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Zusammenfassung 

IX 

Zusammenfassung 

Der schnelle Nachweis von Virusinfektionen ist eine entscheidende Voraussetzung, um eine 

Diagnose und damit einhergehend eine adäquate Behandlung erkrankter Personen zu 

gewährleisten. Der Ăideale diagnostische Testñ sollte u. a. sensitiv, spezifisch, schnell, robust, 

einfach in der Probenhandhabung, ohne aufwendige Gerätetechnik sowie kostengünstig sein. 

Damit wird dessen breite Anwendbarkeit erleichtert und die Möglichkeit eröffnet, den Test 

ohne ein zentrales Diagnostiklabor, z. B. direkt beim Arzt oder Ăim Feldñ durchzuführen 

(Point-of-Care-Test). Nur mittels zuverlässiger Diagnostik lassen sich Patienten effizient 

behandeln und geeignete Maßnahmen einleiten, um eine Ausbreitung von 

Infektionskrankheiten zu verhindern. Konventionelle Nachweismethoden zur Diagnostik sind 

u. a. zeitaufwendig, kostenintensiv, erfordern mehrere Probenbearbeitungsschritte, eine 

adäquate Laborausstattung oder geschultes Personal, was deren Anwendbarkeit, z.B. auch als 

Point-of-Care-Test, einschränkt. Eine vielversprechende neue Methode für die Virusdiagnostik 

und den möglichen Einsatz als Point-of-Care-Test stellt die Single Colour Reflectometry 

(SCORE)-Technologie dar. Diese optische Biosensormethode ermöglicht die markierungsfreie 

Echtzeitanalyse von Wechselwirkungen zwischen Biomolekülen. Für die vorliegende Arbeit 

wurde die Annahme verfolgt, dass über den mit Antikörpern funktionalisierten Biosensor die 

Bindung von Viren erfasst werden kann. Für die Untersuchung der SCORE-Technologie zur 

Diagnostik von Virusinfektionen wurden humanpathogene Viren (Gelbfieber-, Dengue-, 

FSME- und Vacciniaviren) angezüchtet und monoklonale Antikörper (mAk) für den Nachweis 

der genannten Viren im Labormaßstab hergestellt. In den Messungen mit einem SCORE-

Prototyp konnten mAk identifiziert werden, die für das entsprechende Virus als einzige eine 

Bindung oder ein relevant stärkeres Signal als die weiteren getesteten mAk aufweisen. Eine 

Unterscheidung der Viren auf Basis der spezifischen Bindungsmuster der mAk konnte unter 

Einbeziehung der Probenvorbereitung in weniger als 10 min, sowohl bei 22 °C als auch bei 

37 °C erfolgen. Darüber hinaus war auch der Nachweis von Antikörpern möglich. 

Untersuchungen zur Sensitivität zeigten, dass die Nachweisgrenze für das Gelbfiebervirus 

deutlich unterhalb des möglichen virämischen Virustiters einer Gelbfieber-Infektion liegt. 

Bezüglich der Messbedingungen konnten der pH-Wert, die Ionenstärke, das Puffersystem 

sowie die Konzentration der mAk und des Virus als beeinflussende Faktoren für den Virus-

Nachweis identifiziert werden. Außerdem wurde gezeigt, dass die Spezifität bzw. 

Funktionalität der mAk neben den Messbedingungen auch vom Messsystem abhängig ist. 

Insgesamt zeigt die Arbeit, dass mit der SCORE-Technologie eine schnelle, robuste, sensitive, 

spezifische Messplattform zur Verfügung steht, welche grundsätzlich für die Virusdiagnostik 

geeignet ist. Unter Berücksichtigung der Weiterentwicklung des verwendeten Prototyps durch 

die Biametrics GmbH und den damit verbunden Verbesserungen in Hinblick auf 

Probenhandhabung und Bedienung, ist die SCORE-Technologie daher prinzipiell als Point-of-

Care-Diagnostik für Virusinfektionen geeignet. 
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Abstract 

The rapid detection of viral infections is a decisive prerequisite for ensuring 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 and cost-effective. 

This facilitates its broad applicability and opens up the possibility of carrying out the test 

without a central diagnostic laboratory, e. g. directly at the physician or in the field (point-

of-care test). Only reliable diagnostics can ensure that patients are treated efficiently and 

that appropriate measures are taken to prevent the spread of infectious diseases. 

Conventional detection methods for diagnostics are time-consuming, cost-intensive, 

require several sample processing steps, adequate laboratory equipment or trained 

personnel, which limits their applicability, e.g. also as a point-of-care test. The SCORE 

technology represents a promising new method for virus diagnostics and point-of-care 

testing. This optical biosensor method enables label-free real-time analysis of interactions 

between biomolecules. The present work is based on the assumption that the binding of 

viruses can be detected via the biosensor functionalized with antibodies. To examine the 

potential of the SCORE technology for the diagnosis of viral infections human pathogenic 

viruses (yellow fever, dengue, tick-borne encephalitis and vaccinia viruses) were cultivated 

and monoclonal antibodies (mAb) were produced on a laboratory scale. In measurements 

with a SCORE prototype mAb could be identified which were the only ones with a binding 

or a relevantly stronger signal than the other mAb tested for the corresponding virus. A 

differentiation of the viruses on the basis of specific binding patterns of the mAb was 

possible in < 10 min including the sample preparation, at 22 °C as well as at 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 possible virus titer during a 

yellow fever infection. With regard to the measuring conditions, pH value, ionic strength, 

buffer system as well as the concentration of mAb and virus were identified as influencing 

factors for virus detection. It was also shown that the specificity or functionality of the 

mAb depends not only on measuring conditions but also on the 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. Taking into account 

the further development of the prototype by Biametrics GmbH leading to improvements 

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

suitable as point-of-care diagnostics for viral infections. 
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1 Einleitung 

 Infektionskrankheiten  1.1

Die Geschichte der Menschheit ist durch Infektionskrankheiten verschiedensten Ausmaßes 

geprägt. Beispielsweise infizierten sich in den Jahren 1918 - 1920 weltweit 

schªtzungsweise ein Drittel der Weltbevºlkerung mit der sogenannten ĂSpanischen 

Grippeñ [1]. Diese folgenschwere Influenza-Pandemie forderte neueren Untersuchungen 

zufolge ca. 50 - 100 Millionen Todesopfer [2].  

Nach wie vor zählen Infektionskrankheiten mit ca. 15 Millionen Fällen pro Jahr zu den 

weltweit häufigsten Todesursachen (> 25 %) [3]. Betroffen sind insbesondere 

Entwicklungsländer [3] und dort wiederum vor allem Kinder und junge Erwachsene [4], 

das ĂPotenzialñ einer Gesellschaft. Wenngleich die Inzidenz von Infektionskrankheiten in 

den Industrieländern im Laufe des letzten Jahrhunderts zum Teil rückläufig war, lenken 

diverse weltweite Ausbrüche der jüngsten Vergangenheit erneut den Fokus auf (re-) 

emerging infectious diseases [5]. Beispielsweise verursachte das in den Jahren 2014/2015 

ausgebrochene Ebola-Virus in mehreren westafrikanischen Ländern über 28 000 

Infektionen, von denen mehr als 11 000 tödlich endeten [6]. Von besonderer Relevanz sind 

in diesem Zusammenhang auch die Flaviviren (z. B. Zika-, Gelbfieber-, Dengue- und 

FSME-Viren), da der größte Teil der Weltbevölkerung in Gebieten lebt, in denen diese 

endemisch vorkommen [7]. So entwickelte sich das 2015/2016 erstmalig in Südamerika 

aufgetretene Zika-Virus insbesondere in Brasilien zu einer Epidemie, die zum Teil mit 

schweren Fehlbildungen von Föten einherging [8,9]. Dengue gehört mit jährlich knapp 400 

Millionen Infektionen [10] zu den weltweit häufigsten Erkrankungen tropischer und 

subtropischer Regionen [11]. Aufgrund der regen Reisetätigkeit bzw. der Globalisierung 

im Allgemeinen verbreiten sich Infektionserreger in kürzester Zeit weltweit und 

verursachen Ausbrüche und Todesfälle [12,13]. Ohne einen schnellen Nachweis von 

Infektionserregern oder spezifischen Antikörpern ist eine Diagnostik von Verdachtsfällen 

und Patienten nicht möglich. Darüber hinaus ist auch für die Einleitung entsprechender 

Public Health-Maßnahmen und die Überwachung einer Epi- bzw. Pandemie eine schnelle 

und zuverlässige Diagnostik notwendig [13].  

Die in dieser Arbeit vorgestellte SCORE-Technologie bietet grundlegende 

Voraussetzungen für einen schnellen und sensitiven Nachweis der Interaktion von 

Biomolekülen. Ob sich diese Technologie für den Einsatz in der Virusdiagnostik eignet, 

wird in der vorliegenden Arbeit anhand von ersten Untersuchungen gezeigt.   
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 Flaviviren 1.2

1.2.1 Taxonomie 

Die Flaviviren gehören zusammen mit den Hepaci- (prominentester Vertreter: Hepatitis C-

Virus), Pesti- und Pegiviren zur Familie der Flaviviridae [14]. Benannt wurde diese 

Familie nach dem Gelbfiebervirus (ĂPrototypñ-Virus), genauer gesagt nach dessen 

charakteristischem Krankheitsbild, der Gelbsucht (lat. Flavus, gelb) [14]. Der Gattung 

Flavivirus werden bisher mehr als 90 Viren zugeordnet, von denen 30 humanpathogen sind 

[14]. Sie zählen zu den Arboviren (arthropod-borne; durch Arthropoden übertragen) [15]. 

Basierend auf Phylogenie-Analysen viraler Proteine (Abb. 1) können die Flaviviren in 

durch Zecken übertragene Erreger (z. B. Frühsommer-Meningoenzephalitis (FSME)-

Virus), durch Moskitos übertragene Erreger (z. B. Gelbfieber-, Dengue-, West-Nil -, 

Japanische Enzephalitis- und Zika-Viren), sowie in eine dritte Gruppe mit unbekanntem 

Vektor eingeteilt werden [16,17]. 

 

 
Abb. 1 Phylogenetische Analyse der Aminosäuresequenz des E-Proteins. Zur Analyse wurde die 

Domäne 3 des E-Proteins betrachtet. FSMEV: Frühsommer-Meningoenzephalitis-Virus, #: Europäischer 

Subtyp, $: Sibirischer Subtyp §: Fernöstlicher Subtyp, DENV: 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 sphärische (ikosaedrische), membranumhüllte RNA-

Viren, die mit einem Durchmesser von ca. 50 nm zu den kleinsten Vertretern 

humanpathogener Viren gehören [14,20,21]. Das virale Genom besteht aus einer 

einzelsträngigen Ribonukleinsäure in Plusstrangorientierung (+/ssRNA) und hat eine 

Gesamtlänge von ca. 11 kb [22]. Es agiert als infektiöse mRNA und enthält nur einen 

einzigen offenen Leserahmen, der für ein zusammenhängendes (Vorläufer-)Polyprotein 

kodiert [14]. Dieses wird im Zuge der Translation durch virale und zelluläre Proteasen in 

drei strukturelle Proteine (C, E, prM) sowie sieben Nicht-Strukturproteine (NS1, NS2A, 

NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) gespalten [22]. Die C-Proteine (capsid) bilden das 

Nukleokapsid, welches die RNA umgibt (Abb. 2A). Die Lipiddoppelmembran unreifer 

Viruspartikel enthält zwei Oberflächenproteintypen, das prM- (precursor membrane) und 

das E- (envelope) Protein [23]. Im Zuge der Virusreifung werden die membranassoziierten 

Vorläuferproteine (prM) gespalten, wobei das M-Protein hierbei in der Membran verankert 

bleibt. Dieser Prozess hat die Umlagerung der E-Proteine von 60 trimeren Komplexen 

(unreife Viruspartikel) in 90 Homodimere zur Folge [24ï26] und bewirkt somit die 

Bildung reifer, infektiöser Viruspartikel (Abb. 2B). Nach einer Infektion mit einem 

Flavivirus oder einer Impfung produziert der Körper zum Schutz virusspezifische 

Antikörper. Ein Teil dieser Antikörper hat neutralisierende Eigenschaften, von denen 

einige an das E-Protein binden und somit die Virusanheftung an die Wirtszelle inhibieren 

[21,27,28]. Daher stellt dieses Oberflächenprotein für die Diagnostik ein interessantes 

Antigen dar. Für das Dengue-, West-Nil - und FSME-Virus (Abb. 2C) konnte gezeigt 

werden, dass das E-Protein aus drei verschiedenen Domänen (DI, DII, DIII) und einem 

Fusionspeptid besteht [29ï31] und mit ca. 50 kDa im Vergleich zum M-Protein (ca. 8 kDa) 

deutlich größer ist [23]. Neutralisierende Antikörper können gegen alle drei Domänen des 

E-Proteins gerichtet sein, wobei die Domäne DIII  das überwiegende Epitop darstellt [28]. 

Die Vertreter der Gattung Flaviviren sind antigenisch eng miteinander verwandt und 

können verschiedenen Serokomplexen zugeordnet werden (Abb. 1). Viren eines 

Serokomplexes sind mit ähnlichen Krankheitsbildern assoziiert [7]. Ihre E-Proteine weisen 

zum Teil homologe Aminosäuresequenzen auf, was zu serologischen Kreuzreaktionen 

führt [14,21,32].  
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Abb. 2 Schematischer Aufbau eines Flaviviruspartikels. [A]: Das aus C-Proteinen bestehende 

Nukleokapsid umschließt die virale RNA und ist selbst von einer Lipidmembran umgeben. Auf der 

Ăstacheligenñ Oberflªche des unreifen Virions (links) befinden sich 60 Trimer-Strukturen mit Heterodimeren 

aus prM- und E-Proteinen. Aus dem prM-Protein entsteht während der Virusreifung durch Abspaltung des 

pr-Anteils das M-Protein, wodurch es zur Reorganistation der E-Proteine in 90 Homodimere kommt. Dies 

führt beim reifen Virion (rechts) zu einer Glättung der Oberfläche. [B]:  Reifes, ikosaedrisches Virion mit 30 

membranassoziierten Gruppierungen von jeweils drei parallelen E-Protein-Dimeren (eine Gruppe farblich 

hervorgehoben). [C]:  Kristall-Struktur des löslichen E-Proteins des FSME-Virus, bestehend aus drei 

unterschiedlichen Domänen. (modifiziert nach [21]). 

 

 

Das NS1-Protein liegt membranassoziiert auf der Oberfläche infizierter Zellen als Dimer 

(ca. 46 kDa) [33] oder sezerniert als ca. 11 nm großes Hexamer vor [34]. Es induziert auch 

die Bildung neutralisierender Antikörper [21]. Neben der Modulation der antiviralen 

Immunantwort ist das NS1-Protein zusammen mit den anderen Nicht-Strukturproteinen 

essentieller Bestandteil des viralen Replikationskomplexes [22]. Des Weiteren sind die 

restlichen Nicht-Strukturproteine u. a. für die Spaltung des synthetisierten Vorläufer-

Polyproteins verantwortlich oder agieren im Zuge der Replikation als RNA-abhängige 

RNA-Polymerase [23]. Sie stellen jedoch keinen Bestandteil des infektiösen, reifen Virions 

dar [22]. 
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1.2.3 Lokalisation der Viren in der Wirtszelle während ihrer Replikation  

Im Zuge der Infektion binden Flaviviren mit ihren E-Proteinen an Rezeptoren der 

Wirtszelle und induzieren somit ihre Endozytose [21]. Die ins Zytoplasma freigesetzte 

RNA wird translatiert, wobei sich das naszierende Polyprotein in die Membran des 

endoplasmatischen Retikulums (ER) einlagert. Sobald die aus dem Polyprotein gespaltenen 

Nicht-Strukturproteine vorliegen, kann die Replikation der viralen RNA erfolgen [14]. Der 

Zusammenbau der unreifen Viruspartikel aus den Strukturproteinen findet in den Zisternen 

des ER statt [14,23,35]. Nach Reifung der Viren im Golgi-Apparat werden sie in 

sekretorischen Vesikeln zur Zellmembran transportiert, wo es zur Exozytose kommt [14]. 

Eine ausführliche Erläuterung des Replikationszyklus der Flaviviren ist der Abbildung 3 zu 

entnehmen. 

 

 
Abb. 3 Schematische Darstellung des Flavivirus-Replikationszyklus sowie der 

antikörpervermittelten Neutralisierun g und Verstärkung der Infektion. Die virale Infektion einer 

Wirtszelle erfolgt durch Bindung des E-Proteins und die anschließende rezeptorvermittelte Endozytose des 

Flavivirus [21]. Die Ansäuerung des pH-Wertes (< 6,6) im Endosom bewirkt die Umlagerung der E-Proteine 

von Dimer- zu Trimerstrukturen, wodurch es zur Membranfusion kommt [21]. Daraufhin wird das 

Nukleokapsid sowie die darin enthaltene virale genomische RNA ins Zytoplasma freigesetzt [35]. Während 

seiner Translation lagert sich das (Vorläufer-)Polyprotein in die Membran des endoplasmatischen Retikulums 

(ER). Virale und zelluläre Proteasen spalten es in drei Struktur- sowie sieben Nicht-Strukturproteine [35]. 

Sobald die erforderlichen Nicht-Strukturproteine synthetisiert sind, kann die Replikation des viralen RNA-

Genoms im Zytoplasma erfolgen. Der Zusammenbau der noch unreifen Viruspartikel findet in den Zisternen 

des ER statt [14,23,35]. Die pH-induzierte Reifung erfolgt im Golgi-Apparat. Damit geht die Reorganisation 

der viralen E-Proteine in Dimere einher [36]. Die infektiösen Viruspartikel werden in sekretorischen 

Vesikeln zur Zellmembran transportiert und via Exozytose oder durch Zelllyse freigesetzt [14]. (Fortsetzung) 
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Darüber hinaus ist auch die antikörpervermittelte Neutralisierung des Virus sowie das Prinzip der 

Infektionsverstärkung im Zusammenhang mit einer Sekundärinfektion gezeigt (ADE, antibody dependent 

enhancement). Durch die Bindung mehrerer neutralisierender Antikörper an die viralen E-Proteine wird eine 

Adhäsion des Virus an die Zellmembran und somit die Infektion der Zelle verhindert. Das Gegenteil 

bewirken infektionsverstärkende Antikörper, die im Rahmen der Erstinfektion gebildet und im Zuge der 

Zweitinfektion mit einem ähnlichen Virusserotyp zu schweren Krankheitsverläufen führen [37]. Sie binden 

das Virus, neutralisieren es jedoch nicht, sondern bewirken dessen verstärkte Aufnahme in die Zelle [21]. 

(modifiziert nach [38]) 

 

1.2.4 Ausgewählte Flaviviren 

1.2.4.1 Gelbfieberviren 

Der erste dokumentierte Gelbfieberausbruch fand 1648 in der Karibik statt [39]. Die 

geographische Verbreitung erstreckt sich über tropische und subtropische Regionen in 

Afrika und Südamerika [7,21]. Hauptvektoren sind Moskitos der Gattungen Aedes spp., 

insbesondere A. aegypti und A. albopictus, und Haemagogus spp. [32]. Als 

Erregerreservoirwirte gelten Affen und Menschen [32,40].  

Schätzungsweise treten jährlich 200 000 Fälle auf, von denen etwa 30 000 versterben [41], 

wobei noch weitaus höhere Inzidenzen vermutet werden. Waggoner et al. diskutiert 

Literatur, in der von 10 - 250 Gelbfieberinfektionen pro gemeldetem Fall ausgegangen 

wird [32]. Diese dramatische Unterschätzung der Fallzahlen wird u. a. auf 

Einschränkungen hinsichtlich der verfügbaren Diagnostikmöglichkeiten, das häufige 

Auftreten milder Krankheitsverläufe ohne medizinische Versorgung sowie Fälle in 

entlegenen Regionen ohne Zugang zur medizinischen Versorgung zurückgeführt [32]. 

Das Krankheitsbild reicht von subklinischen Infektionen über schweres hämorrhagisches 

Fieber bis hin zum Tod. Im Anschluss an die oft selbst-limitierende, grippeähnliche 

Infektionsphase gehen ca. 12 % der Patienten [42], nach einer kurzen Remissionsphase, in 

die lebensbedrohliche Intoxikationsphase über (biphasischer Verlauf; Abb. 4) [7,32]. Diese 

hämorrhagische Phase geht mit erneutem hohen Fieber, Multiorganversagen sowie der 

charakteristischen Gelbsucht einher. Auch neurologische Manifestationen samt Krämpfen, 

Dilirium und Koma sind möglich [7]. Innerhalb von 7 - 10 Tagen sterben knapp 50 % der 

Patienten mit schwerem Verlauf [42,43]. 
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Während der Virämie (Abb. 4), welche 1 - 2 Tage nach Infektion beginnt und 

unterschiedlich lange andauern kann, sind die Viren in Serum, Plasma und Urin 

nachweisbar [32]. In Einzelfällen wurde eine Virämiedauer von bis zu 20 Tagen berichtet 

[44]. Von Domingo et al. werden Virustiter in der virämischen Phase von bis zu 10
8
 

PFU/ml für Patienten mit einer Gelbfiebervirus (GFV)-Infektion oder unerwünschten 

GFV-Impfnebenwirkungen diskutiert [45].  

 

 
Abb. 4 Schematischer Zeitverlauf einer Gelbfieberinfektion inklusive Virämie . Die Inkubationszeit 

beträgt durchschnittlich vier Tage [46]. Die Infektionsphase ist meist selbst-limitierend. In seltenen Fällen 

folgt jedoch nach kurzer Remissionsphase (2 - 48 h) die Phase der Intoxifikation. Die Dauer der virämischen 

Phase ist unterschiedlich und erstreckt sich bei schweren Krankheitsverläufen sogar über den betrachteten 

Zeitraum hinaus. GFV-RNA ist im Urin bis zur frühen Genesung nachweisbar. (modifiziert nach [32,47]) 

 

Eine antivirale Therapie ist derzeit nicht möglich [43]. Bei dem seit 1937 verfügbaren 

attenuierten Lebendimpfstoff [21,48] handelt es sich um den GFV17D-Impfstamm [21], 

welcher aus dem Wildtyp des Gelbfiebervirus (GFVAsibi) durch fortlaufende Passagierung 

hervorgegangen ist [41]. Bereits eine einmalige Impfung bietet bei der überwiegenden Zahl 

der geimpften Personen (Schutzrate: 98 %) einen meist lebenslangen Schutz gegen 

Wildtyp-Infektionen [49,50]. 
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1.2.4.2 Dengueviren 

Bereits im Jahre 1779 sind Dengueviren (DENV) im Zusammenhang mit einem Ausbruch 

in Java beschrieben worden [7,51]. Bhatt et al. gehen von weltweit 390 Millionen 

Infizierten pro Jahr aus, von denen 96 Millionen erkranken [10]. Damit ist Dengue die 

häufigste Flavivirus-Infektion mit den global größten Krankheitsauswirkungen [21]. Die 

Inzidenz hat sich innerhalb von 50 Jahren (1959 - 2009) verdreißigfacht [52]. Die DENV 

sind in den tropischen sowie subtropischen Regionen Afrikas, Asiens, Ozeaniens, 

Australiens sowie in Mittel- und Südamerika endemisch, womit schätzungsweise 40 % der 

Weltbevölkerung in Risikogebieten leben [7]. Die Übertragung findet durch Stechmücken 

der Gattung Aedes spp., insbesondere A. aegypti und A.albopictus, statt [22,52,53]. Der 

Mensch stellt das wichtigste Virusreservoir dar [40]. 

Dengue-Infektionen können nach einer Inkubationszeit von 4 - 10 Tagen zu 

grippeähnlichen Erkrankungen mit hohem Fieber führen [54]. Das klinische Spektrum 

reicht von asymptomatisch über eine vergleichsweise milde Form (Dengue-Fieber) bis hin 

zu schweren Krankheitsverläufen (Dengue-hämorrhagisches Fieber (DHF) und Dengue-

Schock-Syndrom (DSS)) mit Todesfolge. Das selbst-limitierende Dengue-Fieber dauert 

2 - 7 Tage und geht mit starken Kopf-, Muskel- und Gelenkschmerzen sowie Erbrechen 

und einem charakteristischen Hautausschlag einher [7]. Ein geringer Prozentsatz der 

Patienten entwickelt jedoch das DHF bzw. DSS, die mit einer Mortalitätsrate von bis zu 

5 % assoziiert sind.  

DENV werden in vier antigenisch unterschiedliche, jedoch eng miteinander verwandte 

Serotypen (DENV1-4) mit jeweils mehreren Genotypen untergliedert, die zusammen einem 

Serokomplex angehören [18]. Eine überwundene Dengue-Infektion führt zu einer 

lebenslangen Immunität gegen den entsprechenden Serotyp [37]. Eine Kreuzimmunität 

hinsichtlich der anderen DENV-Serotypen besteht jedoch nur für wenige Monate [21,37]. 

Regionen, in denen verschiedene DENV-Serotypen co-zirkulieren, haben sich in den 

letzten Jahrzehnten enorm ausgedehnt. Damit einhergehend ist auch die Inzidenz der 

schweren Krankheitsverläufe (DHF/DSS) dramatisch gestiegen [53], denn eine 

vorangegangene Infektion mit einem der Serotypen begünstigt bei erneuter Infektion mit 

einem anderen Serotyp die schweren Verläufe [7]. Ursächlich dafür ist die Antikörper-

abhängige Verstärkung der Infektion (antibody-dependent enhancement (ADE) Abb. 3). 

Dieses Phänomen stellt auch eine große Herausforderung bei der Entwicklung eines 

Dengue-Impfstoffes dar [21]. Eine antivirale Therapie ist bisher nicht verfügbar [37]. 
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1.2.4.3 Frühsommer-Meningoenzephalitis-Viren 

Das FSME-Virus umfasst drei humanpathogene Subtypen, den fernöstlichen, den 

sibirischen sowie den europäischen Subtyp, wozu der in dieser Arbeit verwendete Stamm 

K23 gehört [55]. Die geographische Verbreitung der erstmalig 1937 entdeckten FSME-

Viren [56,57] erstreckt sich über den eurasischen Raum und reicht von Westeuropa über 

Russland bis nach Ostasien [7], womit es sich mit dem Vorkommen seiner Vektoren, den 

Zecken der Gattung Ixodes spp., deckt [58]. In seltenen Fällen kommt es auch zu einer 

alimentären Übertragung durch nicht pasteurisierte Milch infizierter Schafe, Ziegen und 

Kühe sowie den daraus hergestellten Produkten [59]. Als Erregerreservoire gelten 

Kleinsäugerpopulationen, insbesondere Mäuse, aber auch Vögel, Rehe sowie Rotwild [40].  

Die von den FSME-Viren hervorgerufene Frühsommer-Meningoenzephalitis zählt zu den 

gefährlichsten und mit mindestens 10 000 - 12 000 Fällen pro Jahr zu den bedeutendsten 

Infektionskrankheiten des zentralen Nervensystems in Europa und Asien [21,60,61]. In 

Europa wurde von 1974 bis 2003 ein Anstieg der Inzidenz von über 400 % registriert 

[62,63]. In Deutschland ist die FSME-Erkrankung mit einer Inzidenz von 0,7 - 2,0 Fällen 

pro 100 000 Einwohner vor allem im süddeutschen Raum endemisch, wobei 89 % aller 

Fälle in Bayern und Baden-Württemberg zu verzeichnen sind [64].  

