DENYAC). Hinsichtlich der SubtypeAntikdrperwurden fur die
Kombinationen DENY+ U-DENV, sowie DENV;+ UDENV, (2B, 4D) die starksten
Signal e n ac h g-alvDENSTeAR .reagi®t mit dllen vier Subtypen in
vergleichbarer Intensitat (A& E ) . A u alhFladreAk filute bei beiden getesteten
DENV-Serotyen (DENV, und DENV;; 2F, 4F zu deutlichen Signalerdie mit deen des
U-all-DENV mAk vergleichbar waren. Unspezifische Bingenm der Antikdrper an
Zellbestandteilekonnten durch Kontrolltestung mit niehitfizierten Zellen ausgeschlossen
werden (5A5F ) . I nsgesamt st el {alkDENV mAR degy jederederevier v o n
DENV-Serdypen detektierte, die KombinationedDENV4-inf i zi er t er Zel |l en
DENV,; mAk und DENV-i nf zi erter Z e-DEN& N mAknidie bedtenm U

Virus-AntikorperVarianten dar
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a-DENV, a-DENV, a-DENV; a-DENV, a-all-DENV a-all-Flavi

DENV, -
infizierte Zellen

DENV; DENV, -
infizierte Zellen infizierte Zellen

DENV,
infizierte Zellen

nicht-infizierte
Zellen

Abb. 31 Ermittlung der besten Virus-Antikérper -Kombination fiir den Nachweis des DENV im IIFT.
DENV;- (1), DENV;- (2), DENVs- (3), DENV,- (4) und nichiinfizierte Zellen (5), inkubiert mit dem jeweiligen
DENV-Serdyp mAk (1(A), 2 (B), 3 (C), 4 (D) bzw. dem zum Nachweis fir alEENV geeigneten
mAk ( dl-DE NV ( E)) o dilkAlavi (Fe rerin:U Nachweis des jeweiligen Virus durch
Antikdrperbindung blau: DAPLgefarbte Zellkernen. b.: nicht bestimmtMalfstab20 um.

3.3.1.3 NachweisdesFSME-Virus

Der Abbildung 32ist zu entnehme dass alle untersuchten FSMBVitikorper ( AFSME Vs
(Abb.32; 1A), -1367(1B), -1418(1C), -1493(1D) und_1786(1E)) zu starken Fluoreszenzsignalen
bei FSMEV-infizierten Zellen fuhrten.Unspezifische Signal®ei nichtinfizierten Zellen
konnt en -RESMEVidie starkél (2D)b e i  dFSMEVik; (2B) in schwécherer
sowi e -ESMIEVs(PC) in sehr schwachéuspragung identifiziert werden. Untéen
verbliebenen im IIFT spezifisch bindenden FSMEMA k  z e i g-FSMEV;sdinde7gs U
nahezu identis@hSignalstarken (1A1E). Mit dem U-all-Flavi mAk konnte das FSMEV nur
sehr schwacketektiert werdel(1F).

Insgesamt sind in Hinblick auf die besteus-AntikorperKombinationfiir den Nachweis des
FSMEV di €SMEW&unddssidentifiziert worden.
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a-FSMEV,5 A-FSMEV, 36 a-FSMEV, 44 a-FSMEV, 49 a-FSMEV,7g a-all-Flavi

- infizierte Zellen

nicht-infizierte Zellen FSMEV

Abb. 32 Ermittlung der besten Virus-Antikdrper -Kombination fr den Nachweis des IEMEV im IIFT.
FSMEV- (1) und nichtinfizierte( 2) Zel | en, i AFSMEW,4 (&),r-1667(BM F14hs(C)m-Aok(D) Gder
-1786(E) bzw. dem Uall-Flavi (F). Griin: Virusnachweis durch Antikérperbindupgblau: DAPgefarbte
Zellkerne.Maf3stab: 2qum.

3.3.1.4 Nachweisdes Vacciniavirus

Wie in Abbildung 33A ersichtlich,k am es  b-¥ACV  dneAk beilUunverdnderten
Testbedingunge (mAk-Konzentration und cLSMEinstellungen wie bei vorherigen IIFTS) zu
einem massivenUberstrahlen des Fluoreszenzmarkgkbb. 33; A1). Auch nichtinfizierte
Zellen zeigten eineausgepragte Fluoreszenz 2)A Vor diesem Hintergruh wurde eine
Anpassung der eingesetzten VA@WtikdrperKonzentration auf Grundlage einer
UVACV a1 mAk-Verdiinnungsreihe vorgenommea000ng/ml (Abb. 33; B1), 100ng/ml
(B2),10ng/mI(B3)).Sel bi ges wur dACHInAkdurchgefihrd(B46). U
Die Abbildung33B2 und B5 zeiy dass 10Gg/ml firb e i eVACVUnAK eine geeignete
Konzentration darstellt. Bei einer starker&erdinnung (1hg/ml) kam es zu einer
deutlichen Verringerung der Signalstarke (B3, B6). Hohere Konzentrationen deflimédn
zu einem uberstrahlen dérobe und unspezifischen Signa(&41, B4).

Die Verringerungder initial verwendeten mAKonzentration um 1:1000 auf 10@/ml
resultierte in deminter Abb. 34 dargestellten 1IFTErgebnissenBeide UVACV mAK zeigten
unter den angepassten Bedingungen keine Signaleusfreien ZellenAbb. 34; 2A, 2B) und
wiesen spezifiscdasVACYV in infizierten Zellen nach (1A, 1B).

Insgesamtstellten fiir den Nachweis de/ ACV s o wo WWACV als auth der
UVACV a3 geeignete mAK dar
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Abb. 33 Verdunnungsreihe der monoklonalen Antikdrper gegen dasVACV. A: UVACV mAK in
initialer Konzentrationn Kombination mitVACV- sowie nichtinfizierten Zellen B: VACV -infizierte Zellen
mit WVACV o, 0 d e-WACW,; mAK in jeweils drei verschiedenen Konzentratior{@d00, 100 und 16g/ml).
Griun: Nachweisdes jeweiligen Virusdurch Antikérperbindung blau: DAPlgefarbte Zellkerne MaR3stab:

20 um.

Abb. 34 Ermittlung der besten Virus-
Antikdrper -Kombination far den
Nachweis des ACV im IIFT. VACV- (1)
bzw. nichtinfizierte (2) Zellen, inkubiert
mi t dem -Vih@®W,; (A und
UVACVa (B) (100ng/ml).  Grin:
Nachweis des jeweiligen Virusdurch
Antikérperbindung; blau: DARgefarbte
Zellkerne. Mal3stab: 20m.
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