Betrachtet man den europäischen FSMEV-Subtyp, so erkranken 2 - 30 % der Infizierten 

klinisch [57]. Die verbleibenden Patienten weisen einen subklinischen Krankheitsverlauf 

auf, weshalb Infektionen oft unentdeckt bleiben und von weitaus höheren, tatsächlichen 

Fallzahlen ausgegangen werden muss. Nach einer Inkubationszeit von 7 - 14 Tagen (in 

Ausnahmefällen: 2 - 28 Tage) treten meist grippeähnliche Symptome (Müdigkeit, Kopf- 

und Gliederschmerzen, leichtes Fieber, Appetitlosigkeit) auf [57,58]. 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 des zentralen 

Nervensystems einher, wodurch eine Meningitis, Meningoenzephalitis oder 

Meningoenzephalomyelitis auftreten kann [66,67]. Infektionen mit dem europäischen 

FSMEV-Subtyp verlaufen in der Regel weniger schwerwiegend (Letalität: 1 - 2 %) als 

Infektionen mit dem fernöstlichen Subtyp (Letalität: 20 - 40 %) [67,68]. Eine spezifische, 

antivirale Therapie gibt es bisher nicht [60]. Seit 1976 besteht aber die Möglichkeit der 

Impfung gegen alle Subtypen [58]. 
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 Orthopockenviren 1.3

Trotz der erfolgreichen Eradikation der durch Variolaviren verursachten verheerenden 

Menschenpocken, treten weiterhin zoonotische Infektionen durch z. B. Affen-, Kuh- und 

Kamelpockenviren sowie Vacciniaviren (VACV) auf [69]. Diese Vertreter gehören zur 

Gattung Orthopockenvirus innerhalb der Familie der Poxviridae [40].  

VACV führen zu Infektionen mit leichtem Fieber, lokaler Lymphknotenschwellung sowie 

lokalen pustelförmigen Hautveränderungen [40]. Das VACV stellt das ĂPrototypvirusñ zur 

Erforschung der Pockenviren dar [70]. Darüber hinaus wurde es aufgrund des milden 

Krankheitsverlaufs und der Orthopocken-Kreuzprotektivität [69] als natürlich attenuierter 

Lebend-Impfstoff zur Eradikation der Menschenpocken verwendet [70]. 

Beim VACV handelt es sich um ein behülltes, doppelsträngiges DNA-Virus mit einer 

ziegelsteinförmigen bzw. abgeflacht ellipsoiden, d.h. komplexen Symmetrie [20,70]. Es 

zählt mit ca. 300 - 310 × 240 - 250 × 110 - 140 nm zu den Größten aller Viren [20,71] und 

besitzt ein Genom aus 200 kb, das für mehr als 200 Proteine kodiert [72]. Bisher wurden 

22 Membranproteine identifiziert [70], u. a. das A27-Protein. 

In Bezug auf die Morphologie unterscheidet sich das VACV gegenüber den Flaviviren (ca. 

50 nm, ikosaedrisch) damit deutlich hinsichtlich seiner Größe und Form. 
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 Antikörper  1.4

Antikörper, 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 von B-Lymphozyten durch Kontakt mit 

körperfremden Substanzen (Antigene) erfolgt die Sezernierung von Antikörpern durch 

Plasmazellen [74,75].  

Humane Antikörper lassen sich in fünf Immunglobulinklassen (Isotypen) unterteilen: IgA, 

IgD, IgE, IgG und IgM [74]. Während sich IgA-Antikörper in Schleimhäuten sowie 

externen Sekreten (u. a. Speichel, Muttermilch) befinden und dort z. B. die Anheftung von 

Viren und Bakterien an die Schleimhautoberfläche verhindern können, ist über die 

Funktion der IgD-Antikörper, bis auf die Bindung spezifischer bakterieller Proteine, bisher 

noch wenig bekannt [76]. IgE-Antikörper stehen u. a. im Zusammenhang mit allergischen 

Reaktionen und werden bei Wurminfektionen gebildet [76]. Bei erstmaligem 

Antigenkontakt (Primärinfektion) stellen Antikörper der Klasse IgM den dominierenden 

Ig-Isotyp dar [77]. Diese werden innerhalb von ca. 1 - 7 Tagen [74,77] als früheste 

Immunglobuline im Verlauf einer Immunantwort gebildet und verdeutlichen somit die 

akute Infektionsphase einer Erkrankung [76,77]. Demgegenüber werden IgG erst ab 

ca. 7 Tagen [77] nach einem Wechsel der Immunglobulinklassen [76] gebildet und 

zirkulieren im Vergleich zu den IgM über längere Zeit [32]. Bei erneuter Infektion 

(Sekundärinfektion) stellen Antikörper der Klasse IgG den dominierenden Isotyp dar. Ihre 

Produktion erfolgt sofort auf der Grundlage der B-Gedächniszellen der Erstinfektion, 

wobei der maximale Antikörper-Serumtiter den der Primärinfektion um den Faktor 100 - 

1000 übersteigt [74,75]. 

Antikörper der IgG-Klasse stellen mit ca. 75 - 78 % den größten Anteil an Antikörpern im 

Serum dar [76,77]. Die IgGs unterteilen sich in die vier Subklassen IgG1 - IgG4. Die 

Bezeichnung der Subklassen 1 - 4 spiegelt hierbei den jeweiligen Mengenanteil im 

Blutserum wider, wonach die Subklasse IgG1 ca. 67 %, IgG2 ca. 22 %, IgG3 ca. 7 % und 

die Subklasse IgG4 ca. 4 % der IgG ausmachen [76,77]. Weitere Unterschiede liegen 

bezüglich der biologischen Eigenschaften vor, wobei die IgG insgesamt an der Pathogen-

Neutralisation, Komplementaktivierung sowie der antikörperabhängigen zellvermittelten 

Zytotoxizität beteiligt sind [76]. Gegenüber den anderen Immunglobulinen weisen die IgG-

Subtypen mit einer Halbwertszeit von ca. 3 Wochen die größte Stabilität sowie längste 

Serum-Persistenz auf [77,78].  



Einleitung 

12 

Die IgG (wie auch IgD und IgE) liegen im Gegensatz zu den IgA (Monomer oder Dimer) 

und IgM (v.a. Pentamer) als monomere Glykoproteine vor [76]. In der Literatur werden für 

die IgG1 - 4 in Abhängigkeit der Subklasse 146 - 170 kDa angegeben [77,78] sowie eine 

Größe von 14,5 nm × 8,5 nm × 4,0 nm diskutiert [79]. 

Immunglobuline bestehen aus zwei identischen schweren und zwei identischen leichten 

Polypeptidketten, die durch Disulfidbrücken untereinander verbunden sind und oft 

schematisch als Y-förmige Moleküle dargestellt werden [76,77,80]. Aufgrund der 

beweglichen Gelenkregion (Ăhinge regionñ) zwischen dem antigenbindenden (Fab)- und 

dem konstanten (Fc)-Fragment [78] weisen Antikörper jedoch eine große strukturelle 

Flexibilität auf, die weit über die Y-Form hinausgeht [78,80,81].  

Während das Fc-Fragment mit anderen Bestandteilen des Immunsystems interagiert, besitzt 

das Fab-Fragment zwei identische Bindungsstellen (Paratope) für sein spezifisches Epitop 

(Bindungsstelle des komplementären Antigens) [76]. Ein Paratop ist durch die 

hypervariablen Enden (complementarity determining regions, CDR) der schweren und 

leichten Kette des Antikörpers gekennzeichnet und bedingt die Spezifität der Bindung des 

Antikörpers an das Epitop des Antigens [76,77]. Die Paratop-Epitop-Bindung erfolgt 

hierbei nicht kovalent, sondern kann auf Wasserstoffbrückenbindungen, ionischen 

Wechselwirkungen, hydrophoben Wechselwirkungen bzw. Van-der-Waals-Kräften 

basieren [82,83] und u. a. durch den pH-Wert, die Temperatur sowie die Ionenstärke 

beeinflusst werden [82].  

Während ein individuelles Immunglobulin über seine Paratope folglich eine limitierte Zahl 

an Antigenen binden kann, können Immunglobuline praktisch gegen eine unbegrenzte 

Anzahl von Antigenen gebildet werden [76,84].  

Diese besondere Eigenschaft der spezifischen Antigen-Antikörper-Wechselwirkung sowie 

die Stabilität und Serum-Häufigkeit der IgG [76,77,84,85] ermöglichen die Verwendung 

dieser Immunglobuline als Nachweismolekül in Detektionssystemen wie z. B. Enzyme 

immunoassays (EIA, ELISA), Immunofluorescence staining (z.B. IIFT), 

Immunohistochemie, Western Blot oder der Elektronen- und Fluoreszenzmikroskopie [85].  

Die klassische Herstellung von Antikörpern für ihre Verwendung in den genannten 

Messsystemen wird durch die von Köhler und Milstein entwickelte Hybridom-Technik 

ermöglicht [86,87]: Es handelt sich hierbei um ein zellbiologisches Verfahren zur 

Herstellung von Hybridomzellen, die ohne weitere Stimulierung durch das Antigen 

kontinuierlich Antikörper sezernieren. Hierfür werden in vitro zwei Zelltypen derselben 

Tierart mit unterschiedlichen Eigenschaften fusioniert. Die Fähigkeit zur 
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Antikörperproduktion erhalten die Hybridomzellen von den B-Lymphozyten, die aus der 

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

Die Eigenschaft der Unsterblichkeit resultiert von den permanenten B-Zell-Tumorzellen. 

Die Zellhybride (Hybridomzellen) werden anschließend hinsichtlich der Produktion des 

gewünschten Antikörpers, z. B. per ELISA oder IIFT, überprüft und selektiert [84]. Die 

Hybridom-Technik ermöglicht damit, aus dem Gemisch diverser antikörperproduzierender 

Zellen, deren Antikörper gegen unterschiedliche Epitope gleicher oder verschiedener 

Antigene gerichtet sind (polyklonale Antikörper), einzelne antikörperproduzierende 

Hybridomzellen zu isolieren. Somit können monoklonale Antikörper hergestellt werden, 

die lediglich ein einziges Epitop erkennen. 

Auf Basis der Hybridom-Technik war es möglich, monoklonale Antikörper gegen 

Flaviviren im allgemeinen (Ŭ-all-Flavi [88]) sowie gegen das GFV (Ŭ-GFV6330, Ŭ-GFV6538 

[89]), DENV (Ŭ-all-DENV, Ŭ-DENV1, Ŭ-DENV2, Ŭ-DENV3, Ŭ-DENV4 [88]), FSMEV 

(Ŭ-FSMEV75, Ŭ-FSMEV1367, Ŭ-FSMEV1418, Ŭ-FSMEV1493, Ŭ-FSMEV1786 [90]) sowie 

gegen das VACV (VACVA1 und Ŭ-VACV A3 [91]) zu gewinnen. Die Eignung der 

Antikörper als Nachweismolekül für das GFV, DENV, FSMEV und VACV wurde u. a. 

mit Messsystemen wie dem IIFT und ELISA gezeigt. Die im Rahmen dieser Arbeit 

verwendeten Antikörper gehören zur (Sub-)Klasse der IgG1 bzw. IgG2 Antikörper 

(Tab. 9) und sind im Fall der Flaviviren fast ausschließlich gegen das E-Protein [90,92ï97] 

und im Fall des VACV gegen das A27-Protein gerichtet [91].  

 

 Diagnostik von Virusinfektionen 1.5

Bessere und umfassend verfügbare Nachweismethoden zur Diagnostik von 

Virusinfektionen würden die Kontrolle vieler Infektionskrankheiten erleichtern und zur 

Verbesserung der Identifikation, des Managements und der Surveillance von 

Krankheitsfällen beitragen [4] sowie die Zahl schwerer Krankheitsverläufe reduzieren [54]. 

Hierbei ist insbesondere der schnelle Nachweis von Virusinfektionen von entscheidender 

Bedeutung, um eine Diagnose und eine adäquate Behandlung der Patienten zu 

gewährleisten. 

Der Ăideale diagnostische Testñ sollte u. a. sensitiv, spezifisch, schnell, robust, einfach in 

der Probenhandhabung und den technischen Anforderungen sowie kostengünstig sein [4]. 

Abhängig von den Eigenschaften eines diagnostischen Tests, kann dieser als Point-of-

Care-Test angewendet werden. Hierbei handelt es sich um einen diagnostischen Test, der 

nicht in einem zentralen Diagnostiklabor, sondern z. B. direkt beim Arzt oder Ăim Feldñ 
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durchgeführt werden kann und dessen Ergebnis innerhalb kürzester Zeit vorliegt. Somit 

können unmittelbar therapeutische Maßnahmen für den Patienten [4,98] sowie geeignete 

Vorkehrungen zur Verhinderung einer Ausbreitung der Infektionskrankheit eingeleitet 

werden. Die Eignung eines diagnostischen Tests für eine Point-of-Care-Diagnostik hängt 

davon ab, in welchem Umfang die oben genannten Eigenschaften eines Ăidealen 

diagnostischen Testsñ erf¿llt sind.  

Konventionelle Methoden der Virusdiagnostik umfassen die Virusanzucht, den Antigen-, 

den Nukleinsäure- und den Antikörpernachweis [32,99ï102]; darüber hinaus stellen auch 

die Elektronenmikroskopie und histologische Methoden weitere Diagnostikmöglichkeiten 

dar.  

Die Virusanzucht, als eine traditionelle Methode der Virusdiagnostik, ist im Vergleich zu 

modernen molekularbiologischen Nachweisverfahren zeit- (1 - 2 Tage bis 1 - 3 Wochen), 

labor- und kostenintensiv und bedarf einer stringenten Probenhandhabung, um die 

Viabilität des Virus zu erhalten [32,99ï102]. Gleichwohl hat die Virusanzucht auch 

gegenwärtig ihren spezifischen Stellenwert in der Virusdiagnostik, da sie als einzige 

Methode die Möglichkeit eröffnet, infektiöse Viruspartikel nachzuweisen, zu 

quantifizieren und Viren für die weitere Charakterisierung zu gewinnen [32,96,99]. 

Zusätzlich ermöglicht die Virusanzucht einfacher als die anderen genannten Methoden (mit 

Ausnahme der Elektronenmikroskopie [100]) auch andere, ursprünglich nicht in der Probe 

vermutete Viren zu identifizieren [99,102].  

Der Antigennachweis, z.B. durch Immunofluorescence staining (z.B. IIFT), 

Immunohistochemical staining oder Enzyme immunoassays (EIA, ELISA) kann innerhalb 

von 2 - 4 Stunden erfolgen, ist sensitiv, spezifisch und im Multiplex-Ansatz möglich 

[4,99,100,102]. Der Antigennachweis ist kostengünstiger als die Virusanzucht und 

insbesondere auch für die Diagnostik von Viren relevant, welche in der Zellkultur langsam 

wachsen oder labil sind [4,99]. Gleichwohl setzt der Antigennachweis die Markierung des 

Antigens oder des Detektionsmoleküls und eine entsprechende Laborausstattung voraus. 

Die Nukleinsäure-basierte Virusdiagnostik ist hochsensitiv, hochspezifisch, innerhalb von 

1 - 4 Stunden möglich und multiplexfähig [4,96,99,100,103]. Jedoch sind die Tests 

kostenintensiv und setzen eine entsprechende technische Ausstattung, Probenvorbereitung 

und zur Verhinderung falsch-positiver Resultate einen adäquaten Probenumgang voraus 

[4,32,101,102]. Die PCR-basierte Virusdiagnostik erlaubt jedoch keine Aussage über die 

biologischen Eigenschaften des Virus, da nur die Nukleinsäuren detektiert werden [96]. 



Einleitung 

15 

Der serologische Nachweis einer Virusinfektion anhand von Antikörpern, die infolge der 

Immunantwort auf das Virus gebildet wurden (1.4), stellt eine klassische Methode der 

Virusdiagnostik dar. Er ist innerhalb von 2 - 3 Stunden möglich und basiert v. a. auf dem 

Nachweis von spezifischen IgM-, aber auch IgG-Antikörpern [32,99] (1.4). Hierbei finden 

z. B. der IIFT, der ELISA und der Serum-Neutralisationstest Anwendung [32,102]. Einen 

relevanten Störfaktor stellen Kreuzreaktivitäten der Antikörper dar [14,21,32]. Da sich die 

Bindung der spezifischen Antikörper im ELISA und IIFT nicht direkt nachweisen lässt, 

sind zusätzliche Inkubationsschritte mit markierten Zweit-Antikºrpern (Ŭ-IgM, Ŭ-IgG), 

welche mit einem Fluorochrom oder Enzym gekoppelt sind, erforderlich. 

Die Elektronenmikroskopie stellte ab den 1960er Jahren bis zur Entwicklung 

molekularbiologischer und genetischer Methoden ein Routineverfahren der 

Virusdiagnostik dar [100]. Sie zeichnet sich u. a. durch eine Ăoffenen Blickñ auf die Probe 

aus [100,102], da keine vorherige Selektion (z.B. durch Kultivierung, Primer oder 

Antikörper) erfolgt. Darüber hinaus ermöglicht die Elektronenmikroskopie eine schnelle 

Analyse Ăunreinerñ Proben [100]. Diesen Vorteilen stehen eine geringere Sensitivität und 

Spezifität als die der oben genannten Verfahren und die anspruchsvollen, kostenintensiven 

technischen Voraussetzungen gegenüber [100ï102]. 

Insgesamt sind die beschriebenen konventionellen diagnostischen Tests somit zum Teil 

zeitaufwendig, kostenintensiv, erfordern mehrere Probenbearbeitungsschritte, eine 

adäquate Laborausstattung oder geschultes Personal. Keine der beschriebenen 

Diagnostikmethoden vereinigt alle Eigenschaften für einen optimalen Test bzw. Point-of-

Care-Test. Eine vielversprechende Methode für die Virusdiagnostik und den möglichen 

Einsatz als Point-of-Care-Test stellen Biosensor-basierte Technologien dar [101,104]. 
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 Biosensor-Technologie 1.6

Biosensoren finden u. a. im Bereich der Medizin, Wirkstoffentwicklung, Biotechnologie, 

Lebensmittelindustrie und der Umweltüberwachung Anwendung [104]. Sie bestehen aus 

einer sensitiven, selektiven Schicht und einem Transducer [104,105]. Bei der Interaktion 

eines Analyten mit der sensitiven Schicht erfolgt mit Hilfe des Transducers die 

Umwandlung der Änderung einer physikalischen Größe in ein messbares Signal [105,106]. 

Bei den Biosensor-Technologien können optische, elektrochemische, thermometrische, 

piezoelektrische und magnetische Signalübertragungsprinzipien unterschieden werden 

[104].  

1.6.1 Optische Biosensoren 

Optische Biosensoren zeichnen sich durch eine hohe Spezifität und Sensitivität, ein kleines 

Format sowie Kosteneffektivität aus und stellen die häufigste Variante der Biosensoren dar 

[104]. Abhängig von der Fragestellung kann die sensitive Schicht z. B. aus Antikörpern 

bestehen, wobei der Analyt das entsprechende Antigen darstellt und vice versa [104]. 

Alternativ können z. B. auch Enzyme, Rezeptoren und Nukleinsäuren als sensitive Schicht 

fungieren [104]. Optische Biosensoren lassen sich in markierungsbasierte und 

markierungsfreie Verfahren unterteilen [104]. Der markierungsfreie, direkte Nachweis 

biologischer Substanzen bietet hierbei Vorteile gegenüber den klassischen Endpunkt-

Analysemethoden (z. B. IIFT, ELISA) und den markierungsbasierten optischen Biosensor-

Technologien, da auf die Markierung verzichtet und somit Arbeitsschritte, Kosten und Zeit 

gespart werden können.  

Als derzeit vorherrschend für die optische markierungsfreie Interaktionsanalyse von 

Biomolekülen ist die Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie (surface plasmon 

resonance (SPR)) zu nennen [104]. In Bezug auf die Virusdiagnostik konnte mittels SPR 

u. a. gezeigt werden, dass prinzipiell die Detektion von einzelnen Viruspartikeln und 

Antikörpern möglich [107ï110] ist. Gleichwohl ist die SPR durch Eigenschaften 

gekennzeichnet, die ihre Anwendbarkeit als diagnostische Methode bzw. Point-of-Care-

Test einschränken. So wird die sensitive Schicht auf einem kostenintensiven Sensorchip 

(vergoldeter Glasträger) immobilisiert. Darüber hinaus ist sie sehr empfindlich gegenüber 

Temperaturänderungen, was eine entsprechende technische Ausstattung des Messgerätes 

notwendig macht [111,112]. Eine Alternative stellt die neueartige Single Colour 

Reflectometry (SCORE)-Technologie dar.  
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1.6.2 SCORE-Technologie 

Bei der vom Kooperationspartner Biametrics GmbH entwickelten SCORE-Technologie, 

auch als 1-lambda Reflektometrie bezeichnet, handelt es sich um eine neue optische 

Messmethode zur markierungsfreien Echtzeitanalyse von Wechselwirkungen zwischen 

Biomolekülen [112]. Die SCORE-Technologie basiert auf der reflektometrischen 

Interferenzspektroskopie (RIfS) [112]. Sie macht sich die Interferenz von Ăquasi-

monochromatischemñ Licht an den Schichtgrenzen des Biosensors zunutze und detektiert 

die Änderung der optischen Schichtdicke infolge eines Bindungsereignisses [105,106]. 

Die Grundlage bildet ein transparenter Biosensorchip, welcher auf der Vorderseite mit 

einer sensitiven Schicht versehen ist [105,106]. Diese Schicht kann z. B. aus 

immobilisierten monoklonalen Antikörpern (mAk) bestehen, welche als Liganden dienen. 

Die Rückseite des transparenten Biosensors wird mit Ăquasi-monochromatischemñ Licht 

bestrahlt (LED), welches an den beiden Grenzschichten ĂChip/sensitive Schichtñ und 

Ăsensitive Schicht/Pufferñ zum Teil reflektiert wird (Abb. 5A) [105,106]. Im Fall der 

Bindung von Biomolekülen (z. B. Antigenen) an die sensitive Schicht (z. B. Antikörper) 

erhöht sich dort die optische Schichtdicke [105,106]. Diese stellt das Produkt aus der 

physikalischen Schichtdicke Ădñ und dem Brechungsindex Ănñ dar [112]. Die 

Schichtdickenerhöhung aufgrund des Bindungsereignisses resultiert in einer verstärkten 

Reflexion an der zweiten Grenzschicht (Ăsensitive Schicht/Pufferñ) (Abb. 5B). Dies führt 

zu einer veränderten Interferenz beider reflektierten Lichtstrahlen, was wiederum zu einer 

Änderung der Intensität des insgesamt reflektierten Lichtes führt (Abb. 5C). Letzteres wird 

von einer Photodiode bzw. CCD-Kamera detektiert [105]. Die zeitaufgelöste Erfassung der 

Intensitätsänderung des reflektierten Ăquasi-monochromatischenñ Lichtes ermöglicht somit 

die direkte Analyse von Interaktionen zwischen Biomolekülen in Echtzeit (Abb. 5D). Die 

SCORE-Technologie erlaubt es, verschiedene Liganden auf einem Biosensor zu 

immobilisieren und somit parallel verschiedene Analyt/Ligand-Interaktionen zu 

untersuchen. 

Wie oben beschrieben, bedarf die SCORE-Technologie keiner Markierung des Analyten 

oder Liganden. Somit können mögliche Einflüsse der Markierung auf das 

Bindungsverhalten des Analyten oder Liganden ausgeschlossen werden [111]. Gegenüber 

konventionellen Methoden der Virusdiagnostik wie z. B. ELISA entfallen folglich 

aufwendige Arbeitsschritte und die Notwendigkeit weiterer Markierungsreagenzien, was 

zu einer Kosten- und Zeitersparnis führt [106,111]. Darüber hinaus werden die 
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Interaktionen zwischen Biomolekülen mit der SCORE-Technologie in Echtzeit erfasst, 

sodass Messergebnisse innerhalb von Minuten vorliegen.  

Gegenüber der SPR ergeben sich in Hinblick auf die Temperaturempfindlichkeit und 

Verbrauchsmaterialen wesentliche Unterschiede. So wird die bei der SCORE-Technologie 

erfasste optische Schichtdicke (n × d) nahezu nicht durch die Temperatur beeinflusst, da 

sich beide Größen (n, d) bei Temperaturänderungen gegenläufig verhalten [105,111,112]. 

Außerdem bestehen die Biosensorchips aus Glas oder Plastik, womit die 

Verbrauchsmaterialien günstiger als bei der SPR sind [106]. 

Insgesamt weist die SCORE-Technologie damit gegenüber konventionellen Methoden der 

Virusdiagnostik und alternativen optischen Biosensortechnologien entscheidende Vorteile 

auf, was sie zu einer vielversprechenden neuen Methode für die Virusdiagnostik macht. 

 

 

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

Ăquasi-monochromatischemñ Licht bestrahlt. An den Grenzschichten ĂChip/sensitive Schicht (z. B. 

Antikörper)ñ (violetter Pfeil) und Ăsensitive Schicht/Pufferñ (gr¿ner Pfeil) wird das Licht zum Teil reflektiert. 

[B]: Infolge der Bindung des Analyten (z. B. Viren) an die sensitive Schicht erhöht sich die optische 

Schichtdicke (Produkt aus physikalischer Schichtdicke Ădñ und Brechungsindex Ănñ). Die 

Schichtdickenerhºhung f¿hrt zu einer verstªrkten Reflexion an der Grenzschicht Ăsensitive Schicht/Pufferñ 

(roter Pfeil). Dies resultiert in einer veränderten Interferenz beider reflektierten Lichtstrahlen. [C]: Dadurch 

kommt es zu einer Änderung der Intensität des insgesamt reflektierten Lichtes. [D]: Die zeitaufgelöste 

Erfassung der Intensitätsänderung des reflektierten Lichtes ermöglicht die direkte Analyse von Interaktionen 

zwischen Biomolekülen in Echtzeit. (erstellt nach [106,112]) 
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 Zielsetzung 1.7

Konventionelle Nachweismethoden zur Diagnostik von Virusinfektionen sind u. a. 

zeitaufwendig, kostenintensiv, erfordern mehrere Schritte der Probenbearbeitung, 

geschultes Personal sowie eine adäquate Laborausstattung, was deren Anwendbarkeit, z. B. 

auch als Point-of-Care-Test, einschränkt. Eine vielversprechende neue Methode für die 

Virusdiagnostik und den möglichen Einsatz als Point-of-Care-Test stellt die Biosensor-

basierte SCORE-Technologie dar. Da diese optische Methode die markierungsfreie 

Echtzeitanalyse von Wechselwirkungen zwischen Biomolekülen erlaubt, wird sie in der 

vorliegenden Arbeit auf ihre Verwendbarkeit als eine Virus-Nachweismethode untersucht.  

Als Probenmaterial sollen hierfür zunächst verschiedene relevante humanpathogene Viren 

sowie geeignete Antikörper für den Virusnachweis bereitgestellt werden. Die 

Antikörperauswahl soll sich hierbei an der mit anderen Methoden nachgewiesenen 

Eignung für den Virusnachweis orientieren. 

Hierbei soll untersucht werden, inwieweit die Bindung der Viren an die Antikörper mit 

dem neuartigen Biosensor detektierbar ist. Auf Biosensor-Chips immobilisierte Antikörper 

sollen mit verschiedenen Viruspräparationen auf ihre Bindungseigenschaften bezüglich 

Spezifität und Sensitivität getestet werden. Sofern ein entsprechender Virusnachweis 

möglich ist, sollen die Messbedingungen evaluiert und optimiert werden. Darüber hinaus 

wäre dann zu prüfen, ob die Detektion der Viren auch in komplexen Proben (z. B. 

humanem Blutserum) möglich ist.  

In Ergänzung zu den Analysen mit der SCORE-Methode sind Untersuchungen mit einer 

anderen Nachweismethode vorzunehmen, um die erzielten Ergebnisse in Hinblick auf die 

Antikörperauswahl und den Virusnachweis vergleichen und bewerten zu können. 

 

Ziel der Arbeit ist die Klärung der Frage, ob mittels der SCORE-Technologie ein 

markierungsfreier Nachweis von spezifischen Virus-Antikörperbindungen für den Einsatz 

in der Virusdiagnostik möglich ist. 
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2 Material  und Methoden 

 Material  2.1

Geräte, Verbrauchsmaterialien und Chemikalien des täglichen Laborbedarfs wurden nicht 

gesondert aufgeführt. 

2.1.1 Geräte, Verbrauchsmaterialien und kommerzielle Reaktionsansätze 

Tab. 1 Geräte 

Gerät Spezifikation Hersteller 

Analysenwaage RC 210P Sartorius, Göttingen, DE 

Bioreaktor Taumelrotationskammer Geske & Kretzschmar GbR, Berlin, DE 

Prototyp SCORE-Prototyp, inkl. leistungsstarkem PC Biametrics, Tübingen, DE 

Elektronenmikroskop Tecnai 12 Biotwin FEI, Hilsboro, US 

Fluoreszenzmikroskop EUROStar II EUROIMMUN, Lübeck, DE 

Fraktionssammler Pharmacia FRAC-100 Amersham Biosciences AB, Uppsala, SE 

Homogenisator SpeedMill PLUS Analytik Jena, Jena, DE 

Konfokales Laser Scanning Mikroskop LSM 780 confocal microscope Carl Zeiss, Oberkochen, DE 

Laborofen MINO/30 Genlab LTD, Widnes, GB  

Lichtmikroskope Primovert; Axiovert 40 C Carl Zeiss, Oberkochen, DE 

Pumpe (Antikörper-Aufreinigung) Gilson minipuls 2 Abimed, Langenfeld, DE 

Pumpe (Biosensor-Technologie) REGLO Digital 2-Ch 8-R Var-Speed Ismatec, Wertheim, DE 

Real-Time PCR System ABI 7500 Applied Biosystems, Foster City, US 

 CFX 96 Bio-Rad, München, DE 

Spektralphotometer NanoDrop 1000 PEQULAB Biotechnologie, Erlangen, DE 

Titerplane - EUROIMMUN, Lübeck, DE 

Ultraschallgerät Ultrasonic Cleaner, Modell 1510 Branson, Danbury, US 

UV-Crosslinker Stratalinker®, Modell 2400 Stratagene, La Jolla, US 

Vakuumexsikkator DURAN®, Ø 300 mm DWK Life Sciences, Wertheim, DE 

Vakuumpumpe Membranpumpe, Typ MP 201 E Ilmvac, Ilmenau, DE 

 

Tab. 2 Verbrauchsmaterialien 

Produkt Spezifikation Bezugsquelle 

Affinitätschromatographie-Säule HiTrap Protein G HP, 5 ml GE Healthcare, Little Chalfont, GB 

Biosensor-Chip 75 × 25 × 1,1 mm, Glas, einseitig beschichtet Biametrics, Tübingen, DE 

Dialyseschlauch  VISKING, MWCO 12-14K, Porengröße: 25 Å, Ø 21 mm Serva, Heidelberg, DE 

Flaschenaufsatzfilter Rapid-FlowTM, SFCA-Membran, 0,2 µm bzw. 0,45 µm Nalgene, Rochester, US 

Mikrotiterplatte 24- und 96-Kavitäten MaxiSorpTM-Mikrotiterplatte Nunc, Roskilde, DK 

quadriPERM®-Platten  4 × 12 Sarstedt, Nümbrecht, DE 

Stickstoff Gas, Stickstoff 5.0 Linde, Pullach, DE 

Zellkulturflaschen NunclonTM Surface; 25 cm3, 75 cm3,175 cm3 Nunc, Roskilde, DK 

Zentrifugen-Filtereinheiten Amicon® Ultra 15 ml, 100 kDa Merck Millipore, Burlington, US 

 

Tab. 3 Kommerzielle Reaktionsansätze 
Produkt  Bezugsquelle 

AgPath-IDÊ One-Step RT-PCR Kit  Applied Biosystems, Foster City, US 

Anti-FSME-Viren-IIFT  EUROIMMUN, Lübeck, DE 

Anti-Gelbfieber-Viren-IIFT  EUROIMMUN, Lübeck, DE 

IIFT: Flaviviren-Mosaik 1 (IgG)  EUROIMMUN, Lübeck, DE 

PureLink® Viral RNA/DNA Mini Kit   Thermo Fisher Scientific, Waltham, US 

QIAamp DNA Blood Mini Kit   QIAGEN, Hilden, DE 

QIAamp Viral RNA Mini Kit  QIAGEN, Hilden, DE 
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2.1.2 Chemikalien, Puffer und Gebrauchslösungen 

Tab. 4 Chemikalien und biologische Agenzien 
Substanz Bezugsquelle 

10 × Puffer Invitrogen, Karlsruhe, DE 

Aceton (Ó 99,5 %) Sigma-Aldrich, München, DE 

Aceton (wasserfrei, Ó 99,8 %) Sigma-Aldrich, München, DE 

BSA (Bovines Serum Albumin, Fraktion V) Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Calciumchlorid-Dihydrat Merck, Darmstadt, DE 

CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propansulfonat Hydrat, Ó 98 % ) Sigma-Aldrich, München, DE 

CMC (Carboxymethylzellulose) Fluka, Buchs, CH 

DCPEG (Dicarboxy-Polyethylenglykol, 2000 Da) Rapp Polymere, Tübingen, DE 

DIC (N,N -́Diisopropylcarbodiimid) Sigma-Aldrich, München, DE 

Dichlormethan Sigma-Aldrich, München, DE 

Dinatriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt, DE 

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck, Darmstadt, DE 

DMEM-Pulver (high glucose) Life Technologies, Darmstadt, DE 

DMF (N,N-Dimethylformamid) Sigma-Aldrich, München, DE 

DMF (N,N-Dimethylformamid, H2O < 0,01 %) Sigma-Aldrich, München, DE 

DMSO (Dimethylsulfoxid) Merck, Darmstadt, DE 

dNTPs Invitrogen, Karlsruhe, DE 

EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) Sigma-Aldrich, München, DE 

Eisessig (Essigsäure, 100 %) Merck, Darmstadt, DE 

Ethanol Merck, Darmstadt, DE 

FKS (Fötales Kälberserum) PAA, Cölbe, DE 

FluoroshieldTM Mounting Medium (mit DAPI) Sigma-Aldrich, München, DE 

Formaldehyd (37 %) Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Glutaraldehyd (für TEM) Sigma-Aldrich, München, DE 

Glycin Carl Roth, Karlsruhe, DE 

GOPTS (3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan) Sigma-Aldrich, München, DE 

HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N´-2-ethansulfonsäure) Merck, Darmstadt, DE 

Humanes Blutserum (ohne Flaviviren oder Antikörper gegen Flaviviren) RKI, Berlin, DE 

Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt, DE 

Leibovitz-15-Pulver Life Technologies, Darmstadt, DE 

L-Glutamin Life Technologies, Darmstadt, DE 

Magnesiumchlorid  Invitrogen, Karlsruhe, DE 

Magnesiumchlorid-Hexahydrat Merck, Darmstadt, DE 

Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe, DE 

MOPS (3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure) Sigma-Aldrich, München, DE 

Naphthol-Blauschwarz Sigma-Aldrich, München, DE 

Natriumacetat (wasserfrei) Merck, Darmstadt, DE 

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat Merck, Darmstadt, DE 

Natriumhydrogencarbonat Merck, Darmstadt, DE 

NHS (N-Hydroxysuccinimid) Sigma-Aldrich, München, DE 

Paraformaldehyd Carl Roth, Karlsruhe, DE 

PCR-Wasser Fluka, Buchs, CH 

Penicillin/Streptomycin PAA, Cölbe, DE 

RPMI 1640-Pulver Life Technologies, Darmstadt, DE 

SDS (Natriumlaurylsulfat) Sigma-Aldrich, München, DE 

ɓ-Propiolacton Ferak, Berlin, DE 

Triton X-100 Sigma-Aldrich, München, DE 

Trizma® base Sigma-Aldrich, München, DE 

Tween® 20 Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Urea Sigma-Aldrich, München, DE 
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Tab. 5 Puffer und Gebrauchslösungen 

Name Zusammensetzung 

Bindungspuffer 20 mM Phosphatpuffer, pH-Wert 7,0 

CMC-Medium 1,6 g CMC auf 100 ml Zellkulturmedium (ohne Zusätze) 

DCPEG-Lösung 4 mg/ml DCPEG in Dichlormethan 

Einfriermedium 90 % FKS, 10 % DMSO 

Elutionspuffer 0,1 M Glycin-Puffer, pH-Wert 2,7 

Formalin 3,7 % Formaldehyd in PBS 

Glutaraldehyd-Lösung 2,5 % Glutaraldehyd, 0,05 M HEPES, pH-Wert 7,2 

HEPES 10 mM HEPES, pH-Wert 7,4 

MOPS 25 mM MOPS, pH-Wert 6,0, 7,2, 7,4, 7,6  

MOPS-NaCl 25 mM MOPS, 150 mM NaCl, pH-Wert 7,4 

MOPS-Tween 25 mM MOPS, 0,05 % Tween® 20, pH-Wert 6,0 

MOPS-Urea 25 mM MOPS, pH-Wert 6,0, 3 M oder 6 M Urea  

Naphthol-Blauschwarz-Lösung  1 g Naphthol-Blauschwarz, 13,6 g Natriumacetat (H2O-frei), 60 ml Eisessig, ad 1 l ddH2O 

Paraformaldehyd (PFA)-Lösung 20 % PFA, 0,5 M HEPES, pH-Wert 7,2 

PBS 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na2HPO4Ā2H2O, 0,24 g KH2PO4, 0,1 g CaCl2Ā2H2O, 0,1 g 

MgCl2Ā6H2O, ad 1 l ddH2O, pH-Wert 7,2 

PBS -/-  8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na2HPO4Ā2H2O, 0,24 g KH2PO4, ad 1 l ddH2O, pH-Wert 7,2 

PBS-Tween 0,2 % Tween® 20 in PBS, pH-Wert 7,2 

Phosphatpuffer 10 mM Phosphatpuffer, pH-Wert 7,4 

Tris-Puffer 1 M Trizma® base, pH-Wert 9,0 

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

 

2.1.3 Zellen, Viren und Antikörper  

Tab. 6 Zelllinien  
Zelllinien Ursprung  Zellkulturmedium / Zusätze Quelle 

PS Schwein (Sus scrofa), 

Nierenzellen  

L-15 / 5 % FKS, 2 mM L-Glutamin RKI, Berlin, DE 

Vero E6 Äthiopische Grünmeerkatze 

(Cercopithecus aethiops), 

Nierenepithelzellen  

DMEM / 10 % FKS (für TEM: 1 %), 

2 mM L-Glutamin 

ATCC, CRL-1586 

Hybridom D1-4G2-4-15 Maus (Mus musculus)  RPMI 1640 / 10 % FKS, 1 % Penicillin-

Streptomycin, 2 mM L-Glutamin 

RKI, Berlin, DE 

Hybridom D3-2H2-9-21 s. o. s. o. RKI, Berlin, DE 

Hybridom HB47 s. o. s. o. RKI, Berlin, DE 

Hybridom 3H5-1-21 s. o. s. o. RKI, Berlin, DE 

Hybridom HB49 s. o. s. o. RKI, Berlin, DE 

Hybridom 1H10-6-7 s. o. s. o. RKI, Berlin, DE 

Hybridom 75-2 s. o. s. o. RKI, Berlin, DE 

Hybridom 1367-4 s. o. s. o. RKI, Berlin, DE 

Hybridom 1418-2 s. o. s. o. RKI, Berlin, DE 

Hybridom 1493-1 s. o. s. o. RKI, Berlin, DE 

Hybridom 1786-3 s. o. s. o. RKI, Berlin, DE 

Hybridom 6330 s. o. s. o. RKI, Berlin, DE 

Hybridom 6538 s. o. s. o. RKI, Berlin, DE 

 

Tab. 7 Zellkulturmedien  
Zellkulturmedien Zusammensetzung pH-Wert Bezugsquelle 

DMEM  13,3 g DMEM-Pulver, 3,7 g NaHCO3, ad 1 l ddH2O 7,2 RKI, hauseigene Herstellung 

L-15   13,86 g L-15-Pulver, ad 1 l ddH2O 7,2 RKI, hauseigene Herstellung 

RPMI 1640  10,43 g RPMI 1640-Pulver, 2,0 g NaHCO3, ad 1 l ddH2O 7,2 RKI, hauseigene Herstellung 
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Tab. 8 Viren  
Familie Gattung Spezies Serotyp / Stamm Abkürzung Sicherheitsstufe Quelle 

Flaviviridae Flavivirus Denguevirus Serotyp 1 / VR344 DENV1 3 RKI, Berlin, DE 

Serotyp 2 / VR345 DENV2 3 RKI, Berlin, DE 

Serotyp 3 / VR1256 DENV3 3 RKI, Berlin, DE 

Serotyp 4 / VR1257 DENV4 3 RKI, Berlin, DE 

FSME-Virus  Stamm K23 FSMEV 3 RKI, Berlin, DE 

Gelbfiebervirus Stamm Asibi GFVAsibi 3 RKI, Berlin, DE 

Stamm 17D GFV17D 2 RKI, Berlin, DE 

Poxviridae Ortho-

pockenvirus 

Vacciniavirus Stamm NYCBH VACV 2 RKI, Berlin, DE 

       

        

Tab. 9 Antikörper  

Bezeichnung Spezifikation Spezies Isotyp Zielstruktur Bezugsquelle 

Ŭ-all-Flavi mAk Anti-Flavivirus mAk D1-4G2-4-15 Maus IgG2a E-Protein  eigene Herstellung 

Ŭ-all-DENV mAk Anti-DENV mAk D3-2H2-9-21 Maus IgG2a - eigene Herstellung 

Ŭ-DENV1 mAk Anti-DENV 1 mAk HB-47 Maus IgG1 E-Protein eigene Herstellung 

Ŭ-DENV2 mAk  Anti-DENV 2 mAk 3H5-1-21 Maus IgG1 E-Protein eigene Herstellung 

Ŭ-DENV3 mAk  Anti-DENV 3 mAk HB-49 Maus IgG1 NS1-Protein eigene Herstellung 

Ŭ-DENV4 mAk  Anti-DENV 4 mAk 1H10-6-7 Maus IgG1 E-Protein eigene Herstellung 

Ŭ-FSMEV75 mAk Anti-FSMEV mAk 75-2 Maus IgG1 E-Protein eigene Herstellung 

Ŭ-FSMEV1367 mAk Anti-FSMEV mAk 1367-4 Maus IgG2b - eigene Herstellung 

Ŭ-FSMEV1418 mAk Anti-FSMEV mAk 1418-2 Maus IgG1 E-Protein eigene Herstellung 

Ŭ-FSMEV1493 mAk Anti-FSMEV mAk 1493-1 Maus IgG1 E-Protein eigene Herstellung 

Ŭ-FSMEV1786 mAk Anti-FSMEV mAk 1786-3 Maus IgG1 E-Protein eigene Herstellung 

Ŭ-GFV6330 mAk Anti-GFV mAk 6330 Maus IgG2a E-Protein eigene Herstellung 

Ŭ-GFV6538 mAk Anti-GFV mAk 6538 Maus IgG2a E-Protein eigene Herstellung 

Ŭ-VACV A1 mAk Anti-VACV mAk A1/40-1 Maus IgG1 A27-Protein RKI (Dr. Stern), Berlin, DE 

Ŭ-VACV A3 mAk Anti-VACV mAk A3/710-20 Maus IgG2b A27-Protein RKI (Dr. Stern), Berlin, DE 

Bezeichnung Spezifikation / Markierung Spezies Isotyp Markierung Bezugsquelle 

Ŭ-Maus-FITC Ak Sekundärantikörper / FITC Ziege IgG-gesamt FITC Dianova, Hamburg, DE 

      

2.1.4 Enzyme, Primer und Sonden 

Tab. 10 Enzyme, Primer und Sonden 
Enzyme  Bezugsquelle 

Trypsin/EDTA  PAA, Cölbe, DE 

Platinum Mix   Invitrogen, Karlsruhe, DE 

Platinum® Taq DNA-Polymerase  Invitrogen, Karlsruhe, DE 

Primer und Sonden Sequenz Bezugsquelle 

Mollicutes Sonde FAM-CCATCCATTTgTgCAgCACC-BBQ TIB Molbiol, Berlin, DE 
Mollicutes F gTCACTAYgCHCAYgTWgAYTg TIB Molbiol, Berlin, DE 
Mollicutes R ATNTTWggMACHCCHACTTg TIB Molbiol, Berlin, DE 
Mycoplasma Pneumonia R TCACACTTgTTTAgRAAMACTAC TIB Molbiol, Berlin, DE 

SV5 Sonde FAM-CTTgATTATCTCCCTgCACCA-MGB TIB Molbiol, Berlin, DE 
SV5 F gCAggCTCCTTggTACTCg TIB Molbiol, Berlin, DE 
SV5 R AATTCTATCTgCCACAgAgTCTgg TIB Molbiol, Berlin, DE 

All Flavi Mix:   Flavi all F TACAACATgATggggAARAgAgARAA TIB Molbiol, Berlin, DE 
                         Flavi all F2 TACAACATgATgggMAAACgYgARAA  TIB Molbiol, Berlin, DE 
                         Flavi all R4 gTgTCCCAgCCNgCKgTRTCRTC TIB Molbiol, Berlin, DE 

                         Sonden Mix HEX-Tg+gTWYATgT+ggYTNg+gRgC-BBQ TIB Molbiol, Berlin, DE 
HEX-CCgTgCCATATggTATATgTggCTgggAgC-BBQ TIB Molbiol, Berlin, DE 
HEX-TTTCTggAATTTgAAgCCCTgggTTT-BBQ TIB Molbiol, Berlin, DE 

OPV F1 CTgTAgTTATAAACgTTCCgTgTg TIB Molbiol, Berlin, DE 
OPV R1 TTATCATACgCATTACCATTTCgA TIB Molbiol, Berlin, DE 
OPV Sonde FAM-CTg TAA ACT AA g TAg AgA TTC-MGB TIB Molbiol, Berlin, DE 

F: Forward-Primer, R: Reverse-Primer, SV5: Simian Virus 5, Flavi: Flaviviren, OPV: Orthopockenviren, degenerierte 

Basen: K = (T/g), N = (A/g/T/C), R = (A/g), W = (A/T), Y = (C/T). 
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2.1.5 Software 

Tab. 11 Software 

Programm Verwendung Hersteller 

EndNote X7 Literaturverwaltung Thomson Reuters, Philadelphia, US 

ImageJ 1.49 Bildverarbeitung National Institutes of Health, Bethesda, US 

MS Office 2010 Tabellenkalkulation / Textbearbeitung / Bilderstellung Microsoft, Redmond, US 

NanoDrop 1000 3.8.1 Proteinquantifizierung Thermo Fisher Scientific, Dreieich, DE 

Prism 5.04 Datenauswertung / Statistik GraphPad Software, San Diego, US 

ZEN lite 2012 (blue edition) Mikroskopie cLSM Carl Zeiss, Oberkochen, DE 
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 Methoden 2.2

Sämtliche Tätigkeiten erfolgten in den Laboren der Sicherheitsstufe 2 und 3. 

2.2.1 Zytologische Methoden 

2.2.1.1 Zellkultivierung  

Die Kultivierung der Vero E6-, PS- und Hybridomzellen (Tab. 6) erfolgte je nach 

Flaschengröße (25 cm
2
, 75 cm

2
, 175 cm

2
) in 8 ml, 20 ml oder 40 ml zellspezifischem Medium 

(Tab. 7) im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 90 % Luftfeuchtigkeit 

(Standardbedingungen). Die adhärent wachsenden Vero E6- und PS-Zellen wurden bei einer 

Zellkonfluenz von 80 - 90 % passagiert. Hierfür wurden die Zellen mit PBS -/- (Tab. 5) 

gewaschen, durch 5-minütige Inkubation mit Trypsin/EDTA (Tab. 10) bei 37 °C abgelöst, in 

frischem Medium resuspendiert und in geeigneter Verdünnung auf neue Zellkulturflaschen 

verteilt. Im Fall der Suspensionszellen (Hybridomzellen) wurden die Zellkulturflaschen zum 

Passagieren für 20 min im Inkubator aufrecht stehen gelassen und der Überstand durch 

frisches Medium ersetzt. Die resuspendierten Zellen sind im entsprechenden 

Teilungsverhältnis auf neue Zellkulturflaschen verteilt worden. 

Eine PCR-basierte Kontrolle der Zellkulturen hinsichtlich einer Kontamination mit 

Mykoplasmen sowie dem Simian Virus 5 (SV5) (2.2.7.1) fand während der Kultivierung 

sowie vor dem Einfrieren der Zellen statt. 

2.2.1.2 Kryokonservierung 

Zur langfristigen Lagerung der Zellen wurden diese bei einer Konfluenz von ca. 75 - 90 % 

gewaschen, gelöst, pelletiert (300 × g, 3 min), in Einfriermedium (90 % FKS, 10 % DMSO) 

resuspendiert und in Kryogefäßen aliquotiert. Es folgte unverzüglich die Abkühlung auf 

-80 °C mit einer Kühlrate von 1 °C/min und die anschließende Lagerung in flüssigem 

Stickstoff. 

Zur Reaktivierung wurde die Kryokultur im 37 °C-Wasserbad aufgetaut und unverzüglich in 

zellspezifischem Medium verdünnt. Nach Zentrifugation (300 × g, 3 min) wurde das 

Zellpellet in frischem Medium resuspendiert und entsprechend 2.2.1.1 kultiviert. 
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2.2.1.3 Zellzahlbestimmung 

Ein Aliquot der Zellsuspension wurde 1:10 in zellspezifischem Medium verdünnt und 10 µl 

davon auf eine Neubauer-Zählkammer aufgetragen. Nach Auszählung der vier Zählgitter 

wurde die durchschnittliche Zellzahl pro Zählgitter mit 104 sowie dem Verdünnungsfaktor 10 

multipliziert und somit die Zellzahl pro Milliliter berechnet. 

 

2.2.2 Virologische Methoden 

2.2.2.1 Virusanzucht und Inaktivierung  

Von jedem verwendeten Virus wurde eine Virus-Stammlösung angelegt (Tab. 8). Dazu 

wurden trypsinierte Vero E6-Zellen, sofern der Virustiter des Inokulats bekannt war, mit einer 

Infektionsdosis (MOI, multiplicity of infection) von 0,01 bis 0,1 infiziert und unter 

Standardbedingungen kultiviert (2.2.1.1). Parallel zur Virusanzucht in Zellkulturflaschen 

wurde dieselbe Virus-Zell-Suspension auch auf Objektträgern in quadriPERM
®
-Platten 

(Tab. 2) kultiviert. Die Objektträger sind regelmäßig lichtmikroskopisch sowie mittels 

indirektem Immunfluoreszenztest (2.2.5) hinsichtlich des optimalen Zeitpunktes der 

Virusernte (ca. 80 % infizierte Zellen) beurteilt worden. Zur Virusernte wurden die noch 

adhärenten Zellen abgeschabt und die gesamte Zellsuspension zentrifugiert (1800 × g, 5 min). 

Der Überstand mit den darin enthaltenen infektiösen Viruspartikeln wurde, bis auf wenige 

Aliquots, inaktiviert. Dies geschah durch Zugabe von ɓ-Propiolacton (1:1000 v/v, Tab. 4) und 

einer Inkubation über Nacht bei 4 °C sowie anschließend bei 37 °C für 1 h. Bis zur weiteren 

Verwendung erfolgte die Lagerung in Aliquots bei -80 °C. Die Aliquots mit aktiven 

Viruspartikeln dienten für erneute Anzuchten, Plaque-Titrationstests, die Überprüfung der 

Abwesenheit von Mykoplasmen und SV5, Transmissionselektronenmikroskopie-Aufnahmen 

bzw. der Quantifizierung der Genomäquivalente. 

2.2.2.2 Plaque-Titrationstest 

Zur Quantifizierung zytopathischer Viruspartikel sowie zur Bestätigung der 

Virusinaktivierung diente der Plaque-Titrationstest. Hiefür wurde eine modifizierte Variante 

des Protokolls von De Madrid und Porterfield verwendet [113]. In einer 24-Kavitäten-Platte 

wurden dafür je Kavität 200 µl Zellsuspension (Flaviviren: 6,0Ā10
5
 PS-Zellen/ml; VACV: 

1,2Ā10
6
 Vero E6-Zellen/ml) ausgesät. Die infektiöse Virus-Stammlösung wurde dekadisch mit 

Medium verdünnt und jeweils 200 µl zu den Zellen gegeben. Die inaktivierte Virus-
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Stammlösung ist in einer 1:10 und 1:100-Verdünnung eingesetzt worden. Nach einer 

4 h-Inkubation im Brutschrank unter Standardbedingungen (2.2.1.1) erfolgte eine vorsichtige 

Überschichtung mit je 400 µl CMC-Medium je Kavität. Nach einer 96 h-Inkubation im 

Brutschrank (FSMEV 72 h) wurde der Überstand vorsichtig, ohne den Zellrasen zu 

beschädigen, abpipettiert. Die Zellen wurden für 20 min mit mindestens 1 ml 3,7 %igem 

Formalin je Kavität bei Raumtemperatur (RT) fixiert und inaktiviert. Anschließend wurde die 

Formalin-Lösung abpipettiert, die Zellen mit 200 µl Naphthol-Blauschwarz-Lösung pro 

Kavität für mindestens 20 min gefärbt und mit Leitungswasser gewaschen. Aufgrund des 

zytopathischen Effekts entstanden Löcher im Zellrasen, sogenannte Plaques. Diese wurden 

quantifiziert und der Virustiter [Plaque Forming Units (PFU)/ml] entsprechend folgender 

Formel berechnet [113]: 

 

ὠὭὶόίὸὭὸὩὶ 0&5ȾÍÌ
В    Ȣ   İ  

6ÅÒÄİÎÎÕÎÇВz   
 

2.2.2.3 Herstellung von Antigenen aus Zelllysat 

Entsprechend Ansari et al. [114] sind im Zuge der Virusernte (2.2.2.1) GFV17D-infizierte 

Zellen vom Zellkulturflaschenboden gelöst, in Medium aufgenommen und pelletiert worden 

(3000 × g, 10 min, 4 °C). Nach Verwurf des Überstandes wurden die Zellen 3 × gewaschen 

(Resuspension in 6 ml PBS, Zentrifugation s.o.). Beim 4. Waschschritt erfolgte die 

Zentrifugation bei 3500 × g. Das Pellet wurde erst in 900 µl PBS mit 0,1 % SDS gelöst und 

dann mit 100 µl PBS mit 10 % Triton X-100 versetzt. Nach Zugabe von 5 ml PBS folgte eine 

1-minütige Homogenisierung in der SpeedMill Plus samt anschließender Zentrifugation 

(12000 × g, 3 min). Der Überstand mit den Zelllysat-Antigenen wurde mit ɓ-Propiolacton 

(1:1000 v/v) inaktiviert, aliquotiert und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert. Selbiges ist 

analog auch mit nicht-infizierten Zellen durchgeführt worden. 

 

2.2.3 Herstellung von monoklonalen Antikörpern 

Die Auswahl der mAk basierte auf ihrer mit anderen Methoden nachgewiesenen Eignung für 

die Detektion des GFV, DENV, FSMEV oder VACV (Flaviviren: Ŭ-all-Flavi [88]; GFVAsibi 

und GFV17D: Ŭ-GFV6330, Ŭ-GFV6538 [89]; DENV1, DENV2, DENV3 und DENV4: Ŭ-DENV1, 

Ŭ-DENV2, Ŭ-DENV3, Ŭ-DENV4, Ŭ-all-DENV [88]; FSMEV: Ŭ-FSMEV75, Ŭ-FSMEV1367, 

Ŭ-FSMEV1418, Ŭ-FSMEV1493, Ŭ-FSMEV1786 [90]; VACV: Ŭ-VACV A1, Ŭ-VACVA3 [91]). 
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2.2.3.1 In vitro-Produktion  

Für die vorliegende Arbeit war die Produktion von hochkonzentrierten mAk-Lösungen 

(Tab. 9) im Labormaßstab notwendig. Dies erfolgte in vitro mittels Hybridomzellen (Tab. 6) 

in einem Bioreaktor, der sogenannten Taumelrotationskammer (Abb. 6) [115]. 

 

Abb. 6 Taumelrotationskammer (Bioreaktor) für die in vitro-Produktion von monoklonalen 

Antikörpern mittels Hybridom zellen. Über Einlassventile wurden die antikörperproduzierenden 

Hybridomzellen in Dialyseschläuche gefüllt. Die Zellen sind durch die Dialysemembran mit Nährstoffen aus der 

Mediumkammer versorgt worden. Das Medium wurde regelmäßig erneuert und aufgrund der rotierenden 

Bewegung des Bioreaktors beflüftet sowie durchmischt. Eine Schutzkappe verhinderte Kontaminationen; 

Abbildung modifiziert nach [116]. 

Vorbereitung der Dialyseschläuche 

Vor ihrer Verwendung im Bioreaktor wurden die Dialyseschläuche auf 40 cm zugeschnitten 

und gereinigt. Dazu wurden diese für jeweils 2 × 1 h in 50 % Ethanol, anschließend in 10 mM 

NaHCO3, dann in 1 mM EDTA und letztlich in Aqua dest. gelegt. Die Lagerung erfolgte bis 

zur Verwendung in 20 %igem Ethanol bei 4 °C. 

Vorbereitung des Bioreaktors 

Der Zusammenbau der Taumelrotationskammer erfolgte entsprechend den Herstellerangaben 

[116]. Beim anschließenden Autoklavieren (110 °C, 3 h) wurden die Dialyseschläuche gegen 

Austrocknung mit Aqua dest. befüllt. Als Dekontaminationskontrolle diente ein dreitägiger 

Testlauf des Bioreaktors mit Medium.  

Antikörperproduktion 

Zur Antikörperherstellung wurden in jeden Dialyseschlauch 90 ml Hybridomzellen 

(1Ā10
6 
Zellen/ml) über Einlassventile gepumpt und die Mediumkammer über die Öffnung des 

Belüftungsventils mit 1,5 l RPMI-Medium (1 % Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin) 
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befüllt. Alle zwei bis drei Tage wurde das Zellkulturmedium in der Mediumkammer 

gewechselt [116]. Die Zellen sind 18 bis 21 Tage in dem Bioreaktor im Brutschrank bei 

37 °C, 5 % CO2 und stetiger, langsamer Rotation kultiviert worden. Die rotierende Bewegung 

des Bioreaktors gewährleistete eine kontinuierliche Medium-Durchmischung und somit 

optimale Kultivierungsverhältnisse. Im Anschluss an die Kultivierungsphase wurde der Inhalt 

der Dialyseschläuche zentrifugiert (3000 × g, 20 min) und der antikörperhaltige Überstand 2 × 

filtriert (1. 0,45 µm, 2. 0,2 µm). 

2.2.3.2 Aufreinigung 

Die Aufreinigung des Antikörper-Filtrats erfolgte mittels Affinitätschromatographie-Säule 

(HiTrapTM Protein G Säule) bei einer Flussrate von 1 ml/min. Zu Beginn wurde die Säule 

gespült (20 ml Ethanol (20 %), dann 15 ml Aqua bidest.), äquilibriert (30 ml Bindungspuffer, 

Tab. 5) und mit dem Antikörper-Filtrat beschickt. Es folgte das Waschen der Säule mit 30 ml 

Bindungspuffer und die Elution der Antikörper mit 15 ml Elutionspuffer (Tab. 5). Das Eluat 

wurde in Reagenzgläsern (mit vorgelegtem Tris-Puffer) mittels Fraktionssammler (Abb. 7) 

aufgefangen. Die Antikörperkonzentrationen der Eluatfraktionen wurden photometrisch bei 

280 nm ermittelt (NanoDrop 1000). Die hochkonzentrierten Fraktionen wurden vereinigt, 

sterilfiltriert (0,2 µm), erneut quantifiziert, aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Die Reinigung 

der Säule fand mit 15 ml 1 M Essigsäure satt. Anschließend wurde die zuvor beschriebene 

Prozedur in umgekehrter Reihenfolge durchgeführt (Bindungspuffer, Aqua bidest., Ethanol) 

und die Säule bis zu ihrer erneuten Verwendung bei 2 bis 8 °C gelagert. 

 
Abb. 7 Apparatur zur Aufreinigung der produziert en Antikörper . Der antikörperhaltige 

Zellkulturüberstand (1) wurde mittels Pumpensystem (2) über eine Affinitätschromatographie-Säule (3) 

aufgereinigt. Die verschiedenen Fraktionen sind im Fraktionssammler (4) aufgefangen worden.  
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2.2.3.3 Umpufferung und Quantifizierung 

Für die Kopplung der Antikörper an die Biosensoroberfläche war es nötig, die Antikörper in 

MOPS-Puffer aufzunehmen. Dazu wurden Zentrifugen-Filtereinheiten (Tab. 2) verwendet. 

Die Antikörper wurden dabei zum Teil aufkonzentriert und anschließend sterilfiltriert 

(0,2 µm), bei 280 nm quantifiziert (NanoDrop1000) und in Aliquots bei -20 °C gelagert.  

 

2.2.4 Markierungsfreie Biosensor-Technologie (SCORE) 

Erläuterungen zur grundlegenden Funktionsweise der SCORE-Technologie sind dem Kapitel 

1.6.2 zu entnehmen. Als Trägermaterial (Transducer) für den Biosensor wurden 

Glasobjektträger (Biosensor-Chips, 75 × 25 × 1,1 mm; Tab. 2) verwendet, die eine 

spezifische, einseitige, optische Beschichtung (Seite 1) aufwiesen, wodurch eine optimale 

Reflektion des Lichtes während der Messung gewährleistet werden konnte. 

2.2.4.1 Funktionalisierung der Biosensoroberfläche 

Bevor die Fängerpartikel (z. B. Antikörper, Antigene, Virionen) auf dem Biosensor-Chip 

immobilisiert werden konnten, musste dieser in einem zweitägigen Prozess in Anlehnung an 

Proll et al. [112] präpariert werden. 

Reinigung und Aktivierung 

Die Biosensor-Chips wurden für 2 × 10 min in Aceton im Ultraschallbad gereinigt, mit 

Aceton gespült und mit Stickstoff 5.0 getrocknet. Mit der Seite 1 nach oben inkubierten diese 

für 1 h im UV-Crosslinker (120 J/cm
2
, 254 nm). Unmittelbar im Anschluss erfolgte die 

Silanisierung. 

Silanisierung 

Direkt nach Entnahme aus dem UV-Crosslinker wurden die aktivierten Oberflächen mit 

150 µl GOPTS im Sandwich-Format (zwei Biosensor-Chips mit Seite 1 aufeinander, GOPTS 

dazwischen) für 1 h bei RT in einer Trockenkammer (mit Zellstofftuch ausgelegte 

Petrischale) inkubiert. Die Biosensor-Chips wurden anschließend in wasserfreiem Aceton 

geschwenkt, abgespült, mit Stickstoff 5.0 getrocknet. Unmittelbar im Anschluss erfolgte die 

Fixierung von DCPEG. 
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Fixierung von DCPEG 

Die Chips wurden in eine Trockenkammer gelegt. Auf Seite 1 jedes Biosensor-Chips wurden 

300 µl frisch hergestellte DCPEG-Lösung appliziert und nach dem Antrocknen bei RT über 

24 h bei 70 °C im Laborofen inkubiert. Anschließend wurden diese mit lauwarmem Aqua 

bidest. gewaschen und mit Stickstoff 5.0 getrocknet. Die mit der Oberflächenchemie 

beschichteten Biosensoren waren nun bei 4 °C in einer trockenen Box lagerfähig. 

Aktivierung der Oberflächenchemie 

Je Biosensor-Sandwich wurden 100 µl Aktivierungslösung (11,52 mg NHS, 76,77 µl 

wasserfreies DMF, 23,23 µl DIC) appliziert (zwei Biosensoren mit Seite 1 aufeinander, 

Aktivierungslösung dazwischen) und in einer mit DMF-Dampf gesättigten Kammer für 4 h 

bei RT inkubiert. Nachfolgend sind die Biosensoren einzeln in wasserfreiem Aceton 

gewaschen, gespült und mittels Stickstoff 5.0 getrocknet worden. Sofort im Anschluss erfolgte 

die Immobilisierung der Fängerpartikel. Erst danach wurde der nächste Biosensor bearbeitet. 

Immobilisierung von Fängerpartikeln auf dem Biosensor-Chip (Spotting) 

Als Fängerpartikel dienten mAk (Tab. 9), Zelllysat (2.2.2.3) oder Virionen (Tab. 8). Diese 

wurden im Spottingpuffer (MOPS, pH-Wert 6,0, 0,005 % CHAPS) auf die entsprechende 

Konzentration (sofern nicht anders angegeben: Antikörper: 1 mg/ml; Viren: 1,6Ā10
6
 PFU/ml 

oder 4,0Ā10
6
 PFU/ml; Zelllysat: 1:5) verdünnt. Innerhalb des Biosensor-Messfeldes (Abb. 8) 

wurden manuell 0,5 µl der jeweiligen Fängerpartikellösung auf die aktivierte Seite 1 

appliziert (sofern nicht anders angegeben: Antikörper: 0,5 µg/Spot; Viren: 800 PFU/Spot). 

Als Referenz-Spot dienten Biosensorareale, auf denen keine Fängerpartikel immobilisiert 

wurden (nur Spottingpuffer). Die Biosensoren inkubierten in einer wasserdampfgesättigten 

Kammer für 1 h bei RT und anschließend für weitere 24 h bei 4 °C. 

  
Abb. 8 Schematische Darstellung eines Biosensors für die SCORE-Technologie. Innerhalb des 

quadratischen Messfeldes befinden sich in Duplikaten applizierte Spots mit jeweils unterschiedlichen 

Fängerpartikeln (z. B. orange: Ŭ-FSEMV mAk, rot: Ŭ-GFV mAk, grün: Ŭ-DENV mAk, violett: Ŭ-VACV mAk, 

grau: Referenz-Spot). 
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2.2.4.2 SCORE-Messung mit dem Prototyp 

Der Biosensor wurde beidseitig mit Aqua dest. gespült, die Seite 2 mit Stickstoff 5.0 

getrocknet und mit dieser Seite in Richtung Kamera in die Flusszelle des Prototyps (Abb. 9) 

eingelegt. Die Flusszelle wurde, wenn nicht anders angegeben, mit einer Flussrate von 

150 µl/min mit Messpuffer oder Messpuffer + Probe durchströmt. Der Messpuffer wurde 

unmittelbar vor seiner Verwendung im Vakuumexsikkator entgast. Die Messungen fanden bei 

Raumtemperatur statt, sofern nicht anders angegeben. Um den Einfluss sich ändernder 

Lichtverhältnisse der Umgebung zu eliminieren, wurden Kamera und Flusszelle während der 

Messung abgedeckt.  

 

 
Abb. 9 bScreen-Prototyp. [A]:  Die Probe (1) wurde mittels Pumpe (2) über den Biosensor in die Flusszelle 

(3) transportiert und anschließend im Abfallgefäß (4) gesammelt. Hinter der Flusszelle befand sich die LED-

Lichtquelle (5), die das Licht durch eine quadratische Öffnung [B] auf die Unterseite (Seite 2) des Biosensors 

projizierte sowie eine hochsensitive Kamera (6), welche das vom Biosensor reflektierte Licht detektierte. [B]:  In 

die aufgeklappte Flusszelle ist zur Messung ein Biosensor eingelegt (nicht gezeigt) und diese anschließend 

wieder geschlossen worden. Zwischen der mit Fängerpartikeln funktionalisierten Biosensorseite 1 und der 

Gummiplatte (rot) wurde der Messpuffer (oder Messpuffer + Probe) transportiert.  

 

Unter Verwendung der mit der Kamera mitgelieferten Software war im Liveview-Modus die 

Lichtstärke (45000 - 60000 Arbitrary Unit, A.U.) sowie die Belichtungszeit (< 10 ms) anhand 

des Kamerabildes einzustellen. Vor der Probenmessung wurde die Spotqualität auf 

Beständigkeit (kein Abwaschen von Fängerpartikeln) im Messpuffer mit Hilfe der Software 

ImageJ geprüft. Sobald ein farblich konstantes Kamerabild der Spots erkennbar war 

(Abb. 10A), womit keine optische Schichtdickenänderung der Spots vorlag (konstante 

Baseline), wurde die Testmessung beendet und mit der Probenmessung begonnen.  
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Für die Messung wurde zuerst der Basiswert der optischen Schichtdicke (Baseline) bestimmt, 

indem das Messfeld mit dem jeweils verwendeten Messpuffer (MOPS, HEPES, MOPS-NaCl, 

MOPS-Tween, MOPS-Urea, PBS, Phosphatpuffer; Tab. 5) beschickt wurde. Anschließend 

folgte die Zugabe von 1 ml Probe (1:5 mit Messpuffer verdünnt) samt nachfolgendem 

Waschschritt mit dem in der Messung verwendeten Messpuffer. Um Luftblasen im System zu 

verhindern, wurde bei jedem Umsetzten des Schlauches die Pumpe gestoppt. Während der 

Messung wurde von der Kamera alle 1,5 Sekunden ein Bild des Messfeldes aufgenommen. 

Diese Bilder bildeten die Grundlage der Auswertung. 

2.2.4.3 Auswertung der Messung am Prototyp 

Der erste Teil der Auswertung erfolgte mittels ImageJ-Programm. Ein Bild am Ende der 

Probenzugabe (Abb. 10B) wurde mit einem Baseline-Bild (Abb. 10A) ins Verhältnis gesetzt. 

Daraus ist die Schichtdickenänderung zwischen beiden Bildern berechnet und zur optischen 

Anschaulichkeit farblich kontrastiert worden (Abb. 10C). Im Weiteren wurden Bildareale, in 

denen sich die Fängerpartikel befanden (Spots), als Region of Interest (ROI) markiert und für 

jede ROI die Schichtdickendifferenz zwischen dem Baseline-Bild und jedem einzelnen 

Messbild nach Probenzugabe errechnet. 

 
Abb. 10 Schematische Darstellung eines Messbildes während des Auswertungsprozesses. [A]: Die im 

Messfeld applizierten Spots sind während der Baseline-Messung nicht erkennbar. [B]: Bei Bindung der Probe an 

die Fängerpartikel der Spots (bzw. des Hintergrundes) erhöht sich die Schichtdicke, welches sich durch 

Intensivierung der Blauschwarzfärbung zeigt. Keine Bindung führt zu keiner Farbintensivierung. [C]: Zur 

optischen Hervorhebung der Schichtdickenänderung nach Probenzugabe erfolgte eine farbliche Kontrastierung. 
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Der zweite Teil der Auswertung erfolgte in Excel anhand der Schichtdickendifferenzen der 

ROI-Messdaten. Für jeden Zeitpunkt t (alle 1,5 s) ergab sich nach Abzug des Einflusses durch 

den Hintergrund (Schichtdicke ROIFängerpartikel ï Schichtdicke ROIReferenz) und Eichung auf 

eine gemeinsame Baseline je ROI eine Bindungskurve. Diese wurde zum besseren 

Verständnis entlang der X-Achse gespiegelt (Bindungssignale mit -1 multipliziert). Somit 

führte eine Erhöhung der Schichtdicke durch Bindung von Probenbestandteilen an den 

Biosensor auch zu positiven Bindungssignalen. Eine Reduktion der Schichtdicke auf dem 

Biosensor resultierte in einer Verringerung der Bindungssignale (Abb. 11). 

 
Abb. 11 Schematische Bindungskurve. Während der initialen Messpuffergabe (1. - 3. min) zu dem mit 

Fängerpartikeln (z. B. Antikörper) beschichteten Biosensor zeigt sich eine konstante Schichtdicke. Nach 

Probengabe (> 3 min) erhöht sich die Schichtdicke durch Bindung von Probenbestandteilen (z. B. Virionen) an 

die spezifischen Antikörper, welches sich in einer Verdunklung des ROI und einem daraus berechneten 

Kurvenanstieg zeigt. Durch Waschen (ab 11. min) mittels Messpuffer löst sich ein Teil der gebundenen 

Virionen, wodurch es zu einer Abnahme der Schichtdicke kommt. Dies führt zu einer Aufhellung des ROI und 

resultiert in einer Verringerung der Signalstärke der Kurve. 

 

2.2.5 Serologische Methode: I ndirekter Immunfluoreszenztest  

Der indirekte Immunfluoreszenztest (IIFT) diente sowohl der Ermittlung des optimalen 

Zeitpunktes der Virusernte als auch der Charakterisierung der mAk. Für die Bestimmung des 

optimalen Zeitpunktes der Virusernte wurden parallel zur Virusanzucht infizierte Vero E6-

Zellen auf vier Objektträgern in quadriPERM
®
-Platten im Brutschrank kultiviert (2.2.2.1) und 

der Infektionsstatus jeden Tag mittels IIFT geprüft. Für die Charakterisierung der mAk 

erfolgte die Kultivierung der infizierten Vero E6-Zellen ebenso, jedoch nur über Nacht. Am 

nächsten Tag wurde nach vollständiger Trocknung des Objektträgers eine 15-minütige 

Inaktivierung bzw. Fixierung der Zellen in eiskaltem Aceton (99,5 %) durchgeführt. Bis zur 

Immunfluoreszenz-Färbung konnten die Objektträger bei -20 °C lagern. Zum Teil kamen 
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auch kommerzielle IIFT-Kits (Tab. 3) zum Einsatz, die entsprechend der Herstellerangaben 

verwendet wurden.  

Für die Immunfluoreszenz-Färbung wurden pro Objektträger-Reaktionsfeld 20 µl der in PBS 

verdünnten Primärantikörper (Ŭ-VACV A1 und Ŭ-VACV A3: 100 ng/ml; alle weiteren mAk: 

100 µg/ml; Tab. 9) auf eine Titerplane aufgetragen und der Objektträger darauf für 1 h 

inkubiert (feuchte Kammer, RT). Nach drei Waschschritten mit PBS-Tween (Tab. 5) erfolgte 

eine 45-minütige Inkubation (feuchte Kammer, RT, Dunkelheit) mit einem gegen den 

Primärantikörper gerichteten fluoreszenzmarkierten Sekundªrantikºrper (Ŭ-Maus-FITC Ak; 

6 µg/ml; 20 µl/Reaktionsfeld; Tab. 9). Nach erneutem dreimaligen Waschen und vollständiger 

Trocknung wurden die Zellen mit 8 µl Fluoroshield
TM

 Mounting Medium und Deckglas fixiert 

und am Fluoreszenzmikroskop bzw. für die Antikörper-Charakterisierung am 

hochauflösenden konfokalen Laser Scanning Mikroskop untersucht (cLSM, 2.2.6.1). 

 

2.2.6 Mikroskopische Methoden 

2.2.6.1 Immunfluoreszenzmikroskopie am cLSM  

Um die mAk zu charakterisieren, wurden Aufnahmen der IIFTs (0) am LSM 780 (Carl Zeiss) 

erstellt. Die Proben wurden jeweils unter identischen Mikroskop-Einstellungen (Objektiv: 

PlanApochromat 20×/0,8; Anregungswellenlänge 488 nm, Belichtungsstärke 1 %) untersucht. 

Die Auswertung der Bilder erfolgte mittels der Software ZEN 2012 (Carl Zeiss). 

2.2.6.2 Transmissions-Elektronenmikroskopie 

Die Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM) wurde im Fachbereich Spezielle Licht- und 

Elektronenmikroskopie (ZBS 4) des RKI durchgeführt. Für die Flavivirus-TEM wurde 

exemplarisch das GFVAsibi ausgewählt. Dafür erfolgte eine erneute Virusanzucht (2.2.1.1) 

unter verringerter FKS-Konzentration (1 % FKS). Die bereits per Ultrazentrifugation 

aufgereinigten VACV waren ohne weitere Arbeitsschritte nutzbar. 

Zur hochauflösenden Visualisierung der Flavi- bzw. Vaccinia-Virionen kam die 

Negativkontrastierung zum Einsatz. Für die Probenvorbereitung wurden 450 µl der jeweiligen 

infektiösen Virussuspension mit 50 µl Paraformaldehyd (PFA)-Lösung (Tab. 5) fixiert und 

gleichzeitig inaktiviert [117]. Hierfür wurde das Virus-PFA-Gemisch für 24 h bei RT 

inkubiert. Die PFA-Lösung ist zuvor für mindestens 30 min bei 70 °C depolymerisiert 

worden.  
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Darüber hinaus sind Ultradünnschnitte von GFVAsibi-infizierten Vero E6-Zellen angefertigt 

worden. Dazu fand im Vorfeld eine 1-stündige Fixierung der infizierten Zellen mit einer 

Lösung aus 2,5 % Glutaraldehyd und 1 % Paraformaldehyd in 0,5 mM HEPES bei RT statt. 

Die weitere Probenvorbereitung sowie die Untersuchung der Proben mittels TEM erfolgten 

entsprechend Laue et al. [118]. 

 

2.2.7 Molekularbiologische Methoden 

2.2.7.1 Kontaminationskontrolle auf Mykoplasmen und Simian Virus 5 

Die Kontrolle auf Mykoplasmen- bzw. Simian Virus 5 (SV5)-Kontaminationen erfolgte vor 

dem Einfrieren der Zellen, nach der Virusanzucht sowie regelmäßig während der 

Zellkultivierung. 

Der uninfizierte Zellkulturüberstand sowie die infektiösen Virus-Stammlösungen inkubierten 

bei 95 °C für 5 min. Letztere mussten zuvor noch hitzeinaktiviert werden (60 °C für 60 min). 

Die Extraktion der Mykoplasmen-DNA und SV5-RNA erfolgte mittels PureLink
®
 Viral 

RNA/DNA Mini Kit entsprechend der Herstellerangaben. Für die SV5-cDNA-Synthese und 

qPCR wurde das AgPath-IDÊ One-Step RT-PCR Kit genutzt. Beide qPCR-Ansätze samt 

Thermoprofil sind den Tab. 12 bis Tab. 15 sowie die jeweiligen Enzyme, Primer und Sonden 

der Tab. 10 zu entnehmen. Die Quantifizierung erfolgte im ABI 7500.  

 

Tab. 12 Mykoplasmen-qPCR: Reaktionsansatz   Tab. 13 Mykoplasmen-qPCR: Thermoprofil  

 

  

Reagenz Volumen [µl] 

[µl]  [µl]  

 Temperatur [°C]  Zeit [s] Zyklen 

10 × Puffer 2,50  95 600 1 

MgCl2 (50 mM) 2,00  95 15 
40 

dNTPs (10 mM) 1,00  55 60 

Mollicutes F (10 µM) 1,00     

Mollicutes R (10 µM) 1,00     

Mycoplasma Pneumonia R 

(10 µM) 

1,00     

Mollicutes Sonde (10 µM) 0,25     

Platinum
®
 Taq DNA-Polymerase 0,20     

PCR-Wasser 11,05     

Probe 3,00     

 ×    23,00     
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Tab. 14 SV5-RT-qPCR: Reaktionsansatz  Tab. 15 SV5-RT-qPCR: Thermoprofil    

Reagenz Volumen [µl]   Temperatur [°C]  Zeit [s] Zyklen 

RT-PCR Puffer 12,50  45 900 1 

Enhancer 1,00  95 600 1 

SV5 F (10 µM) 1,00  95 15 42 
SV5 R (10 µM) 1,00  55 34 

SV5 Sonde (10 µM) 0,50     

RT-PCR Enzym-Mix  1,00     

PCR-Wasser 5,00     

Probe 3,00     

 ×    25,00     

 

2.2.7.2 Quantifizierung viraler Genomäquivalente 

Die Extraktion viraler RNA aus den jeweiligen Virus-Stammlösungen (GFVAsibi, GFV17D, 

FSMEV, DENV1 - 4) erfolgte nach Herstellerangaben mit dem QIAamp Viral RNA Mini Kit, 

die Extraktion viraler DNA aus VACV mittels QIAamp DNA Blood Mini Kit. Die 

Quantifizierung der Flavivirus-Genomäquivalente erfolgte in Anlehnung an Patel et al. [103] 

mit Hilfe des AgPath-IDÊ One-Step RT-PCR Kits im Bio-Rad CFX 96. Der dazugehörige 

Reaktionsansatz samt Thermoprofil ist in den Tab. 16 und Tab. 17 gezeigt. Das Protokoll zur 

Bestimmung der VACV-Genomäquivalente sowie das Thermoprofil ist den Tab. 18 und 

Tab. 19 zu entnehmen. Zur Quantifizierung wurde eine Standardkurve unter Verwendung 

eines internen Standards (quantifiziertes Plasmid mit jeweils entsprechender Sequenz 

(Tab. 10)) verwendet. 

 
Tab. 16 Flavivirus-qRT-PCR: Reaktionsansatz  Tab. 17 Flavivirus-qRT-PCR: Thermoprofil  

 

Tab. 18 Vacciniavirus-qPCR: Reaktionsansatz  Tab. 19 Vacciniavirus-qPCR: Thermoprofil  

Reagenz Volumen [µl]   Temperatur [°C]  Zeit [s] Zyklen 

RT-PCR Puffer 12,50  45 900 1 

Enhancer 1,00  95 600 1 

All Flavi Mix   1,00  95 15 
45 

RT-PCR Enzym-Mix  1,00  60 45 

PCR-Wasser 4,50     

Probe 5,00     

 ×    25,00     

Reagenz Volumen [µl]   Temperatur [°C]  Zeit [s] Zyklen 

Platinum Mix 12,50  95 300 1 

MgCl2 (50 mM) 1,00  95 15 
40 

OPV F1(10 µM) 0,75  60 30 

OPV R1(10 µM) 0,75     

OPV Sonde(10 µM) 0,25     

PCR-Wasser 4,75     

Probe 5,00     

 ×    25,00     
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2.2.8 Statistik 

Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardabweichung (SD) dargestellt. Unterschiede 

zwischen den Gruppen wurden mit ANOVA gefolgt vom Bonferroni Multiple Comparison 

Test identifiziert. Ein p-Wert Ò 0,05 (*) wurde als statistisch signifikant erachtet. Die Analyse 

der Daten erfolgte mit dem Programm Prism 5.04.  
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3 Ergebnisse 

 Hergestellte Antikörper  und Viren 3.1

3.1.1 Quantifizierung der Antikörper  

Die Untersuchungen erfolgten unter Verwendung der selbst produzierten mAk-

Stammlösungen Ŭ-all-Flavi, Ŭ-GFV6330, Ŭ-GFV6538, Ŭ-all-DENV, Ŭ-DENV1, Ŭ-DENV2, 

Ŭ-DENV3, Ŭ-DENV4, Ŭ-FSMEV75, Ŭ-FSMEV1367, Ŭ-FSMEV1418, Ŭ-FSMEV1493, 

Ŭ-FSMEV1786, Ŭ-VACVA1 und Ŭ-VACV A3 (Tab. 9). Diese mAk wurden wie unter 2.2.3 

beschrieben hergestellt und quantifiziert. Für die Antikörper-Stammlösungen ergaben sich 

Antikörperkonzentrationen zwischen 1,3 und 9,4 mg/ml in mindestens 10 ml Eluat.  

3.1.2 Quantifizierung der Viren  

Die Testung der markierungsfreien Biosensor-Technologie (SCORE) hinsichtlich der 

Machbarkeit des Nachweises von Viren erfolgte unter Verwendung der selbst produzierten 

Virus-Stammlösungen (GFVAsibi, GFV17D, DENV1 - 4 (DENV1, DENV2, DENV3, DENV4), 

FSMEV und VACV; Tab. 8). 

Diese wurden zunächst virologisch mit Hilfe des Plaque-Titrationstests (2.2.2.2) quantifiziert. 

Die Virustiter lagen zwischen 8,0Ā10
6
 PFU/ml (GFVAsibi) und 4,0Ā10

7
 PFU/ml (VACV) 

(Tab. A36). Für die DENV1 - 4 konnte mittels Plaque-Titrationstest aufgrund der fehlenden 

Ausprägung eines zytopathischen Effektes in PS-Zellen kein Virustiter bestimmt werden. 

Alternativ wurde als Annäherung der mittlere Virustiter der anderen Flaviviren FSMEV, 

GFVAsibi und GFV17D zugrunde gelegt (2,0Ā10
7
 PFU/ml).  

Auf Basis der Plaque-Titrationstest-Ergebnisse erfolgte für die weiteren Untersuchungen die 

Angleichung der verschiedenen Virustiter an die Stammlösung mit der geringsten 

Viruskonzentration (8,0Ā10
6
 PFU/ml). Ergänzend zur virologischen Quantifizierung wurde 

eine molekularbiologische Quantifizierung der Virus-Stammlösungen vorgenommen 

(2.2.7.2). Basierend auf dem Nachweis viraler Nukleinsäuren mittels qRT-PCR bzw. qPCR 

konnten in den Stammlösungen Flaviviren (FSMEV, GFVAsibi, GFV17D, DENV1 - 4) sowie 

Vacciniaviren (VACV) nachgewiesen werden. Die Konzentration der Virus-

Genomäquivalente (GÄ) lag zwischen 4,4Ā10
7
 GÄ/ml (DENV3) und 3,8Ā10

9
 GÄ/ml (FSMEV) 

(Tab. A37) und war für jeden Virustyp höher als die auf Basis der Plaque-Titrationstests 

ermittelten PFU/ml (Tab. A36). 
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3.1.3 Visualisierung der Viren 

Die Visualisierung der Viren erfolgte mittels Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM). 

Für die Flaviviren ist exemplarisch das GFVAsibi (Abb. 12A, Abb. A36A) und für die 

Orthopockenviren das VACV gezeigt (Abb. 12B, Abb. A36B). 

 

 
Abb. 12 Transmissions-Elektronenmikroskopische Aufnahmen des GFVAsibi und VACV.  [A]: Fünf 

GFVAsibi-Virionen (Negativkontrastierung). [B]: VACV-Virion (Negativkontrastierung). [C1]: GFVAsibi-

infizierte Vero E6-Zelle mit intrazellulären Viren im Ultradünnschnitt. Pfeil: Viren; Rechteck: siehe C2. 

[C2]: Detailansicht intrazellulärer Viren des GFVAsibi (vgl. C1, Rechteck). [D]: Extrazelluläres GFVAsibi-Virion 

in unmittelbarer Nähe der Plasmamembran (Ultradünnschnitt). ER: Endoplasmatisches Retikulum; 

M: Mitochondrium. 
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Im Fall des GFVAsibi konnten sphäroidale Viruspartikel mit ca. 50 nm Durchmesser 

nachgewiesen werden. Des Weiteren wurde in ergänzenden Untersuchungen von GFVAsibi-

infizierten Zellen mittels Ultradünnschnitten eine intrazelluläre Anreicherung von Viren, u.a. 

im endoplasmatischen Retikulum, nachgewiesen (Abb. 12C). Die Viruspartikel lagen darüber 

hinaus auch in unmittelbarer Nähe zur Plasmamembran vor (Abb. 12C1+D). 

Die Ergebnisse zur Visualisierung des VACV zeigen die deutlichen Größenunterschiede 

zwischen dem Flavivirusvertreter GFVAsibi und den VACV (Abb. 12A+B). In den 

Untersuchungen konnte für die VACV eine Größe von ca. 315 × 250 × 120 nm und eine 

ziegelsteinförmige bzw. abgeflachte, ellipsoide Form festgestellt werden (vgl. hierzu auch 

Abb. A36). 
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 Markierungsfreie Biosensor-Technologie (SCORE) 3.2

Eine wesentliche Voraussetzung für den antikörpervermittelten Virusnachweis mittels der 

neuartigen SCORE-Technologie (1.6.2) ist, dass die auf dem Biosensor immobilisierten 

Antikörper ihr jeweiliges Virusantigen unter kontinuierlichen Flussbedingungen binden. 

Weiterhin sollte sich die Virusantigen-Antikörperbindung in einem Messsignal 

niederschlagen, welches sich deutlich von der Referenz (mit Spottingpuffer behandelte 

Biosensorareale ohne immobilisierte mAk) unterscheidet (2.2.4.2, 2.2.4.3). Die positive 

Änderung des Messsignals ist hierbei gleichzusetzten mit der Zunahme der Schichtdicke, d. h. 

der Bindung der Viren an die auf dem Biosensor immobilisierten Antikörper.  

3.2.1 Ermittlung der besten Virus-Antiköper -Kombinationen 

Zur Ermittlung der besten Virus-Antikörper-Kombination wurden die Antikörper zunächst 

mit der Viruspräparation getestet, für deren Nachweis entsprechende Literaturnachweise (auf 

Basis anderer Messmethoden) vorliegen. Für jeden Virustyp wurden so anhand der 

maximalen Messsignale Antikörper für die weiteren Untersuchungen ausgewählt. In 

anschließenden Schritten wurden diese Antikörper auch mit anderen Virustypen getestet, um 

deren Spezifität zu analysieren (1.1.1). Die initialen Messbedingungen orientierten sich 

zunächst an den von Dähn [119] beschriebenen Konditionen.  

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

Die Ergebnisse zur Überprüfung der Eignung der Ŭ-GFV6330 und Ŭ-GFV6538 mAk für den 

Nachweis des GFVAsibi sind in Abbildung 13A dargestellt. Relativ zur Referenz resultierte die 

Zugabe des GFVAsibi zum Biosensor in einem sehr starken Anstieg der Messsignale der beiden 

darauf immobilisierten Ŭ-GFV mAk. Diese zeigten sowohl in den zeitlichen Änderungen als 

auch hinsichtlich der maximalen Bindungssignale (Tab. 20) nahezu identische Eigenschaften.  

Die Ergebnisse zur Überprüfung der Eignung beider Ŭ-GFV mAk für den Nachweis des 

GFV17D sind in Abbildung 13B dargestellt. Die Zugabe des GFV17D resultierte für beide 

Antikörper in starken Bindungssignalen (Tab. 20). Sowohl die zeitlichen Kurvenverläufe als 

auch die maximalen Bindungssignale beider Antikörper waren vergleichbar.  
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Abb. 13 Ermittlung der besten Virus-Antikörper -Kombination für den Nachweis des GFV. Die auf den 

Biosensor-Chips immobilisierten Ŭ-GFV6330 und Ŭ-GFV6538 mAk wurden mit den GFV-Stämmen Asibi [A] oder 

17D [B] (1,6Ā10
6
 PFU) in der Flusszelle überströmt. Die Virusbindung an die Antikörper führte im Verhältnis 

zur Referenz (Biosensorareale ohne mAk) zu einer Zunahme der Schichtdicke der Biosensoren im Spottingareal 

des jeweiligen Antikörpers, dargestellt in einer Zunahme des Bindungssignals. Die maximalen Bindungssignale 

sind Tab. 20 zu entnehmen. Messbedingungen: MOPS-Puffer (pH-Wert 6,0). Mittelwert ± SD, n Ó 6. 

A.U.: Arbitrary Unit.  

 

 

Tab. 20 Maximale Bindungssignale zur Ermittlung der besten Virus-Antikörper -Kombination für den 

Nachweis des GFV.  

 Maximales Bindungssignal [A.U. (Ā10
-2
) Ñ SD (Ā10

-2
)] 

                             mAk (Spot) 

Virus (Probe) 
Ŭ-GFV6538 Ŭ-GFV6330 

GFVAsibi 7,54 ± 0,73 6,59 ± 1,09 

GFV17D 4,51 ± 1,04 4,64 ± 0,67 

Tabelle zu Abb. 13. Mittelwert ± SD, n Ó 6. Messbedingungen: MOPS-Puffer (pH-Wert 6,0). 

 

Insgesamt zeigte sich, dass die Ŭ-GFV6330 und Ŭ-GFV6538 mAk gleichermaßen den jeweiligen 

GFV-Stamm Asibi und 17D binden, wobei die maximalen Bindungssignale unter Zugabe des 

GFV17D geringer waren als unter GFVAsibi. Es wurden beide Ŭ-GFV mAk für die weiteren 

Untersuchungen ausgewählt. 
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3.2.1.2 Nachweis des Denguevirus (Serotyp 1 - 4)  

Die Untersuchungen erfolgten mit den Ŭ-DENV1, Ŭ-DENV2, Ŭ-DENV3, Ŭ-DENV4 mAk 

(Ŭ-DENV1 - 4 mAk), dem Ŭ-all-DENV mAk sowie dem Ŭ-all-Flavi mAk. Während der 

Ŭ-all-DENV mAk für den allgemeinen Nachweis aller DENV-Serotypen verwendet wurde, 

diente der Ŭ-all-Flavi mAk dem generellen Nachweis von Flaviviren. 

 
Abb. 14 Ermittlung der besten Virus-Antikörper -Kombination für den Nachweis des DENV. Die auf den 

Biosensor-Chips immobilisierten Ŭ-DENV1 - 4, Ŭ-all-DENV und Ŭ-all-Flavi mAk wurden mit den DENV-

Serotypen 1 [A], 2 [B], 3 [C] oder 4 [D] in der Flusszelle überströmt. Die Virusbindung an die Antikörper führte 

im Verhältnis zur Referenz (Biosensorareale ohne mAk) zu einer Zunahme der Schichtdicke der Biosensoren im 

Spottingareal des jeweiligen Antikörpers, dargestellt in einer Zunahme des Bindungssignals. Die maximalen 

Bindungssignale sind Tab. 21 zu entnehmen. Messbedingungen: MOPS-Puffer (pH-Wert 6,0). Mittelwert ± SD, 

n Ó 6. A.U.: Arbitrary Unit.  

 

Wie in Abbildung 14A ersichtlich, konnten nach Zugabe des DENV1 für alle untersuchten 

Antikörper vergleichbare positive Kurvenverläufe detektiert werden. Unterschiede zeigten 

sich in den Bindungssignalstärken (Tab. 21). Der Ŭ-all-DENV mAk und der Ŭ-DENV4 mAk 

wiesen die stªrksten Signale auf. Das schwªchste Signal wurde f¿r den Ŭ-DENV3 mAk 

detektiert. 
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Nach Zugabe des DENV2 zeigten sich auch hier für alle Antikörper vergleichbare positive 

Kurvenverläufe (Abb. 14B), wobei diese insgesamt schwächer als unter dem DENV1 waren. 

Unterschiede in den maximalen Signalen der Antikörper zeigten sich wie folgt: Die höchsten 

Signale wiesen die Ŭ-DENV4, Ŭ-DENV2 und Ŭ-all-DENV mAk auf (Tab. 21). Demgegenüber 

lag das schwächste maximale Signal für den Ŭ-DENV1 mAk vor (Tab. 21).  

Unter den Antikörpern vergleichbare Kurvenverläufe konnten auch nach Zugabe des DENV3 

festgestellt werden (Abb. 14C). Die Bindungssignale waren insgesamt schwächer als unter 

den DENV1 und DENV2. Erneut wiesen die Ŭ-DENV4 und Ŭ-all-DENV mAk die stärksten 

maximalen Signale auf (Tab. 21).  

Im Vergleich zu den DENV1-3 wurden unter dem DENV4 (Abb. 14D) die insgesamt stärksten 

Bindungssignale detektiert. Wiederholt wiesen sowohl der Ŭ-DENV4 mAk als auch der 

Ŭ-all-DENV mAk die stärksten Messsignale auf. Die weiteren getesteten Antikörper wiesen 

vergleichbare, aber niedrigere Kurvenverläufe auf. Nach ihren maximalen Signalstärken 

abnehmend zeigte sich die mAk-Reihenfolge Ŭ-all-Flavi > Ŭ-DENV2 > Ŭ-DENV1 bzw. 

Ŭ-DENV3.  

 

Tab. 21 Maximale Bindungssignale zur Ermittlung der besten Virus-Antikörper -Kombination für den 

Nachweis des DENV.  

 Maximales Bindungssignal [A.U. (Ā10
-2
) Ñ SD (Ā10

-2
)] 

        mAk 

Virus  
Ŭ-DENV1 Ŭ-DENV2 Ŭ-DENV3 Ŭ-DENV4 Ŭ-all-DENV Ŭ-all-Flavi 

DENV1 6,30 ± 0,27 6,20 ± 0,80 5,39 ± 0,80 6,96 ± 0,30 7,18 ± 0,28 6,12 ± 0,42 

DENV2 3,59 ± 0,15 5,27 ± 0,34 4,32 ± 0,31 5,42 ± 0,08 5,15 ± 0,18 4,51 ± 0,57 

DENV3 3,89 ± 0,24 4,02 ± 0,48 3,70 ± 0,04 4,48 ± 0,10 4,65 ± 0,46 3,97 ±0,07 

DENV4 6,53 ± 0,50 7,15 ± 0,52 6,19 ± 0,41 9,52 ± 0,74 8,86 ± 0,43 8,08 ± 0,60 

Tabelle zu Abb. 14. Mittelwert ± SD, n Ó 6. Messbedingungen: MOPS-Puffer (pH-Wert 6,0). 

 

Insgesamt zeigten somit alle getesteten Antikörper eine deutliche Bindung mit jedem der 

DENV1 - 4, wobei Unterschiede in den maximalen Signalstärken der mAk vorlagen. Die 

Bindungssignale lagen in der Größenordnung der Messergebnisse vom GFV17D  und GFVAsibi. 

Für die weiteren Untersuchungen wurde als beste DENV-Variante die Kombination aus dem 

Ŭ-DENV4 mAk für den Nachweis des DENV4 ausgewählt. Diese Kombination wies das 

höchste Signal auf und war die einzige Variante, bei der das höchste Signal vom spezifischen 

Antikörper detektiert wurde. 
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3.2.1.3 Nachweis des FSME-Vir us 

Die Untersuchungen erfolgten mit den mAk Ŭ-FSMEV75, Ŭ-FSMEV1367, Ŭ-FSMEV1418, 

Ŭ-FSMEV1493, Ŭ-FSMEV1786 sowie dem Ŭ-all-Flavi mAk. Die Zugabe des FSMEV resultierte 

in unterschiedlichen Bindungskurvenverläufen für die untersuchten Antikörper (Abb. 15), 

wobei die maximalen Bindungssignale f¿r die Ŭ-FSMEV mAk um ca. eine Größenordnung 

(1:10) geringer waren als die Messergebnisse bei GFV17D, GFV Asibi (3.2.1.1) bzw. DENV1 - 4 

(3.2.1.2).  

 
Abb. 15 Ermittlung der besten Virus-Antikörper -Kombination für den Nachweis des FSMEV. Die auf 

den Biosensor-Chips immobilisierten Ŭ-FSMEV75, Ŭ-FSMEV1367, Ŭ-FSMEV1418, Ŭ-FSMEV1493, Ŭ-FSMEV1786 

und Ŭ-all-Flavi mAk sind in der Flusszelle mit FSME-Viren (1,6Ā10
6
 PFU) überströmt worden. Die 

Virusbindung an die Antikörper führte im Verhältnis zur Referenz (Biosensorareale ohne mAk) zu einer 

Zunahme der Schichtdicke der Biosensoren im Spottingareal des jeweiligen Antikörpers, dargestellt in einer 

Zunahme des Bindungssignals. Die maximalen Bindungssignale sind Tab. 22 zu entnehmen. Messbedingungen: 

MOPS-Puffer (pH-Wert 6,0). Mittelwert ± SD, n Ó 12. A.U.: Arbitrary Unit.  
 

In Bezug auf die maximalen Bindungssignale unterschieden sich alle getesteten Antikörper, 

mit Ausnahme des Ŭ-FSMEV75 mAk, deutlich von der Referenz (Tab. 22). Der 

Ŭ-all-Flavi mAk zeigte hierbei das stärkste Bindungssignal, gefolgt von dem 

Ŭ-FSMEV1493 mAk. Die Ŭ-FSMEV1418 und Ŭ-FSMEV1786 mAk zeigten nachfolgend 

identische Signalstärken, welche sich in der Größenordnung jedoch nicht maßgeblich vom 

Ŭ-FSMEV1493 mAk unterschieden.  

Insgesamt wurden auf der Grundlage der maximalen Bindungssignale die mAk Ŭ-all-Flavi 

sowie die Ŭ-FSMEV1493 und Ŭ-FSMEV1786 für die weiteren Untersuchungen ausgewählt.  

 

Tab. 22 Maximale Bindungssignale zur Ermittlung der besten Virus-Antikörper -Kombination f ür den 

Nachweis des FSMEV.  

 Maximales Bindungssignal [A.U. (Ā10
-2
) Ñ SD (Ā10

-2
)] 

         mAk        

Virus                    
Ŭ-FSMEV75 Ŭ-FSMEV1367 Ŭ-FSMEV1418 Ŭ-FSMEV1493 Ŭ-FSMEV1786 Ŭ-all-Flavi 

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 zu Abb. 15. Mittelwert ± SD, n Ó 12. Messbedingungen: MOPS-Puffer (pH-Wert 6,0). 
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3.2.1.4 Nachweis des Vacciniavir us 

F¿r die Ŭ-VACV A1 und Ŭ-VACV A3 mAk zeigten sich nach der Zugabe des VACV 

unterschiedliche Kurvenverläufe (Abb. 16). Das maximale Bindungssignal des 

Ŭ-VACV A1 mAk lag im Verhältnis zu allen untersuchten Viren in der Größenordnung der 

Messergebnisse vom FSMEV (Tab. 22). 

 
Abb. 16 Ermittlung der besten Virus-Antikörper -Kombination für den Nachweis des VACV. Die 

Ŭ-VACV A1 und Ŭ-VACV A3 mAk wurden auf den Biosensor-Chips in separaten Arealen immobilisiert und in der 

Flusszelle mit Vacciniaviren (VACV; 1,6Ā10
6
 PFU) überströmt. Die Virusbindung an die Antikörper führte im 

Verhältnis zur Referenz (Biosensorareale ohne mAk) zu einer Zunahme der Schichtdicke der Biosensoren im 

Spottingareal des jeweiligen Antikörpers, dargestellt in einer Zunahme des Bindungssignals. Die maximalen 

Bindungssignale sind Tab. 23 zu entnehmen. Messbedingungen: MOPS-Puffer (pH-Wert 6,0). Mittelwert ± SD, 

n Ó 8. A.U.: Arbitrary Unit.  

 

F¿r den Ŭ-VACV A1 mAk konnte unter dem VACV ein Anstieg des Messsignals, d.h. eine 

Bindung des VACV detektiert werden (Tab. 23). Demgegen¿ber zeigte der Ŭ-VACV A3 mAk 

lediglich ein sehr schwaches Signal, welches sich nicht in relevantem Umfang von der 

Referenz unterschied. 

Insgesamt wurde unter Berücksichtigung der maximalen Bindungssignale der Ŭ-VACV A1 

mAk für die weiteren Untersuchungen ausgewählt. 

 

Tab. 23 Maximale Bindungssignale zur Ermittlung der besten Virus-Antikörper -Kombination für den  

Nachweis des VACV.  

 Maximales Bindungssignal [A.U. (Ā10
-2
) Ñ SD (Ā10

-2
)] 

                             mAk (Spot) 

Virus (Probe) 
Ŭ-VACV A1 Ŭ-VACV A3 

VACV  0,38 ± 0,19 0,05 ± 0,06 

Tabelle zu Abb. 16. Mittelwert ± SD, n Ó 8. Messbedingungen: MOPS-Puffer (pH-Wert 6,0). 
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Fazit zur Auswahl der Antikörper für den jeweiligen Virusnachweis 

Für jedes untersuchte Virus konnte auf Basis der Antikörper-Virus-Bindungssignale 

mindestens ein Antikörper ausgewählt werden (GFVAsibi / GFV17D: Ŭ-GFV6538 und 

Ŭ-GFV6330 mAk; DENV4: Ŭ-DENV4 mAk; FSMEV: Ŭ-FSMEV1493, Ŭ-FSMEV1786 und 

Ŭ-all-Flavi mAk; VACV: Ŭ-VACV A1 mAk). Hinsichtlich der maximalen Bindungssignale 

nach Viruszugabe lagen insgesamt deutliche Unterschiede zwischen den Virustypen vor. 

Demnach waren die Messsignale der ausgewählten Antikörper unter GFVAsibi, GFV17D und 

DENV1 - 4 um ca. eine Größenordnung (1:10) höher als unter FSMEV und VACV. 
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3.2.2 Spezifitätsuntersuchungen 

3.2.2.1 Spezifität der Antikörper unter den initialen Messbedingungen  

Zur Überprüfung, welche Virus-Spezifität die unter 3.2.1 ausgewªhlten mAk Ŭ-GFV6538, 

Ŭ-DENV4, Ŭ-FSMEV1493, Ŭ-FSMEV1786, Ŭ-all-Flavi sowie Ŭ-VACV A1 bei Verwendung des 

initialen Messpuffers (MOPS, pH-Wert 6,0) aufweisen, wurde diese Antikörper-Kombination 

gespottet und mit dem GFVAsibi, DENV4, FSMEV und VACV getestet. 

 

Nachweis des Gelbfiebervirus (Stamm Asibi) 

Die Zugabe des GFVAsibi resultierte in deutlichen Bindungssignalen der auf dem Biosensor 

immobilisierten Ŭ-GFV6538 mAk (Abb. 17A). Das maximale Signal entsprach in seiner 

Größenordnung den Ergebnissen der Voruntersuchungen (ca. 79 %; Tab. 20). Einen nahezu 

identischen Kurvenverlauf inkl. der maximalen Signalstªrke wies auch der Ŭ-DENV4 mAk 

auf (Tab. 24). Die weiteren untersuchten mAk Ŭ-all-Flavi, Ŭ-VACV A1 sowie Ŭ-FSMEV1493, 

zeigten gegenüber den Ŭ-GFV6538 und Ŭ-DENV4 mAk schwächere, aber ebenfalls deutliche 

Signale. F¿r den Ŭ-FSMEV1786 wurden keine Bindungssignale hinsichtlich des GFVAsibi 

detektiert. In Bezug auf die maximale Signalstärke unterschied sich der Ŭ-GFV6538 mAk 

statistisch signifikant von den mAk Ŭ-all-Flavi, Ŭ-VACV A1 sowie Ŭ-FSMEV1493, jedoch nicht 

vom Ŭ-DENV4 mAk. 

 

Nachweis des Denguevirus (Serotyp 4) 

Nach der Zugabe des DENV4 wurde das stärkste Bindungssignal f¿r den Ŭ-DENV4 mAk 

detektiert (Abb. 17B, Tab. 24). Wenngleich schwächer, so zeigten auch die mAk Ŭ-GFV6538, 

Ŭ-all-Flavi sowie Ŭ-VACVA1 deutliche Signale. Die schwächsten Signale wiesen die 

Ŭ-FSMEV1493 und Ŭ-FSMEV1786 mAk auf. Das maximale Bindungssignal des Ŭ-DENV4 mAk 

unterschied sich statistisch signifikant von denen aller anderen untersuchten Antikörper. 

 

Nachweis des FSME-Virus 

Beim FSMEV wurde das höchste Bindungssignal für den Ŭ-GFV6538 mAk detektiert. Es 

folgten in abnehmender Reihenfolge die Ŭ-DENV4, Ŭ-all-Flavi, Ŭ-FSMEV1493 und 

Ŭ-VACV A1 mAk (Tab. 24; Abb. 17C). Das geringste Signal wies der Ŭ-FSMEV1786 mAk auf. 

Im Vergleich mit den Voruntersuchungen (Tab. 22) zeigten sich ähnliche maximale Signale 

der mAk Ŭ-all-Flavi (ca. 104 %), Ŭ-FSMEV1493 (ca. 123 %) und Ŭ-FSMEV1786 (ca. 68 %).  
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Nachweis des Vacciniavirus 

Unter Zugabe des VACV wiesen die mAk Ŭ-GFV6538 bzw. Ŭ-FSMEV1493 und Ŭ-DENV4 

gegen¿ber dem Ŭ-VACVA1 höhere bzw. ähnliche maximale Bindungssignale auf (Abb. 17D; 

Tab. 24). Die mAk Ŭ-FSMEV1786 und Ŭ-all-Flavi zeigten geringere, im Vergleich zum 

Ŭ-VACV A1 statistisch signifikant unterschiedliche maximale Signale. Die maximale 

Bindungssignalstªrke des Ŭ-VACV A1 mAk lag in der Größenordnung der Voruntersuchung 

(ca. 85 %; Tab. 23).  

 
Abb. 17 Spezifität der ausgewählten Antikörper hinsichtlich der  Virustypen GFVAsibi, DENV4, FSMEV 

und VACV unter  initialen Messbedingungen. Die in 3.2.1 ausgewählten mAk Ŭ-GFV6538, Ŭ-DENV4, 

Ŭ-FSMEV1493, Ŭ-FSMEV1786, Ŭ-all-Flavi und Ŭ-VACV A1 wurden auf den Biosensor-Chips immobilisiert und mit 

dem [A]: Gelbfiebervirus Stamm Asibi (GFVAsibi; 1,6Ā10
6
 PFU), [B]: Denguevirus Serotyp 4 (DENV4), 

[C]: FSME-Virus (FSMEV; 1,6Ā10
6
 PFU)) oder [D]: Vacciniavirus (VACV; 1,6Ā10

6
 PFU; anderer 

Größenmaßstab des Bindungssignals) überströmt. Die Virusbindung an die Antikörper führte im Verhältnis zur 

Referenz (Biosensorareale ohne mAk) zu einer Zunahme der Schichtdicke der Biosensoren im Spottingareal des 

jeweiligen Antikörpers, dargestellt in einer Zunahme des Bindungssignals. Die maximalen Bindungssignale sind 

Tab. 24 zu entnehmen. Messbedingungen: MOPS-Puffer (pH-Wert 6,0). Mittelwert ± SD, n Ó 6. A.U.: Arbitrary 

Unit.  
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Tab. 24 Maximale Bindungssignale der Spezifitätsprüfung der ausgewählten Antikörper in 

Abhängigkeit der Virustypen GFVAsibi, DENV4, FSMEV und VACV unter den initialen Messbedingungen. 

 Maximales Bindungssignal [A.U. (Ā10
-2
) Ñ SD (Ā10

-2
)] 

                    Virus (Probe)    

mAk (Spot) 
GFVAsibi DENV4 FSMEV VACV 

Ŭ-GFV6538 
5,93 ± 0,52  3,16 ± 0,77 

Ź *  Ŭ-DENV4 

2,07 ± 0,10 

Ź *  Ŭ-FSMEV1493 

0,47 ± 0,10 
Ź n.s. Ŭ-VACV A1 

Ŭ-DENV4 
6,06 ± 0,27 
Ź n.s. Ŭ-GFV6538 

4,25 ± 0,36 

 

1,91 ± 0,13 

Ź *  Ŭ-FSMEV1493 

0,23 ± 0,12 
Ź n.s. Ŭ-VACV A1 

Ŭ-FSMEV1493 
1,03 ± 1,00 

Ź *  Ŭ-GFV6538
 

0,56 ± 0,76 

Ź *  Ŭ-DENV4 
1,08 ± 0,10 

 

0,34 ± 0,27 
Ź n.s. Ŭ-VACV A1 

Ŭ-FSMEV1786 < Referenz 
0,72 ± 0,96 

Ź *  Ŭ-DENV4 

0,42 ± 0,06 

Ź *  Ŭ-FSMEV1493 

0,06 ± 0,01 

Ź * Ŭ-VACV A1 

Ŭ-all-Flavi 
4,94 ± 0,28 

Ź *  Ŭ-GFV6538 

2,96 ± 0,39 

Ź *  Ŭ-DENV4
 

1,30 ± 0,18 
Ź n.s. Ŭ-FSMEV1493 

0,15 ± 0,07 

Ź * Ŭ-VACV A1 

Ŭ-VACV A1 
4,72 ± 0,44 

Ź *  Ŭ-GFV6538 

2,33 ± 0,91 

Ź *  Ŭ-DENV4 

0,69 ± 0,34 

Ź *  Ŭ-FSMEV1493 
0,32 ± 0,26 

 

Tabelle zu Abb. 17. Mittelwert ± SD, n Ó 6. ANOVA gefolgt von Bonferroni's Multiple Comparison Test. 

*:  p Ò 0,05; n. s.: nicht signifikant; Ź: Signifikanzanalyse innerhalb der entsprechenden Tabellenspalte gegenüber 

den Messergebnissen des für den Nachweis des jeweiligen Virus ausgewählten mAk (fett hervorgehoben): 

Ŭ-GFV6538 (GFVAsibi), Ŭ-DENV4 (DENV4), Ŭ-FSMEV1493 (FSMEV) oder Ŭ-VACV A1 (VACV);  < Referenz: 

Messwerte geringer als die Referenz (nicht dargestellt); Referenz: Biosensorareale ohne mAk. 

Messbedingungen: MOPS-Puffer (pH-Wert 6,0).  

 

Einfluss des Zellkulturüberstandes 

Die für die Messungen verwendeten Viruslösungen wurden aus dem Zellkulturüberstand 

gewonnen (2.2.2.1). Zur Kontrolle, in welchem Umfang die detektierten Bindungssignale 

durch Zellfragmente, Bestandteile des Zellkulturmediums bzw. der Inaktivierungsreagenz 

ɓ-Propiolacton hervorgerufen wurden, sind die Antikörper mit Zellkulturüberstand nicht-

infizierter Vero E6-Zellen getestet worden (Abb. 18). 

 
Abb. 18 Einfluss von Zellkulturüberstand auf die Bindungssignale unter initialen Bedingungen. Die in 

3.2.1 ausgewªhlten mAk Ŭ-GFV6538, Ŭ-DENV4, Ŭ-FSMEV1493, Ŭ-FSMEV1786, Ŭ-all-Flavi und Ŭ-VACV A1 wurden 

auf den Biosensor-Chips immobilisiert und mit Zellkulturüberstand nicht-infizierter Vero E6-Zellen (inkl. 0,1 % 

ɓ-Propiolacton) überströmt. Eine Bindung von Zellkulturbestandteilen an die Antikörper führte im Verhältnis zur 

Referenz (Biosensorareale ohne mAk) zu einer Zunahme der Schichtdicke der Biosensoren im Spottingareal des 

jeweiligen Antikörpers, dargestellt in einer Zunahme des Bindungssignals. Die maximalen Bindungssignale sind 

Tab. 25 zu entnehmen. Messbedingungen: MOPS-Puffer (pH-Wert 6,0) + virusfreier Zellkulturüberstand (1:5). 

Mittelwert ± SD, n Ó 8. A.U.: Arbitrary Unit.  



Ergebnisse 

52 

Die mAk Ŭ-GFV6538 (Tab. 25, 
a
), Ŭ-DENV4 (

b
), Ŭ-FSMEV1493 (

c
) und Ŭ-all-Flavi (

e
) wiesen 

unter Zugabe von virusfreiem Zellkulturüberstand um 85 % bis 96 % verringerte maximale 

Bindungssignale gegenüber den mit GFV17D und GFVAsibi, DENV4 bzw. FSMEV ermittelten 

Messsignalen auf. Die mAk Ŭ-FSMEV1786 (
d
) und Ŭ-VACV A1 (

f
) wiesen unter den virusfreien 

Bedingungen die geringste Signalreduktion auf. Die maximalen Bindungssignale waren 

lediglich um 45 % bzw. 13 % gegenüber den Messergebnissen, die unter der Zugabe des 

FSMEV bzw. VACV ermittelt wurden, reduziert.  

 

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

Messbedingungen.  

 Maximales Bindungssignal [A.U. (Ā10
-2
) Ñ SD (Ā10

-2
)] 

            Probe               

 

mAk 

Virusfreier  

Zellkultur -

überstand 

Virus in Zellkulturüberstand  

GFVAsibi
#
 

[Tab. 24] 
GFV17D

#
 

[Tab. 20] 
DENV4

#
 

[Tab. 24] 

FSMEV
#
 

[Tab. 24] 
VACV

#
 

[Tab. 24] 

Ŭ-GFV6538 0,34 ± 0,14 
a
 5,93 ± 0,52 4,51 ± 1,04 - - - 

Ŭ-DENV4 0,15 ± 0,09
 b

 - - 4,25 ± 0,36 - - 

Ŭ-FSMEV1493 0,05 ± 0,16
 c
 - - - 1,08 ± 0,10 - 

Ŭ-FSMEV1786 0,23 ± 0,11
 d

 - - - 0,42 ± 0,06 - 

Ŭ-all-Flavi 0,19 ± 0,16
 e
 -

 
-
 

2,96 ± 0,39 1,30 ± 0,18 - 

Ŭ-VACV A1 0,28 ± 0,15
 f
 - - - - 0,32 ± 0,26 

Tabelle zu Abb. 18. Mittelwert ± SD, n Ó 8. Messbedingungen: MOPS-Puffer (pH-Wert 6,0). #: Ergebnisse aus 

vorherigen Messungen (Tab. 20 und 24). Signalreduktion bei virusfreiem Zellkulturüberstand gegenüber 
a
: GFVAsibi 94 % und GFV17D 92 %, 

b
: DENV4 96 %,

 c
: FSMEV 95 %, 

d
: FSMEV 45 %,

 e
: DENV4 96 % und 

FSMEV 85 %,
 f
: VACV 13 %. 

 

Insgesamt waren die unter den virusfreien Bedingungen (Zellkulturüberstand nicht-infizierter 

Vero E6-Zellen) ermittelten maximalen Bindungssignale der mAk Ŭ-GFV6538, Ŭ-DENV4, 

Ŭ-FSMEV1493 und Ŭ-all-Flavi deutlich geringer als die jeweiligen unter Viruszugabe 

bestimmten Signale. Die Ŭ-FSMEV1786 und Ŭ-VACVA1 mAk zeigten gegenüber den anderen 

mAk vergleichbare Signalstärken unter virusfreien Bedingungen. Allerdings lagen die 

Bindungssignale des Ŭ-FSMEV1786 sowie insbesondere des Ŭ-VACV A1 mAk damit in der 

Größenordnung der Bindungssignale nach jeweiliger Viruszugabe (FSMEV sowie VACV). 
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Fazit zur Spezifität der Antikörper für den Virusnachweis unter den initialen 

Messbedingungen 

Es war mit den initialen Messbedingungen nur zum Teil der spezifische antikörpervermittelte 

Nachweis des jeweiligen Virus möglich:  

Der Ŭ-all-Flavi mAk zeigte nur unter Zugabe der Flaviviren deutliche Bindungssignale und 

nicht bei dem VACV. Auch der für den Nachweis des DENV4 entwickelte Ŭ-DENV4 mAk 

zeigte nach Zugabe dieses Virus das stärkste Bindungssignal. Allerdings wiesen gleichzeitig 

auch andere untersuchte Antikörper relevante Signale auf, darunter auch der Ŭ-VACV A1 mAk. 

Beim GFVAsibi-Nachweis zeigte neben dem Ŭ-GFV6538 auch der Ŭ-DENV4 mAk vergleichbare 

Signale. Schwächere, aber relevante Signale wurden auch für den Ŭ-VACVA1 mAk detektiert. 

Darüber hinaus wiesen die Ŭ-GFV6538 und Ŭ-DENV4 mAk auch nach Zugabe des FSMEV die 

stärksten Signale auf.  

Unter Zugabe von virusfreiem Zellkulturüberstand waren die Bindungssignale der Flaviviren 

mAk, mit Ausnahme des Ŭ-FSMEV1786, im Verhältnis zu den Signalen nach Flaviviruszugabe 

vernachlässigbar gering. Demgegenüber entsprach das Bindungssignal des Ŭ-VACV A1 mAk 

unter Zugabe von virusfreiem Zellkulturüberstand im Wesentlichen den Ergebnissen nach 

Zugabe des VACV, womit der Ŭ-VACV A1 mAk-vermittelte Nachweis des VACV folglich 

nicht möglich war. Die Flaviviren mAk zeigten keine relevante Bindung an das VACV. 

Vor dem Hintergrund der heterogenen Ergebnisse wurde in sich anschließenden Messungen 

der Einfluss der Messbedingungen auf die Virusspezifität der Antikörper ermittelt, um die 

Spezifität der mAk in dem neuartigen Messsystem zu steigern (3.2.2.2).  
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3.2.2.2 Optimierung der initialen Messbedingungen zur Antikörper spezifitätssteigerung  

Mit dem Ziel, den Einfluss der Messbedingungen auf die Virusspezifität der Antikörper in der 

Biosensor-Methode zu ermitteln und darauf basierend ihre Spezifität zu steigern, wurde der 

Einfluss von Zusätzen (Urea, Tween 20) im Messpuffer untersucht sowie der pH-Wert des 

Messpuffers, die Messtemperatur, die Ionenstärke und die Pufferzusammensetzung variiert. 

Da mit dem GFVAsibi in den initialen Spezifitätsuntersuchungen die insgesamt stärksten 

spezifischen (Ŭ-GFV6538) wie auch unspezifischen (u.a. Ŭ-VACV A1) Bindungssignale 

detektiert wurden, erfolgte die Optimierung anhand dieses Virus. Dazu wurden die unter 3.2.1 

ausgewählten mAk verwendet (Ŭ-GFV6538, Ŭ-GFV6330, Ŭ-DENV4, Ŭ-FSMEV1493, 

Ŭ-FSMEV1786, Ŭ-all-Flavi sowie Ŭ-VACV A1). 

 

Einfluss von Urea und Tween 20 

Der Effekt verschiedener Messpuffer-Zusätze auf die Spezifität der Antikörperbindung sowie 

die Stärke des Bindungssignals wurde anhand von Urea und Tween 20
 
ermittelt.  

 

 

Abb. 19 Einfluss von Urea auf die Spezifität 

der Antikörper am Beispiel des GFVAsibi. Die 

auf den Biosensor-Chips immobilisierten 

Antikörper wurden in der Flusszelle mit dem 

Gelbfiebervirus Stamm Asibi (GFVAsibi; 1,6Ā10
6
 

PFU) überströmt. Eine Virusbindung an die 

Antikörper hat im Verhältnis zur Referenz 

(Biosensorareale ohne mAk) eine Zunahme der 

Biosensor-Schichtdicke im Spottingareal des 

jeweiligen Antikörpers zur Folge, welches sich in 

einer Erhöhung des Bindungssignals äußert. Eine 

Schichtdickenreduktion führt zur Verringerung 

des Signals. Dargestellt sind die maximalen 

Bindungssignale unter MOPS-Puffer mit 3 M 

oder 6 M Urea (pH-Wert 6,0). Diese sind Tab. 26 

zu entnehmen. Mittelwert ± SD, n Ó 9. 

A.U.: Arbitrary Unit.  

 

Der Einfluss von 3 M und 6 M Urea auf die Detektion des GFVAsibi ist in Abbildung 19 bzw. 

Tab. 26 dargestellt. Die Zugabe von Urea zum initialen Messpuffer (MOPS, pH-Wert 6,0) 

führte bei allen Antikörpern zur statistisch signifikanten Verringerung der maximalen 

Bindungssignale im Vergleich zu den Messergebnissen ohne Urea. Bei 6 M Urea kam es zu 

Signalreduktionen zwischen 21 % und 99 % gegenüber den Urea-freien Bedingungen 

(Ŭ-GFV6538: -21 %, Ŭ-DENV4: -46 %, Ŭ-FSMEV1493: -68 %, Ŭ-all-Flavi: -65 %, 

Ŭ-VACV A1: - 99 %). Die geringste Signalreduktion konnte somit f¿r den Ŭ-GFV6538 und die 

stärkste Signalreduktion f¿r den Ŭ-VACV A1 festgestellt werden. Im Vergleich zu den initialen 

Messungen resultierte die Zugabe von Urea in einem signifikant geringeren maximalen Signal 
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des Ŭ-DENV4 mAk gegen¿ber dem Ŭ-GFV6538 mAk. Damit wiesen alle Antikörper unter Urea 

statistisch signifikant geringere maximale Signale als der Ŭ-GFV6538 mAk auf. Jedoch wurde 

für den Ŭ-DENV4 mAk auch unter 6 M Urea immer noch ein sehr deutliches Signal detektiert. 

Insgesamt bewirkten beide Urea-Konzentrationen im initialen Messpuffer daher nur eine 

leichte Verbesserung in Hinblick auf den Ŭ-GFV mAk-spezifischen Nachweis des GFVAsibi. 

Darüber hinaus führte Urea zu Kristallisationen in der Flusszelle, wodurch nicht alle Bereiche 

des Biosensors in den Auswertungen berücksichtigt werden konnten und eine regelhafte 

Anwendung fraglich ist. 

 

Tab. 26  Einfluss von Urea und NaCl auf die maximalen Bindungssignale der Antikörper am Beispiel des 

GFVAsibi.  

 Maximales Bindungssignal [A.U. (Ā10
-2
) Ñ SD (Ā10

-2
)] 

          Puffer 

 

mAk (Spot) 

MOPS ohne Urea 

(pH 6,0) 
#
 

[Tab. 24] 

MOPS mit 3 M Urea  

(pH 6,0) 

MOPS mit 6 M Urea 

(pH 6,0) 

Ŭ-GFV6538 
5,93 ± 0,52 

 

4,55 ± 0,17 

Ÿ *  Ŭ-GFV6538 (ohne Urea) 

4,69 ± 0,87  

Ÿ *  Ŭ-GFV6538 (ohne Urea) 

Ŭ-DENV4 

6,06 ± 0,27 
 

Ź n. s. Ŭ-GFV6538 (ohne Urea) 

3,75 ± 0,19 

Ÿ *  Ŭ-DENV4 (ohne Urea) 

Ź * Ŭ-GFV6538 (3 M Urea) 

3,27 ± 0,21  

Ÿ *  Ŭ-DENV4 (ohne Urea) 

Ź * Ŭ-GFV6538 (6 M Urea) 

Ŭ-FSMEV1493 

1,03 ± 1,00 
 

Ź *  Ŭ-GFV6538 (ohne Urea) 

0,79 ± 0,15 
Ÿ n. s. Ŭ-FSMEV1493 (ohne Urea) 

Ź * Ŭ-GFV6538 (3 M Urea) 

0,33 ± 0,12 

Ÿ *  Ŭ-FSMEV1493 (ohne Urea) 

Ź * Ŭ-GFV6538 (6 M Urea) 

Ŭ-all-Flavi 

4,94 ± 0,28 
 

Ź *  Ŭ-GFV6538 (ohne Urea) 

2,97 ± 0,13 

Ÿ *  Ŭ-all-Flavi (ohne Urea) 

Ź * Ŭ-GFV6538 (3 M Urea) 

1,71 ± 0,12  

Ÿ *  Ŭ-all-Flavi (ohne Urea) 

Ź * Ŭ-GFV6538 (6 M Urea) 

Ŭ-VACV A1 

4,72 ± 0,44 
 

Ź *  Ŭ-GFV6538 (ohne Urea) 

1,29 ± 0,51 

Ÿ *  Ŭ-VACV A1 (ohne Urea) 

Ź * Ŭ-GFV6538 (3 M Urea) 

0,05 ± 0,18  

Ÿ *  Ŭ-VACV A1 (ohne Urea) 

Ź * Ŭ-GFV6538 (6 M Urea) 

Tabelle zu Abb. 19. #: Ergebnisse aus vorherigen Messungen (Tab. 24). Mittelwert ± SD, n Ó 9. ANOVA gefolgt 

von Bonferroni's Multiple Comparison Test. *:  p Ò 0,05; n. s.: nicht signifikant; Ÿ: Signifikanzanalyse innerhalb 

der entsprechenden Tabellenzeile gegen¿ber den Messergebnissen ohne Urea; Ź: Signifikanzanalyse innerhalb 

der entsprechenden Tabellenspalte gegenüber den Messergebnissen des Ŭ-GFV6538 ohne Urea, 3 M Urea oder 

6 M Urea im Messpuffer. Referenz: Biosensorareale ohne mAk. A.U.: Arbitrary Unit. 

 

Des Weiteren wurde die Wirkung des Detergens Tween 20 auf die Spezifität der Bindung der 

Antikörper untersucht. Die Zugabe von Tween 20 in den Messpuffer (0,05 %) resultierte in 

einer massiven Anreicherung von (Mikro-)Luftblasen in der Flusszelle, wodurch keine 

adäquate Auswertung der Messungen unter MOPS-Tween vorgenommen werden konnte.  

 

Einfluss des pH-Wertes  

Es wurden Messungen in MOPS-Puffer mit den pH-Werten 7,2, 7,4 sowie 7,6 vorgenommen 

(Abb. 20A-D) und mit den Ergebnissen unter der initialen Bedingung (pH-Wert 6,0) 

verglichen.  
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Abb. 20 Einfluss des pH-Wertes des Messpuffers auf die Spezifität der Antikörper am Beispiel des 

GFVAsibi. Die auf den Biosensor-Chips immobilisierten Antikörper wurden mit dem GFV-Stamm Asibi 

(GFVAsibi; 1,6Ā10
6
 PFU) überströmt. Die Virusbindung an die Antikörper führte im Verhältnis zur Referenz 

(Biosensorareale ohne mAk) zu einer Zunahme der Biosensor-Schichtdicke im Spottingareal des jeweiligen 

Antikörpers, dargestellt in einer Zunahme des Bindungssignals. Eine Schichtdickenreduktion führte zur 

Signalverringerung. Die maximalen Bindungssignale sind Tab. 27 zu entnehmen. Messbedingungen: 

MOPS-Puffer [A]: pH-Wert 6,0; [B] : 7,2; [C] : 7,4; [D] : 7,6. Mittelwert ± SD, n Ó 7. A.U.: Arbitrary Unit. 

 

Die Erhöhung des pH-Wertes führte nach Zugabe des GFVAsibi zu einer statistisch 

signifikanten Verringerung der maximalen Bindungssignale aller untersuchten Antikörper 

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

Ŭ-GFV6538 mAk, jedoch war die Signalreduktion gegenüber den anderen Antikörpern 

insgesamt geringer. Während bei pH-Wert 7,2 noch ein Bindungssignal des Ŭ-DENV4 

detektiert werden konnte, war das GFVAsibi bei pH-Wert 7,4 nur noch durch die mAk 

Ŭ-GFV6538 und Ŭ-GFV6330 zu detektieren. Unter pH-Wert 7,6 war für keinen der mAk eine 

(relevante) Bindung zu detektieren. 

Insgesamt führte die Erhöhung des pH-Wertes des Messpuffer auf 7,4 zu einer Verbesserung 

hinsichtlich des spezifischen Ŭ-GFV mAk-vermittelten Nachweises des GFVAsibi, da bis auf 

die mAk Ŭ-GFV6538 und Ŭ-GFV6330 keiner der weiteren untersuchten Antikörper eine Bindung 

des GFVAsibi zeigte. 
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Tab. 27  Einfluss des pH-Wertes des Messpuffers auf die maximalen Bindungssignale der Antikörper am 

Beispiel des GFVAsibi.  

 Maximales Bindungssignal [A.U. (Ā10
-2
) Ñ SD (Ā10

-2
)] 

           pH-Wert  

mAk 
6,0

#
 

[Tab. 24] 
7,2 7,4 7,6 

Ŭ-GFV6538 
5,93 ± 0,52 

 
3,48 ± 0,30 

Ÿ *  Ŭ-GFV6538 (pH 6,0) 

2,49 ± 0,40 

Ÿ *  Ŭ-GFV6538 (pH 6,0) 

0,88 ± 1,38 

Ÿ *  Ŭ-GFV6538 (pH 6,0) 

Ŭ-GFV6330 n. b. 
3,87 ± 0,13 

  

Ź n. s. Ŭ-GFV6538 (pH 7,2) 

1,95 ± 0,86 
  

Ź *  Ŭ-GFV6538 (pH 7,4) 
n. b. 

Ŭ-DENV4 

6,06 ± 0,27 
 

Ź n. s. Ŭ-GFV6538 (pH 6,0) 

1,52 ± 0,38 

Ÿ *  Ŭ-DENV4 (pH 6,0) 

Ź *  Ŭ-GFV6538 (pH 7,2) 

< Referenz < Referenz 

Ŭ-FSMEV1493 
1,03 ± 1,00 

 

Ź *  Ŭ-GFV6538 (pH 6,0) 
< Referenz < Referenz < Referenz 

Ŭ-all-Flavi 
4,94 ± 0,28 

 

Ź *  Ŭ-GFV6538 (pH 6,0) 
< Referenz < Referenz < Referenz 

Ŭ-VACV A1 

4,72 ± 0,44 
 

Ź *  Ŭ-GFV6538 (pH 6,0) 

0,01 ± 0,18 

Ÿ *  Ŭ-VACV A1 (pH 6,0) 

Ź *  Ŭ-GFV6538 (pH 7,2) 

< Referenz < Referenz 

Tabelle zu Abb. 20. #: Ergebnisse aus vorherigen Messungen (Tab. 24). Mittelwert ± SD, n Ó 7. ANOVA gefolgt 

von Bonferroni's Multiple Comparison Test. *:  p Ò 0,05; n. s.: nicht signifikant; Ÿ: Signifikanzanalyse innerhalb 

der entsprechenden Tabellenzeile gegenüber den Messergebnissen unter pH-Wert 6,0 (initiale Bedingung); 

Ź: Signifikanzanalyse innerhalb der entsprechenden Tabellenspalte gegenüber den Messergebnissen des 

Ŭ-GFV6538 unter den pH-Werten 6,0, 7,2, 7,4 oder 7,6. Referenz: Biosensorareale ohne mAk. < Referenz: 

Messwerte geringer als die Referenz (nicht dargestellt). n. b.: nicht bestimmt. Messbedingungen: MOPS-

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

 

Einfluss von Temperatur und Ionenstärke 

Unter Berücksichtigung der Ergebnisse zum Einfluss des Messpuffer-pH-Wertes auf die 

Virusspezifität der Antikörper (Tab. 27, Abb. 20 C), wurden die Untersuchungen bei einem 

pH-Wert des MOPS-Puffers von 7,4 durchgeführt. Der Effekt einer Erhöhung der Temperatur 

auf 37 °C ist in Abbildung 21A dargestellt. Es zeigte sich gegenüber den Messungen bei 

Raumtemperatur (22 °C) eine statistisch signifikante Abnahme des maximalen 

Bindungssignals des Ŭ-GFV6538 mAk (-75 %), nicht jedoch des Ŭ-GFV6330 mAk (-14 %) 

(Tab. 28). Der Ŭ-GFV6330 mAk zeigte damit unter 37 °C ein höheres maximales Signal als der 

Ŭ-GFV6538 mAk. Bei 22 °C lag ein umgekehrtes Verhältnis vor. Für die weiteren untersuchten 

mAk Ŭ-DENV4, Ŭ-FSMEV1493, Ŭ-all-Flavi und Ŭ-VACV A1 wurden bei 37 °C keine Signale 

detektiert, die über der Referenz lagen. 

Insgesamt resultierte die Erhöhung der Messtemperatur von 22 °C auf 37 °C in einem anderen 

Signalmuster der Ŭ-GFV mAk, wobei für die anderen untersuchten mAk keine  

Bindungssignale detektiert wurden. Der Ŭ-GFV mAk-vermittelte Nachweis des GFVAsibi ist 

demnach auch unter 37 °C möglich. Eine Verbesserung der Messbedingungen zum Nachweis 

des GFVAsibi, z. B. hinsichtlich einer Steigerung der Bindungssignalintensität, konnte durch 

die Temperaturerhöhung jedoch nicht erzielt werden.  
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Darüber hinaus wurde auch der Einfluss von 150 mM Natriumchlorid (NaCl) im Messpuffer 

untersucht. Der Effekt von 150 mM NaCl im Messpuffer MOPS (pH-Wert 7,4; 37 °C) auf die 

Bindungssignale der Antikörper ist Abbildung 21B zu entnehmen. Für keinen der 

untersuchten Antikörper konnte ein Signal detektiert werden, welches größer als die Referenz 

war. Gegenüber den NaCl-freien Bedingungen (Abb. 20 C, Tab. 27) kommt es somit unter 

MOPS-NaCl zu einer vollständigen Aufhebung der Bindung des GFVAsibi an die mAk 

Ŭ-GFV6538 und Ŭ-GFV6330. Die Ergebnisse decken sich mit den Untersuchungen zum Effekt 

von NaCl im Messpuffer bei Raumtemperatur (Abb. A37). 

 
Abb. 21 Einfluss von Messtemperatur (37 °C) und Ionenstärke auf die Spezifität der Antikörper am 

Beispiel des GFVAsibi. Die auf den Biosensor-Chips immobilisierten Antikörper wurden in der Flusszelle mit 

dem GFV-Stamm Asibi (GFVAsibi; 1,6Ā10
6
 PFU) überströmt. Bei Virusbindung an die Antikörper erfolgt im 

Verhältnis zur Referenz (Biosensorareale ohne mAk) eine Zunahme der Schichtdicke der Biosensoren im 

Spottingareal des jeweiligen Antikörpers, welches sich in einer Erhöhung des Bindungssignals äußert. Eine 

Schichtdickenreduktion führte zur Signalverringerung. Die maximalen Bindungssignale sind Tab. 28 zu 

entnehmen. Messbedingungen: [A]: MOPS-Puffer (pH-Wert 7,4), 37 °C; [B]: MOPS-Puffer (pH-Wert 7,4), 

150 mM NaCl, 37 °C. Mittelwert ± SD, n Ó 9. A.U.: Arbitrary Unit.  

 

Tab. 28  Einfluss von Messtemperatur und Ionenstärke auf die maximalen Bindungssignale der 

Antikörper am Beispiel des GFVAsibi.  

 Maximales Bindungssignal [A.U. (Ā10
-2
) Ñ SD (Ā10

-2
)] 

       Temperatur 

 

mAk 

22 °C  

(MOPS, pH 7,4)
#
 

[Tab. 27]  

37 °C 

(MOPS, pH 7,4) 

37 °C  

(MOPS + 150 mM NaCl, pH 7,4) 

Ŭ-GFV6538 
2,49 ± 0,40 0,63 ± 0,15 

Ÿ 
*  Ŭ-GFV6538 (22 °C) 

< Referenz 

Ŭ-GFV6330 

1,95 ± 0,86
 

Ź 
*  GFV6538 (22 °C) 

1,67 ± 0,34 
Ÿ

 
n.s. Ŭ-GFV6330 (22 °C) 
Ź

 * 
Ŭ-GFV6538

 
(37 °C) 

< Referenz 

Ŭ-DENV4 < Referenz < Referenz < Referenz 

Ŭ-FSMEV1493 < Referenz < Referenz < Referenz 

Ŭ-all-Flavi < Referenz < Referenz < Referenz 

Ŭ-VACV A1 < Referenz < Referenz < Referenz 

Tabelle zu Abb. 21. #: Ergebnisse aus vorherigen Messungen (Tab. 27). Mittelwert ± SD, n Ó 9. ANOVA gefolgt 

von Bonferroni's Multiple Comparison Test. *:  p Ò 0,05; n. s.: nicht signifikant; Ÿ: Signifikanzanalyse innerhalb 

der entsprechenden Tabellenzeile gegenüber den Messergebnissen bei 22 ÁC; Ź: Signifikanzanalyse innerhalb der 

entsprechenden Tabellenspalte gegen¿ber den Messergebnissen des Ŭ-GFV6538 bei 22 °C oder 37 °C. 

Referenz: Biosensorareale ohne mAk. A.U.: Arbitrary Unit. 
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Einfluss des Messpuffers  

Unter Berücksichtigung der Ergebnisse zum Einfluss des Messpuffer-pH-Wertes auf die 

Virusspezifität der Antikörper (Tab. 27) erfolgte die Testung weiterer Puffer mit einem 

pH-Wert von 7,4 (Abb. 22).  

 
Abb. 22 Einfluss des Messpuffers auf die Spezifität der Antikörper am Beispiel des GFVAsibi. Die auf den 

Biosensor-Chips immobilisierten Antikörper wurden in der Flusszelle mit dem Gelbfiebervirus Stamm Asibi 

(GFVAsibi; 1,6Ā10
6
 PFU) überströmt. Die Virusbindung an die Antikörper führte im Verhältnis zur Referenz 

(Biosensorareale ohne mAk) zu einer Zunahme der Schichtdicke der Biosensoren im Spottingareal des 

jeweiligen Antikörpers, dargestellt in einer Zunahme des Bindungssignals. Eine Schichtdickenreduktion führte 

zur Signalverringerung. Die maximalen Bindungssignale sind Tab. 29 zu entnehmen. Getestete Puffer (jeweils 

pH-Wert 7,4): [A]: MOPS; [B]: HEPES; [C]: Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS); [D]: Phosphatpuffer (PB). 

Mittelwert ± SD, n Ó 9. A.U.: Arbitrary Unit.  

 

Die mit dem Messpuffer HEPES (pH-Wert 7,4) erzielten Ergebnisse sind im Wesentlichen 

mit den Ergebnissen des MOPS-Puffers (pH-Wert 7,4) vergleichbar (Tab. 29). Relevante 

Unterschiede zeigten sich in Hinblick auf die Signale beider Ŭ-GFV mAk. Demnach wies der 

Ŭ-GFV6538 mAk unter MOPS und der Ŭ-GFV6330 mAk unter HEPES das jeweils stärkste 

Bindungssignal auf. Des Weiteren kam es durch Spülung der Flusszelle mit MOPS, im 

Verhältnis zum jeweiligen maximalen Signal, zu Verringerungen der Messsignale um 39 % 

(Ŭ-GFV6538) bzw. 44 % (Ŭ-GFV6330). Unter HEPES kam es demgegenüber zu einer 

vollständigen Abwaschung der Virionen während der Spülung der Flusszelle.  
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Die Verwendung des Puffers PBS führte nicht zu einer Verbesserung der Messbedingungen, 

da die Signale aller Antikörper nach Zugabe des GFVAsibi geringer als die Referenz waren und 

somit der Nachweis des GFVAsibi nicht möglich war. Unter Phosphatpuffer (PB) konnte das 

GFVAsibi spezifisch durch die Ŭ-GFV6538 und Ŭ-GFV6330 mAk nachgewiesen werden. 

Allerdings waren die maximalen Bindungssignale der beiden Ŭ-GFV mAk in der 

Gesamtschau geringer als unter MOPS oder HEPES (jeweils pH-Wert 7,4).  

 

Tab. 29  Einfluss des Messpuffers auf die maximalen Bindungssignale der Antikörper am Beispiel des 

GFVAsibi.  

 Maximales Bindungssignal [A.U. (Ā10
-2
) Ñ SD (Ā10

-2
)] 

Puffer 

mAk 

MOPS (pH 6,0)
#
 

[Tab. 24] 
MOPS (pH 7,4)

#
 

[Tab. 27] 

HEPES (pH 7,4) PBS  

(pH 7, 4) 

PB (pH 7,4) 

Ŭ-GFV6538 
5,93 ± 0,52  2,49 ± 0,40 

 

1,39 ± 0,89 

Ÿ
 * 
Ŭ-GFV6538 (MOPS 7,4)

 < Referenz 
0,79 ± 0,78 

Ÿ
 * 
Ŭ-GFV6330 

(MOPS 7,4) 

Ŭ-GFV6330 n. b. 

1,95 ± 0,86 

 

Ź
 * 
Ŭ-GFV6538 (MOPS 7,4) 

2,59 ± 0,50 

Ÿ
 * 
Ŭ-GFV6330 (MOPS 7,4) 

Ź
 * 
Ŭ-GFV6538 (HEPES 7,4) n. b. 

1,42 ± 0,18 
Ÿ

 
n. s.

 
Ŭ-GFV6330 

(MOPS 7,4) 

Ź
 * 
Ŭ-GFV6538  

(PB 7,4) 

Ŭ-DENV4 

6,06 ± 0,27  

Ź n.s. Ŭ-GFV6538 (MOPS 6,0) < Referenz 
0,09 ± 0,75 

Ź
 * 
Ŭ-GFV6538 (HEPES 7,4) 

Ź
 * 
Ŭ-GFV6330 (HEPES 7,4)

 
< Referenz < Referenz 

Ŭ-FSMEV1493 
4,94 ± 0,28 

Ź
 * 
Ŭ-GFV6538 (MOPS 6,0) 

< Referenz n. b.
§ 

 < Referenz n. b.
§
 

Ŭ-all-Flavi   
1,03 ± 1,00 

Ź
 * 
Ŭ-GFV6538 (MOPS 6,0) 

< Referenz < Referenz
 

< Referenz < Referenz 

Ŭ-VACV A1 

4,72 ± 0,44  

Ź
 * 
Ŭ-GFV6538 (MOPS 6,0) < Referenz 

0,11 ± 0,56  

Ź
 * 
Ŭ-GFV6538 (HEPES 7,4) 

Ź
 * 
Ŭ-GFV6330 (HEPES 7,4) 

< Referenz < Referenz 

Tabelle zu Abb. 22. #: Ergebnisse aus vorherigen Messungen (Tab. 24 und 27). Mittelwert ± SD, n Ó 9. ANOVA 

gefolgt von Bonferroni's Multiple Comparison Test. *:  p Ò 0,05; n. s.: nicht signifikant; Ÿ: Signifikanzanalyse 

innerhalb der entsprechenden Tabellenzeile gegenüber den Messergebnissen unter MOPS (pH-Wert 7,4); 

Ź: Signifikanzanalyse innerhalb der entsprechenden Tabellenspalte gegenüber den Messergebnissen des mAk 

Ŭ-GFV6538 bzw. Ŭ-GFV6330 unter MOPS (pH-Wert 6,0 oder 7,4) oder HEPES (pH-Wert 7,4). < Referenz: 

Messwerte geringer als die Referenz (nicht dargestellt). §: Ŭ-FSMEV1786 mAk: < Referenz. Messbedingungen: 

MOPS, HEPES, Phosphatpuffer (PB) oder Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS) + GFVAsibi. Referenz: 

Biosensorareale ohne mAk. n. b.: nicht bestimmt; A.U.: Arbitrary Unit.  

 

Der Vergleich der erzielten Ergebnisse unter HEPES (pH-Wert 7,4) mit den Ergebnissen 

unter den initialen Messpufferbedingungen (MOPS, pH-Wert 6,0) zeigt eine signifikante 

Verringerung der maximalen Bindungssignale der mAk Ŭ-DENV4, Ŭ-all-Flavi (< Referenz) 

und Ŭ-VACV A1 nach Zugabe des GFVAsibi (Tab. 29). Zwar kam es auch zu einer 

Signalreduktion beim Ŭ-GFV6538 mAk, jedoch in geringerem Umfang als bei den anderen 

mAk. Der ebenfalls getestete Ŭ-GFV6330 mAk wies unter allen getesteten Antikörpern unter 

HEPES (pH-Wert 7,4) das höchste Bindungssignal auf.  
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Insgesamt konnte mit den Messpuffern HEPES (pH-Wert 7,4) und MOPS (pH-Wert 7,4) im 

Vergleich zu den initialen Messbedingungen (MOPS, pH-Wert 6,0) eine Steigerung des 

spezifischen Ŭ-GFV mAk-vermittelten Nachweises des GFVAsibi erzielt werden. 

 

 

Fazit der Optimierung der initialen Messbedingungen zur Steigerung der Virusspezifität 

der Antikörper  

Es zeigte sich, dass insbesondere durch die Erhöhung des pH-Wertes des Messpuffers MOPS 

auf 7,4 bzw. durch die Verwendung des Messpuffers HEPES (pH-Wert 7,4) eine signifikante 

Verbesserung der untersuchten mAk-Kombination in Hinblick auf den spezifischen 

Ŭ-GFV mAk-vermittelten Nachweis des GFVAsibi erzielt werden konnte. Für die 

nachfolgenden Untersuchungen zur Virusspezifität der Antikörper unter den optimierten 

Bedingungen wurden daher die Messpuffer MOPS und HEPES (jeweils pH-Wert 7,4) 

ausgewählt. 

Darüber hinaus zeigten die Ergebnisse, dass Veränderungen der Messbedingungen im Sinne 

einer Änderung des pH-Wertes des Messpuffers, der Messtemperatur oder der 

Pufferzusammensetzung in durch die Biosensor-Technologie detektierbaren Änderungen der 

Messsignale resultierten.  
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3.2.2.3 Spezifität der Ant ikörper  unter den optimierten Messbedingungen  

Die Spezifität der mAk Ŭ-GFV6538, Ŭ-GFV6330, Ŭ-DENV4, Ŭ-FSMEV1493, Ŭ-FSMEV1786, 

Ŭ-all-Flavi und Ŭ-VACVA1 hinsichtlich der Virustypen GFVAsibi, GFV17D, DENV4, FSMEV 

und VACV wurde, unter Berücksichtigung der Ergebnisse zum Einfluss der 

Messbedingungen (3.2.2.2), mit den Messpuffern MOPS bzw. HEPES (jeweils pH-Wert 7,4) 

untersucht. 

 

Nachweis des Gelbfiebervirus (Stamm Asibi) 

Die Optimierung der initialen Messbedingungen zur Steigerung der Spezifität der Antikörper 

erfolgte anhand des GFVAsibi (3.2.2.2). Der Nachweis des GFVAsibi unter Verwendung der 

Messpuffer MOPS bzw. HEPES (jeweils pH-Wert 7,4) war somit Teil der 

Optimierungsuntersuchungen, weshalb diese Ergebnisse bereits in Abb. 22 bzw. Tab. 29 

dargestellt sind und hier nicht wiederholt abgebildet wurden.  

 

Nachweis des Gelbfiebervirus (Stamm 17D) 

Sowohl unter MOPS- als auch unter HEPES-Puffer zeigten die mAk Ŭ-GFV6538 und 

Ŭ-GFV6330 nach Zugabe des GFV17D deutliche positive Signale (Abb. 23A), wobei 

Unterschiede hinsichtlich der maximalen Bindungssignalstärke zwischen beiden mAk 

vorlagen (Tab. 30). Der Ŭ-GFV6330 mAk zeigte unabhängig vom Messpuffer statistisch 

signifikant grºÇere maximale Signale als der Ŭ-GFV6538 mAk. 

 

Tab. 30 Maximale Bindungssignale der Spezifitätsprüfung der Antikörper zum Nachweis des GFV17D 

unter den optimierten Messbedingungen.  

 Maximales Bindungssignal [A.U. (Ā10
-2
) Ñ SD (Ā10

-2
)] 

Puffer 

mAk 
MOPS pH 7,4 HEPES pH 7,4 

Ŭ-GFV6538 
0,91 ± 0,41 0,56 ± 0,09  

Ÿ 
*
 Ŭ-GFV6538 (MOPS pH 7,4) 

Ŭ-GFV6330 

2,09 ± 0,19
 

Ź 
*
 Ŭ-GFV6538 (MOPS pH 7,4) 

0,83 ± 0,34  

Ÿ 
*
 Ŭ-GFV6330 (MOPS pH 7,4) 

  Ź 
*
 Ŭ-GFV6538 (HEPES pH 7,4) 

Ŭ-DENV4 < Referenz < Referenz 
Ŭ-FSMEV1493 < Referenz n. b. 
Ŭ-FSMEV1786 < Referenz < Referenz 

Ŭ-all-Flavi < Referenz < Referenz 
Ŭ-VACV A1 < Referenz < Referenz 

Tabelle zu Abb. 23. Mittelwert ± SD, n Ó 8. ANOVA gefolgt von Bonferroni's Multiple Comparison Test. 

*:  p Ò 0,05; Ÿ: Signifikanzanalyse innerhalb der entsprechenden Tabellenzeile gegen¿ber den Messergebnissen 

unter MOPS (pH-Wert 7,4); Ź: Signifikanzanalyse innerhalb der entsprechenden Tabellenspalte gegen¿ber den 

Messergebnissen des Ŭ-GFV6538 unter MOPS oder HEPES (jeweils pH-Wert 7,4). < Referenz: Messwerte 

geringer als die Referenz (nicht dargestellt). Messbedingungen: MOPS oder HEPES-Puffer + GFV17D. Referenz: 

Biosensorareale ohne mAk. n. b.: nicht bestimmt. A.U.: Arbitrary Unit. 
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Darüber hinaus waren die maximalen Messsignale unter MOPS-Puffer für beide mAk 

statistisch signifikant größer als unter HEPES-Puffer. Für die weiteren getesteten mAk 

Ŭ-DENV4, Ŭ-all-Flavi und Ŭ-VACV A1 konnten nach Zugabe des GFV17D keine Signale 

detektiert werden, welche größer als die Referenz waren.  

Insgesamt war unter den Pufferbedingungen MOPS und HEPES der Nachweis des GFV17D 

möglich und dies ausschließlich durch die mAk Ŭ-GFV6538 und Ŭ-GFV6330.  

 

Nachweis des Denguevirus (Serotyp 4) 

Unter Verwendung des Messpuffers MOPS (Tab. 31, Abb. 23B) konnte das DENV4 durch 

den Ŭ-DENV4 mAk nicht detektiert werden. Lediglich die Ŭ-GFV6538 und Ŭ-GFV6330 mAk 

zeigten nach Viruszugabe Signale. Diese Ergebnisse wurden auch in weiteren Tests mit PB 

bestätigt (Abb. A38, Tab. A38). Demgegenüber kam es unter HEPES auch bei dem Ŭ-DENV4 

mAk zu einem deutlichen Bindungssignal. Dieses war in Bezug auf die maximale 

Signalstärke jedoch statistisch signifikant geringer als das des Ŭ-GFV6330 mAk und 

unterschied sich nicht vom Ŭ-GFV6538 mAk-Signal. Darüber hinaus konnten in HEPES auch 

für die mAk Ŭ-all-Flavi und Ŭ-VACV A1 Signale detektiert werden, welche jedoch hinsichtlich 

ihrer maximalen Signale statistisch signifikant geringer als die des Ŭ-DENV4 mAk waren.   

 

Tab. 31  Maximale Bindungssignale der Spezifitätsprüfung der Antikörper zum Nachweis des DENV4 

unter den optimierten Messbedingungen. 

 Maximales Bindungssignal [A.U. (Ā10
-2
) Ñ SD (Ā10

-2
)] 

Puffer 

mAk 
MOPS pH 7,4 HEPES pH 7,4 

Ŭ-GFV6538 
2,17 ± 0,61 

 

2,99 ± 0,08 
Ź n.s. Ŭ-DENV4 (HEPES pH 7,4) 

Ŭ-GFV6330 
2,16 ± 0,43 

 

3,93 ± 1,05 

Ź 
*
 Ŭ-DENV4 (HEPES pH 7,4) 

Ŭ-DENV4 < Referenz 2,95 ± 0,99 

Ŭ-FSMEV1493 n. b. n. b. 

Ŭ-FSMEV1786 < Referenz < Referenz 

Ŭ-all-Flavi < Referenz 
0,78 ± 0,68 

Ź 
*
 Ŭ-DENV4 (HEPES pH 7,4) 

Ŭ-VACV A1 < Referenz 
0,35 ± 0,25 

Ź 
*
 Ŭ-DENV4 (HEPES pH 7,4) 

Tabelle zu Abb. 23. Mittelwert ± SD, n Ó 10. ANOVA gefolgt von Bonferroni's Multiple Comparison Test. 

*:  p Ò 0,05; n. s.: nicht signifikant; Ÿ: Signifikanzanalyse innerhalb der entsprechenden Tabellenzeile gegen¿ber 

den Messergebnissen unter MOPS (pH-Wert 7,4); Ź: Signifikanzanalyse innerhalb der entsprechenden 

Tabellenspalte gegenüber den Messergebnissen des Ŭ-DENV4 unter HEPES-Puffer (pH-Wert 7,4). < Referenz: 

Messwerte geringer als die Referenz (nicht dargestellt). Messbedingungen: MOPS oder HEPES-Puffer + 

DENV4. Referenz: Biosensorareale ohne mAk. n. b.: nicht bestimmt. A.U.: Arbitrary Unit.  

 

Insgesamt war nur unter HEPES der Nachweis des DENV4 durch den Ŭ-DENV4 mAk mög-

lich. Es zeigten sich unter diesen Bedingungen jedoch auch bei anderen Antikörpern 

(Ŭ-GFV6330, Ŭ-GFV6538) zum Teil starke Signale. 
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Abb. 23 Spezifität der Antikörper hinsichtlich der Virustypen GFV 17D und DENV4 unter den 

optimierten Messbedingungen. Die auf den Biosensor-Chips immobilisierten Antikörper wurden in der 

Flusszelle mit dem [A] : Gelbfiebervirus Stamm 17D (GFV17D; 1,6Ā10
6
 PFU) und [B] : Denguevirus Serotyp 4 

(DENV4) überströmt. Die Virusbindung an die Antikörper führte im Verhältnis zur Referenz (Biosensorareale 

ohne mAk) zu einer Zunahme der Schichtdicke der Biosensoren im Spottingareal des jeweiligen Antikörpers, 

dargestellt in der Zunahme des Bindungssignals. Eine Schichtdickenreduktion führte zur Signalverringerung. Die 

jeweils maximalen Bindungssignale sind den Tab. 30 und 31 zu entnehmen. Messbedingungen: MOPS- und 

HEPES-Puffer (pH-Wert 7,4). Mittelwert ± SD, GFV17D: n Ó 8, DENV4: n Ó 10. A.U.: Arbitrary Unit.  

 

 

Nachweis des FSME-Virus 

Da vorangegangene Messungen bei pH-Wert 7,4 (Abb. 23B) gezeigt haben, dass der 

Nachweis des DENV4 nur unter HEPES möglich war, wurde die Spezifität der Antikörper 

hinsichtlich des FSMEV-Nachweises mit diesem Messpuffer untersucht. Aufgrund der 

geringen Signalstärken der Ŭ-FSMEV mAk beim FSMEV-Nachweis unter den initialen 

Messbedingungen (Abb. 17C), erfolgte eine Erhöhung der Virusmenge in der Probe. Unter 

Verwendung der dreifachen FSMEV-Menge (4,8Ā10
6 
PFU) zeigte der Ŭ-FSMEV1786 mAk das 

stärkste Bindungssignal (Abb. 24A). Dieses unterschied sich statistisch signifikant und in 

relevantem Umfang von den schwächeren Bindungssignalen der anderen mAk Ŭ-DENV4, 

Ŭ-VACV A1, Ŭ-all-Flavi bzw. Ŭ-GFV6538 sowie Ŭ-GFV6330 (Tab. 32). Insgesamt war der 

FSMEV-Nachweis unter Verwendung von HEPES spezifisch über den Ŭ-FSMEV1786 

möglich.  
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Nachweis des Vacciniavirus 

Analog zum vorherigen FSMEV-Nachweis erfolgte die Messung des VACV bei pH-Wert 7,4 

auch nur mit HEPES-Puffer (Abb. 24B). Verhältnismäßig schwache Bindungssignale des 

Ŭ-VACV A1 mAk unter den initialen Messbedingungen (Abb. 17D) erforderten auch hier die 

Erhöhung der applizierten Virusmenge (4,8Ā10
6 
PFU).  

 
Abb. 24 Spezifität der Antikörper hinsichtlich der  Virustypen FSMEV und VACV unter den 

optimierten Messbedingungen. Die auf den Biosensor-Chips immobilisierten Antikörper wurden in der 

Flusszelle mit dem [A] : FSME-Virus (FSMEV; 4,8Ā10
6 

PFU) oder [B] : Vacciniavirus (VACV; 4,8Ā10
6 

PFU) 

überströmt. Die Virusbindung an die Antikörper führte im Verhältnis zur Referenz (Biosensorareale ohne mAk) 

zu einer Zunahme der Schichtdicke der Biosensoren im Spottingareal des jeweiligen Antikörpers, dargestellt in 

der Zunahme des Bindungssignals. Eine Schichtdickenreduktion führte zur Signalverringerung. Die jeweils 

maximalen Bindungssignale sind der Tab. 32 zu entnehmen. Messbedingungen: HEPES-Puffer (pH-Wert 7,4). 

Mittelwert ± SD, FSMEV: n Ó 6, VACV: n Ó 6. A.U.: Arbitrary Unit.  

 

Tab. 32  Maximale Bindungssignale der Spezifitätsprüfung der Antikörper zum Nachweis des FSMEV 

und VACV unter den optimierten Messbedingungen. 

 Maximales Bindungssignal [A.U. (Ā10
-2
) ± SD (Ā10

-2
)] 

  Virus  

mAk 

FSMEV  

(HEPES pH 7,4) 
VACV  

(HEPES pH 7,4) 

Ŭ-GFV6538 
0,06 ± 0,05 

Ź 
*
 Ŭ-FSMEV1786 (HEPES pH 7,4)  

< Referenz
 

Ŭ-GFV6330 < Referenz < Referenz 

Ŭ-DENV4 
0,06 ± 0,09  

Ź 
*
 Ŭ-FSMEV1786 (HEPES pH 7,4) 

0,03 ± 0,01 

Ź 
*
 Ŭ-VACV A1 (HEPES pH 7,4) 

Ŭ-FSMEV1493 n. b. n. b. 

Ŭ-FSMEV1786 
0,14 ± 0,07 0,02 ± 0,01 

Ź 
*
 Ŭ-VACVA1 (HEPES pH 7,4) 

Ŭ-all-Flavi 
0,02 ± 0,03  

Ź 
*
 Ŭ-FSMEV1786 (HEPES pH 7,4) 

0,02 ± 0,01  

Ź 
*
 Ŭ-VACVA1 (HEPES pH 7,4) 

Ŭ-VACV A1 
0,03 ± 0,02  

Ź 
*
 Ŭ-FSMEV1786 (HEPES pH 7,4) 

0,13 ± 0,06  

Tabelle zu Abb. 24. Mittelwert ± SD, n Ó 6. ANOVA gefolgt von Bonferroni's Multiple Comparison Test. 

*:  p Ò 0,05; Ź: Signifikanzanalyse innerhalb der entsprechenden Tabellenspalte gegen¿ber den Messergebnissen 

des Ŭ-FSMEV1786 bzw. des Ŭ-VACV A1 mAk. < Referenz: Messwerte geringer als die Referenz (nicht 

dargestellt). Messbedingungen: HEPES-Puffer (pH-Wert 7,4) + FSMEV oder VACV. Referenz: Biosensorareale 

ohne mAk. n. b.: nicht bestimmt. A.U.: Arbitrary Unit.  
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Für den Ŭ-VACV A1 mAk konnte nach Zugabe des VACV ein statistisch signifikant von den 

anderen Antikörpern abgrenzbares, deutliches Bindungssignal registriert werden (Tab. 32), 

womit unter HEPES-Puffer der Nachweis des VACV durch den Ŭ-VACVA1 mAk spezifisch 

möglich war.  

 

Einfluss von Zellkulturüberstand unter den optimierten Messbedingungen 

Ergänzend wurde auch für die optimierten Testbedingungen (HEPES-Puffer, pH-Wert 7,4) 

der Einfluss durch Zellkulturbestandteile bzw. sonstige Bestandteile der Probe (z. B. 

ɓ-Propiolacton) auf die Messsignale der mAk Ŭ-GFV6538, Ŭ-GFV6330, Ŭ-DENV4, 

Ŭ-FSMEV1786, Ŭ-all-Flavi sowie Ŭ-VACV A1 ermittelt (Abb. 25). Für keinen Antikörper 

konnten Signale detektiert werden, welche größer als die Referenz waren.  

 

Abb. 25 Einfluss von Zellkulturüberstand auf die 

Bindungssignale unter den optimierten 

Bedingungen. Die auf den Biosensor-Chips 

immobilisierten Antikörper wurden in der Flusszelle 

mit Zellkulturüberstand nicht-infizierter Vero E6 

Zellen (inkl. 0,1 % ɓ-Propiolacton) überströmt. Eine 

Reduktion der Schichtdicke der Biosensoren im 

Spottingareal des jeweiligen Antikörpers resultiert in 

einer Verringerung des Bindungssignals. 

Messbedingungen: HEPES-Puffer (pH-Wert 7,4) + 

virusfreier Zellkultur-überstand (1:5). Mittelwert ± SD, 

n Ó 18. A.U.: Arbitrary Unit. 

 

Fazit zur Spezifität der Antikörper für den Virusnachweis unter den optimierten 

Messbedingungen 

Der Nachweis des GFVAsibi und GFV17D war sowohl unter den Messpuffern MOPS als auch 

HEPES (jeweils pH-Wert 7,4) mittels der mAk Ŭ-GFV6330 bzw. Ŭ-GFV6538 möglich, wobei 

die weiteren untersuchten Antikörper hierbei keine (relevanten) Signale zeigten. Der 

Nachweis des DENV4 war lediglich unter Verwendung des Messpuffers HEPES über den 

Ŭ-DENV4 mAk möglich, wobei die Ŭ-GFV mAk auch relevante Signale zeigten. Unter 

HEPES konnten sowohl das FSMEV als auch das VACV spezifisch detektiert werden. Die 

Ŭ-FSMEV1786 bzw. Ŭ-VACVA1 mAk wiesen hierbei jeweils das höchste Signal auf. In der 

Gesamtbetrachtung war ausschließlich unter der Verwendung des Messpuffers HEPES der 

Nachweis aller getesteten Viren möglich. Für jedes Virus zeigte sich ein spezifisches 

Bindungsmuster der mAk, wobei die spezifischen mAk hierbei das einzige bzw. stärkste 

Bindungssignal zeigten. Eine Ausnahme bildet das DENV4.  
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3.2.3 Sensitivitätsuntersuchungen  

3.2.3.1 Einfluss der immobilisierten Antikörper menge auf den Virusnachweis 

Welchen Einfluss die Spottingkonzentration der Antikörper auf die Signalstärke hat, wurde 

anhand der mAk Ŭ-GFV6330 und Ŭ-GFV6538 ermittelt. Diese wurden zusätzlich zur bisherigen 

Konzentration von 1 mg/ml (0,5 µg/Spot) auch in den Konzentrationen 0,1 mg/ml 

(0,05 µg/Spot) und 0,01 mg/ml (0,005 µg/Spot) immobilisiert und mit dem GFVAsibi 

überströmt (Abb. 26).  

Die Untersuchungen ergaben, dass die maximalen Bindungssignale der Spots mit einer 

Antikörpermenge von 0,5 µg im Mittel höher als die mit 0,05 µg waren. Die maximale 

Signalstärke der Spots mit 0,005 µg Antikörper war statistisch signifikant geringer als die der 

höheren Antikörpermengen (Tab. 33). Die geringste Antikörpermenge (0,005 µg/Spot) war 

daher nicht für den Nachweis des Virus geeignet.  

 

Abb. 26 Einfluss der Antikörper -

Spottingkonzentration auf den Nachweis des 

GFVAsibi. Die mAk Ŭ-GFV6538 und Ŭ-GFV6330 

wurden in den Konzentrationen 1 mg/ml 

(0,5 µg/Spot), 0,1 mg/ml (0,05 µg/Spot) und 

0,01 mg/ml (0,005 µg/Spot) auf den Biosensor-

Chips immobilisiert und mit dem 

Gelbfiebervirus Stamm Asibi (GFVAsibi; 

1,6Ā10
6 
PFU) überströmt. Die Virusbindung an 

die Antikörper führte im Verhältnis zur 

Referenz (Biosensorareale ohne mAk) zu einer 

Zunahme der Schichtdicke der Biosensoren im 

Spottingareal des jeweiligen mAk, dargestellt in 

einer Zunahme des Bindungssignals. Die 

maximalen Bindungssignale sind Tab. 33 zu 

entnehmen. Messbedingungen: HEPES-Puffer 

(pH-Wert 7,4). Mittelwert ± SD; n Ó 7. A.U.: 

Arbitrary Unit.  

Tab. 33 Einfluss der Antikörper -Spottingkonzentration auf die maximalen Bindungssignale am Beispiel 

des GFVAsibi.  

 Maximales Bindungssignal [A.U. (Ā10
-2
) Ñ SD (Ā10

-2
)] 

            Spottingmenge         

mAk 
0,5 µg/Spot 0,05 µg/Spot 0,005 µg/Spot 

Ŭ-GFV6538 
1,39 ± 0,89 

 
0,99 ± 0,13 

Ÿ n.s. GFV6538 (0,5 µg/Spot) 
0,02 ± 0,05 

Ÿ 
*
 GFV6538 (0,5 µg/Spot) 

Ŭ-GFV6330 
2,59 ± 0,50 2,14 ± 0,18 

Ÿ n.s. GFV6330 (0,5 µg/Spot) 
< Referenz 

Tabelle zu Abb. 26. Mittelwert ± SD, n Ó 7. ANOVA gefolgt von Bonferroni's Multiple Comparison Test; 

*:  p Ò 0,05; n. s.: nicht signifikant; Ÿ: Signifikanzanalyse innerhalb der entsprechenden Tabellenzeile gegenüber 

den Messergebnissen mit 0,5 µg/Spot. < Referenz: Messwerte geringer als die Referenz (nicht dargestellt). 

Messbedingungen: HEPES-Puffer (pH-Wert 7,4) + 1,6Ā10
6
 PFU GFVAsibi. A.U.: Arbitrary Unit. 
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3.2.3.2 Einfluss der Virusmenge auf den Nachweis ï Ermittlung der Nachweisgrenze  

Der Einfluss der Virusmenge auf die Stärke der Messsignale wurde untersucht, indem die auf 

den Biosensoren immobilisierten mAk Ŭ-GFV6330, Ŭ-GFV6538, Ŭ-DENV4, Ŭ-FSMEV1786, 

Ŭ-all-Flavi und Ŭ-VACVA1 mit steigenden GFVAsibi-Virusmengen überströmt wurden 

(1,0Ā10
3
 PFU Ą 5,0Ā10

3
 PFU Ą 1,0Ā10

4
 PFU Ą 5,0Ā10

4
 PFU Ą 1,0Ā10

5
 PFU Ą 5,0Ā10

5
 PFU Ą 

1,0Ā10
6
 PFU). Durch deren Akkumulation ergaben sich folgende über den Biosensor 

geströmte Virusmengen: beginnend mit 1,0Ā10
3
 PFU, 6,0Ā10

3
 PFU, 1,6Ā10

4
 PFU, 6,6Ā10

4
 PFU, 

1,7Ā10
5
 PFU und 6,7Ā10

5
 PFU wurde die Virusmenge schließlich bis auf 1,7Ā10

6
 PFU 

gesteigert. Die Messungen fanden mit einer verdoppelten Flussrate von 300 µl/min statt. 

 

 

Abb. 27 Ermittlung der 

Nachweisgrenze. Die auf den 

Biosensor-Chips immobilisierten 

Antikörper wurden mit einer 

zunehmenden Menge (1,0Ā10
3
 PFU 

bis 1,7Ā10
6
 PFU) des Gelbfieber-

virus Stamm Asibi (GFVAsibi) mit 

einer Flussrate von 300 µl/min 

überströmt. Die Virusbindung an 

die Antikörper führte im 

Verhältnis zur Referenz (Bio-

sensorareale ohne mAk) zu einer 

Zunahme der Schichtdicke der 

Biosensoren im Spottingareal des 

jeweiligen Antikörpers, dargestellt 

in einer Zunahme des Bindungs-

signals. Eine Schichtdicken-

reduktion führte zur Signal-

verringerung. Messbedingungen: 

HEPES-Puffer (pH-Wert 7,4). 

Mittelwert ± SD; n Ó 8. PFU: 

Plaque Forming Units, A.U.: 

Arbitrary Unit.  

 

Ab einer GFVAsibi-Virusmenge von 1,7Ā10
5
 PFU zeigte sich im Mittel eine positive 

Korrelation zwischen insgesamt applizierter Virusmenge und Signalstärke des 

Ŭ-GFV6330 mAk. Ab einer Virusmenge von 6,7Ā10
5 
PFU unterschieden sich die Messsignale 

beider Ŭ-GFV mAk signifikant von der Referenz. Die weitere Erhöhung der Virusmenge auf 

1,7Ā10
6
 PFU steigerte noch einmal deutlich die Ŭ-GFV6330 und Ŭ-GFV6538 mAk-Messsignale. 

Für keinen der weiteren untersuchten mAk Ŭ-DENV4, Ŭ-FSMEV1786, Ŭ-all-Flavi und 
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Ŭ-VACV A1 konnte nach Zugabe des GFVAsibi ein positives Signal detektiert werden, welches 

sich in relevantem Umfang von der Referenz unterschied. 

Insgesamt ist festzustellen, dass für die mAk Ŭ-GFV6330 und Ŭ-GFV6538 eine positive 

Korrelation zwischen der Stärke des Messsignals und der applizierten GFVAsibi-Virusmenge 

bestand. Im Rahmen dieser Untersuchung konnte eine sichere Nachweisgrenze des GFVAsibi 

von 6,7Ā10
5
 PFU ermittelt werden.  

 

3.2.4 Nachweis von Viren in humanem Blutserum 

Die Überprüfung, ob Viren mittels der SCORE-Technologie in humanem Blutserum (Serum) 

nachgewiesen werden können, erfolgte anhand des GFVAsibi. Das verwendete Serum enthielt 

weder Flaviviren noch gegen Flaviviren gerichtete Antikörper. Es wurde für den 

Virusnachweis 1:100 (Abb. 28A) und 1:10 (Abb. 28B) mit Messpuffer (HEPES, 

pH-Wert 7,4) und GFVAsibi (1,6Ā10
6
 PFU) versetzt. Für die Messung wurden die auf den 

Biosensoren immobilisierten mAk Ŭ-GFV6330, Ŭ-DENV4 und Ŭ-VACV A1 mit dem Serum-

Virus-Puffergemisch überströmt. 

  

 
Abb. 28 Nachweis des GFVAsibi in humanem Blutserum. Die auf den Biosensor-Chips immobilisierten 

Antikörper wurden mit 1,6Ā10
6
 PFU des Gelbfiebervirus Stamm Asibi (GFVAsibi) überströmt. Die Virusbindung 

an die Antikörper führte im Verhältnis zur Referenz (Biosensorareale ohne mAk) zu einer Zunahme der 

Schichtdicke der Biosensoren im Spottingareal des jeweiligen Antikörpers, dargestellt in einer Zunahme des 

Bindungssignals. Die maximalen Bindungssignale sind Tab. 34 zu entnehmen. Messbedingungen: [A]:  humanes 

Blutserum (Serum) 1:10 in HEPES-Puffer (pH-Wert 7,4); [B]:  Serum 1:100 in HEPES (pH-Wert 7,4). 

Mittelwert ± SD, n Ó 8. PFU: Plaque Forming Units, A.U.: Arbitrary Unit.  

 

Sowohl in der 1:100 als auch in der 1:10 Serum-Verdünnung konnte das GFVAsibi mittels der 

Ŭ-GFV6330 und Ŭ-GFV6538 mAk nachgewiesen werden. Die maximalen Signale des 

Ŭ-GFV6330 mAk waren dabei jeweils statistisch signifikant grºÇer als die des Ŭ-GFV6538 mAk. 

Darüber hinaus waren die Signalstärken unter dem 1:10 Serum-Puffergemisch insgesamt 
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geringer als unter dem 1:100 Serum-Puffergemisch (Tab. 34). Für keinen der weiteren 

untersuchten mAk Ŭ-DENV4 und Ŭ-VACV A1 konnten Signale detektiert werden, welche sich 

in relevantem Umfang von der Referenz unterschieden.  

Insgesamt war der Nachweis des GFVAsibi in humanem Serum unter Verwendung der 

optimierten Testbedingungen (Messpuffer: HEPES, pH-Wert 7,4) erfolgreich.  

 

Tab. 34 Maximale Bindungssignale der Antikörper beim Nachweis des GFVAsibi in humanem Blutserum. 

 Maximales Bindungssignal [A.U. (Ā10
-2
) Ñ SD (Ā10

-2
)] 

Probe 

mAk 
Serum 1:100 + GFVAsibi Serum 1:10 + GFVAsibi 

Ŭ-GFV6330 3,20 ± 0,14 2,06 ± 0,53 

Ŭ-GFV6538 
1,73 ± 0,53 

Ź 
*
 GFV6330 (Serum 1:100 + GFVAsibi) 

1,54 ± 0,39 

Ź 
*
 GFV6330 (Serum 1:100 + GFVAsibi) 

Ŭ-DENV4 
0,43 ± 0,65 

Ź 
*
 GFV6330 (Serum 1:100 + GFVAsibi) 

0,01 ± 0,04 

Ź 
*
 GFV6330 (Serum 1:100 + GFVAsibi) 

Ŭ-VACV A1 
0,07 ± 0,15 

Ź 
*
 GFV6330 (Serum 1:100 + GFVAsibi) 

0,30 ± 0,03 

Ź 
*
 GFV6330 (Serum 1:100 + GFVAsibi)  

Tabelle zu Abb. 28. Mittelwert ± SD, n Ó 8. ANOVA gefolgt von Bonferroni's Multiple Comparison Test. 

* : p Ò 0,05; Ź: Signifikanzanalyse innerhalb der entsprechenden Tabellenspalte gegenüber den Messergebnissen 

des Ŭ-GFV6330 mAk unter ĂSerum 1:100 + GFVAsibiñ oder ĂSerum 1:10 + GFVAsibiñ. Messbedingungen: humanes 

Serum wurde 1:10 oder 1:100 mit HEPES-Puffer (pH-Wert 7,4) verdünnt + 1,6Ā10
6
 PFU GFVAsibi. A.U.: 

Arbitrary Unit.  

 

3.2.5 Nachweis von Antikörper n 

Inwieweit mit der SCORE-Technologie der Nachweis von Antikörpern möglich ist, wurde 

überprüft, indem das GFVAsibi sowie das Lysat GFV17D-infizierter Zellen auf dem Biosensor-

Chip immobilisiert und mit dem Ŭ-GFV6330 mAk (50 µg, Messpuffer HEPES, pH-Wert 7,4) 

überströmt wurde (Abb. 29).  

 

 

Abb. 29 Nachweis des monoklonalen 

Antikºrpers Ŭ-GFV6330. Der Gelbfiebervirus 

Stamm Asibi (GFVAsibi; 2000 PFU/Spot), das Lysat 

GFV17D-infizierter Zellen (1:5 in Messpuffer) 

sowie das Lysat nicht-infizierter Zellen (Referenz 

für GFV17D-Lysat) wurde auf den Biosensor-Chips 

immobilisiert und mit 50 Õg des Ŭ-GFV6330 mAk 

überströmt. Die mAk-Bindung an die Antigene 

führte zu einer Zunahme der Schichtdicke der 

Biosensoren im Spottingareal, dargestellt in einer 

Zunahme des Bindungssignals. Die maximalen 

Bindungssignale sind Tab. 35 zu entnehmen. 

Messpuffer: HEPES (pH-Wert 7,4). 

Mittelwert ± SD, n Ó 9. Referenz für GFVAsibi-Spot: 

Biosensorareale, auf denen weder GFVAsibi noch 

Zelllysat immobilisiert wurde. PFU: Plaque 

Forming Units, A.U.: Arbitrary Unit. 
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Der Abbildung 29 ist zu entnehmen, dass mit 2000 PFU des GFVAsibi pro Spot der Nachweis 

des Ŭ-GFV6330 mAk möglich ist. Das maximale Bindungssignal unterscheidet sich statistisch 

signifikant von der Referenz (hier: Biosensorareale ohne immobilisiertem GFVAsibi) (Tab. 35). 

Darüber hinaus war auch der Nachweis des Ŭ-GFV6330 mAk auf Grundlage des 

immobilisierten Lysates von GFV17D-infizierten Zellen möglich. Es konnte ein deutliches 

Signal detektiert werden, das sich statistisch signifikant von der Referenz (hier: Lysat 

nicht-infizierter Zellen) unterschied (Tab. 35). 

Insgesamt war unter der Verwendung von Fängerpartikeln in Form von Viren sowie 

Virusantigen-haltigem Zelllysat der Nachweis von Antikörpern möglich.  

 

Tab. 35 Maximale Bindungssignale im Rahmen des Nachweises des Antikörpers Ŭ-GFV6330.  

 Maximales Bindungssignal [A.U. (Ā10
-2
) Ñ SD (Ā10

-2
)] 

Probe 

Spot 
Ŭ-GFV6330 mAk 

GFVAsibi (2000 PFU/Spot) 1,65 ± 0,79  

GFV17D -Zelllysat (1:5) 2,30 ± 0,46  

Tabelle zu Abb. 29. Mittelwert ± SD, n Ó 9. Messbedingungen: HEPES-Puffer (pH-Wert 7,4). PFU: Plaque 

Forming Units; A.U.: Arbitrary Unit. 
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 Indirekter  Immunfluoreszenztest 3.3

Ergänzend zur Eignungsprüfung der SCORE-Technologie als neuartige Methode zum 

Virusnachweis wurden Untersuchungen mit einer anderen Nachweismethode (IIFT) 

vorgenommen. Diese diente dem Zweck, die erzielten Ergebnisse in Hinblick auf die 

Antikörperauswahl und den Virusnachweis zu vergleichen. Dafür sind die im Rahmen der 

Biosensor-Methode verwendeten Antikörper (Tab. 9) im IIFT (2.2.5) hinsichtlich des 

Nachweises der Viren GFVAsibi, GFV17D, DENV1 - 4, FSMEV und VACV überprüft worden. 

Wie in den Biosensor-Untersuchungen wurden neben der Identifizierung des besten 

Antikörpers für das jeweilige Virus außerdem die Spezifität der Antikörper hinsichtlich der 

verschiedenen Viren ermittelt.  

3.3.1 Ermittlung der besten Virus-Antikörper -Kombinationen 

Als beste Kombination galt jeweils die Virus-Antikörper-Variante, die aufgrund der 

spezifischen Bindung an virale Oberflächenproteine das stärkste Fluoreszenzsignal und 

gleichzeitig keine unspezifische Bindung an nicht-infizierte Zellen aufwies.  

3.3.1.1 Nachweis des Gelbfiebervirus (Stamm Asibi und 17D) 

Wie in Abbildung 30 ersichtlich, führte im IIFT der Ŭ-GFV6330 mAk beim Nachweis des 

GFVAsibi (Abb. 30; 1A) mit Abstand zu den stärksten Signalen. Der Ŭ-GFV6538 mAk zeigte 

hingegen nur ein schwaches Fluoreszenzsignal (1B). Ein anderes Resultat ergab sich beim 

GFV17D. Dieses Virus konnte durch beide GFV-mAk gut detektiert werden (2A, 2B). Der 

Ŭ-all-Flavi mAk zeigte bei beiden Virusstämmen schwache Signale (1C, 2C). Nach 

Inkubation von nicht-infizierten Zellen mit den drei Antikörpern waren keine unspezifischen 

Signale ersichtlich (3A-C). 

Insgesamt sind bezüglich der besten Virus-Antikörper-Kombination für den Virusstamm 

GFVAsibi der Ŭ-GFV6330 mAk und für den Virusstamm GFV17D die mAk Ŭ-GFV6330 und 

Ŭ-GFV6538 zu nennen. 
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Abb. 30 Ermittlung der besten Virus-Antikörper -Kombination für den Nachweis des GFV im IIFT.  
GFV17D- (1), GFVAsibi- (2) und nicht-infizierte (3) Zellen, inkubiert mit den mAk Ŭ-GFV6330 (A), Ŭ-GFV6538 (B) 

bzw. dem Ŭ-all-Flavi (C). Grün: Nachweis des jeweiligen Virus durch Antikörperbindung; blau: DAPI-gefärbte 

Zellkerne. Maßstab: 20 µm. 

 

3.3.1.2 Nachweis des Denguevirus (Serotyp 1 - 4) 

Die Zusammenstellung der DENV-IIFT-Kombinationen (Abb. 31) zeigt, dass jeder DENV-

Serotypen-Antikörper den jeweiligen DENV-Serotyp spezifisch detektieren konnte (Abb. 31; 

1A, 2B, 3C, 4D). Nur bei dem Ŭ-DENV3 mAk kam es zusätzlich noch zu einem schwachen 

Fluoreszenzsignal für das DENV4 (4C). Hinsichtlich der Subtypen-Antikörper wurden für die 

Kombinationen DENV2 + Ŭ-DENV2 sowie DENV4 + Ŭ-DENV4 (2B, 4D) die stärksten 

Signale nachgewiesen. Der Ŭ-all-DENV mAk reagierte mit allen vier Subtypen in 

vergleichbarer Intensität (1E-4E). Auch der Ŭ-all-Flavi mAk führte bei beiden getesteten 

DENV-Serotypen (DENV2 und DENV4; 2F, 4F) zu deutlichen Signalen, die mit denen des 

Ŭ-all-DENV mAk vergleichbar waren. Unspezifische Bindungen der Antikörper an 

Zellbestandteile konnten durch Kontrolltestung mit nicht-infizierten Zellen ausgeschlossen 

werden (5A-5F). Insgesamt stellten, abgesehen von dem Ŭ-all-DENV mAk, der jeden der vier 

DENV-Serotypen detektierte, die Kombinationen DENV4-infizierter Zellen mit dem Ŭ-

DENV4 mAk und DENV2-infzierter Zellen mit dem Ŭ-DENV2 mAk die besten 

Virus-Antikörper-Varianten dar. 
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Abb. 31 Ermittlung der besten Virus-Antikörper -Kombination für den Nachweis des DENV im IIFT.  

DENV1- (1), DENV2- (2), DENV3- (3), DENV4- (4) und nicht-infizierte Zellen (5), inkubiert mit dem jeweiligen 

DENV-Serotyp mAk (1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D) bzw. dem zum Nachweis für alle DENV geeigneten 

mAk (Ŭ-all-DENV (E)) oder dem Ŭ-all-Flavi (F). Grün: Nachweis des jeweiligen Virus durch 

Antikörperbindung; blau: DAPI-gefärbte Zellkerne. n. b.: nicht bestimmt. Maßstab: 20 µm.  

 

3.3.1.3 Nachweis des FSME-Virus 

Der Abbildung  32 ist zu entnehmen, dass alle untersuchten FSMEV-Antikörper (Ŭ-FSMEV75 

(Abb. 32; 1A), -1367 (1B), -1418 (1C), -1493 (1D) und -1786 (1E)) zu starken Fluoreszenzsignalen 

bei FSMEV-infizierten Zellen führten. Unspezifische Signale bei nicht-infizierten Zellen 

konnten f¿r den Ŭ-FSMEV1493 in starker (2D), bei dem Ŭ-FSMEV1367 (2B) in schwächerer 

sowie beim Ŭ-FSMEV1418 (2C) in sehr schwacher Ausprägung identifiziert werden. Unter den 

verbliebenen im IIFT spezifisch bindenden FSMEV-mAk zeigten die Ŭ-FSMEV75 und -1786 

nahezu identische Signalstärken (1A, 1E). Mit dem Ŭ-all-Flavi mAk konnte das FSMEV nur 

sehr schwach detektiert werden (1F).  

Insgesamt sind in Hinblick auf die beste Virus-Antikörper-Kombination für den Nachweis des 

FSMEV die mAk Ŭ-FSMEV75 und -1786 identifiziert worden.  
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Abb. 32 Ermittlung der besten Virus-Antikörper -Kombination für den Nachweis des FSMEV im IIFT.  

FSMEV- (1) und nicht-infizierte (2) Zellen, inkubiert mit mAk Ŭ-FSMEV75 (A), -1367 (B), -1418 (C), -1493 (D) oder 

-1786 (E) bzw. dem Ŭ-all-Flavi (F). Grün: Virusnachweis durch Antikörperbindung; blau: DAPI-gefärbte 

Zellkerne. Maßstab: 20 µm. 

 

3.3.1.4 Nachweis des Vacciniavirus 

Wie in Abbildung 33A ersichtlich, kam es bei dem Ŭ-VACV A1 mAk bei unveränderten 

Testbedingungen (mAk-Konzentration und cLSM-Einstellungen wie bei vorherigen IIFTs) zu 

einem massiven Überstrahlen des Fluoreszenzmarkers (Abb. 33; A1). Auch nicht-infizierte 

Zellen zeigten eine ausgeprägte Fluoreszenz (A2). Vor diesem Hintergrund wurde eine 

Anpassung der eingesetzten VACV-Antikörper-Konzentration auf Grundlage einer 

Ŭ-VACV A1 mAk-Verdünnungsreihe vorgenommen (1000 ng/ml (Abb. 33; B1), 100 ng/ml 

(B2), 10 ng/ml (B3)). Selbiges wurde auch f¿r den Ŭ-VACV A3 mAk durchgeführt (B4-B6). 

Die Abbildung 33 B2 und B5 zeigt, dass 100 ng/ml für beide Ŭ-VACV mAk eine geeignete 

Konzentration darstellt. Bei einer stärkeren Verdünnung (10 ng/ml) kam es zu einer 

deutlichen Verringerung der Signalstärke (B3, B6). Höhere Konzentrationen der mAk führten 

zu einem überstrahlen der Probe und unspezifischen Signalen (B1, B4).  

Die Verringerung der initial verwendeten mAk-Konzentration um 1:1000 auf 100 ng/ml 

resultierte in den unter Abb. 34 dargestellten IIFT-Ergebnissen. Beide Ŭ-VACV mAk zeigten 

unter den angepassten Bedingungen keine Signale in virusfreien Zellen (Abb. 34; 2A, 2B) und 

wiesen spezifisch das VACV in infizierten Zellen nach (1A, 1B). 

Insgesamt stellten für den Nachweis des VACV sowohl der Ŭ-VACVA1 als auch der 

Ŭ-VACV A3 geeignete mAk dar. 
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Abb. 33 Verdünnungsreihe der monoklonalen Antikörper gegen das VACV. A: Ŭ-VACV A1 mAk in 

initialer Konzentration in Kombination mit VACV- sowie nicht-infizierten Zellen. B: VACV-infizierte Zellen 

mit Ŭ-VACV A1 oder Ŭ-VACV A3 mAk in jeweils drei verschiedenen Konzentrationen (1000, 100 und 10 ng/ml). 

Grün: Nachweis des jeweiligen Virus durch Antikörperbindung; blau: DAPI-gefärbte Zellkerne. Maßstab: 

20 µm. 

 

 

 

 

Abb. 34 Ermittlung der besten Virus-

Antikörper -Kombination für den 

Nachweis des VACV im IIFT.  VACV- (1) 

bzw. nicht-infizierte (2) Zellen, inkubiert 

mit dem mAk Ŭ-VACV A1 (A) und 

Ŭ-VACV A3 (B) (100 ng/ml). Grün: 

Nachweis des jeweiligen Virus durch 

Antikörperbindung; blau: DAPI-gefärbte 

Zellkerne. Maßstab: 20 µm. 




























































































