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1 Einleitung

1.1 Virale hamorrhagische Fieber (VHF)

Der Sammelbegriff ,Virale hdmorrhagische Fieber” (VHF) bezeichnet eine Gruppe
infektioser Fiebererkrankungen, die in schweren Fallen zu generalisierten Hamorrhagien
fhren kénnen.

Klinische Manifestationen der VHF sind unspezifisch und zeigen eine grofRe Vielfalt.
Typischerweise konnen die Symptome in eine friihe und spate Phase unterteilt werden.
In der friihen Phase der Infektion treten Fieber, Hypotension, Bradykardie, Tachypnoe,
Konjunktivitis, Pharyngitis und ein Exanthem, das stark variieren kann, auf. Spatere
Zeichen sind eine progressive hamorrhagische Diathese, Schleimhaut- und
Konjuntivalhdamorrhagien, Hamaturie, Hamatoemesis und Melena, intravaskulare
Koagulation und Schock. Die zentralnervése Beteiligung manifestiert sich durch
Konvulsionen, Delirium oder Koma und geht mit einer schlechten Prognose einher.

Die Erreger der VHF gehoren zu 4 verschiedenen Virusfamilien, die alle einstrangige
RNS-Genome besitzen: Arenaviridae, Bunyaviridae, Filoviridae und Flaviviridae. Zur
Ubertragung auf den Menschen kommt es meist durch Kontakt mit kontaminierten
tierischen Reservoiren (z.B. Nagetiere) oder durch Vektoren (z.B. Stechmiicken, Zecken).
Vom Lassa-Virus (LASV) ist bekannt, dass es den Menschen sogar durch kontaminierte
Exkremente von Tieren infizieren kann (McCormick et al. 1987). Die natlrlichen
Reservoire und Vektoren von Ebola-Virus (EBOV) und Marburg-Virus (MARV) sind
unbekannt, doch es sind Viren in Fruchtfledermdusen (Rousettes aegypticus) in Afrika
nachgewiesen worden (Towner et al. 2009). Mit Ausnahme von Rift-Valley-Fieber-Virus
(RVFV) und allen Flaviviren kénnen hamorrhagische Fieberviren (HFV) auch direkt von
Mensch zu Mensch (bertragen werden, was zu nosokomialen Infektionen und
Ausbrichen fuhren kann. Die Inkubationszeit betragt einige Tage (z.B. Gelbfieber: 3-6

Tage) bis Wochen (z.B. Ebola-Fieber: 2 Tage - 3 Wochen).
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Die HFV kdnnen geographisch gut umschrieben werden. Die meisten HFV beschrdanken
sich auf Afrika, Siidamerika und Asien. Lediglich das Krim-Kongo-Hamorrhagische-Fieber-
Virus (CCHFV) ist auch in Europa endemisch.

Das klinische und epidemiologische Wissen tiber VHF ist sparlich. Aufgrund ihrer hohen
Morbiditat und Mortalitdt haben die VHF zwar betrachtliche Aufmerksamkeit in den
Medien erhalten, dennoch kommt es nur sporadisch zu Ausbriichen von VHF.

Die letzten grofReren VHF-Ausbriche waren im Dezember 2008 bis Januar 2009 ein
Ausbruch des Ebola-Zaire-Virus (EBOVZ) in der Demokratischen Republik Kongo (32
Personen, 12 Tote)(WHO 2009a) und im Februar 2010 ein RVF-Ausbruch in Sidafrika
(172 Personen, 15 Tote)(CDC 2011).

Durch die erhohte Anzahl von Flugreisenden werden die HFV sporadisch von
endemischen Gebieten nach Europa und Nordamerika exportiert. So wurde z.B. das
MARV im Jahr 2008 von zwei Personen aus Uganda in die Niederlande und die
Vereinigten Staaten von Amerika exportiert (Timen et al. 2009).

Der Verdacht auf VHF besteht bei allen Patienten, die schwer erkrankt sind und
vaskuldare Symptome aufweisen, nachdem sie sich in einem HFV-endemischen Gebiet
aufgehalten haben oder sie auf andere Weise in Kontakt mit dem Virus gekommen sind
(z.B. Kontakt zu einer mit HFV infizierten Person oder Tieren bzw. Kadavern). Zur
endgiltigen Diagnose dienen die Virusisolation oder die IgM- / IgG-
Antikorperbestimmung durch einen enzym-linked immunosorbent-assay (ELISA) und die
Antigendetektion durch einen gegen virale Antigene gerichteten ELISA (engl: antigen-
capture ELISA). Soll ein direkter Nachweis des Virusgenoms vorgenommen werden,
konnen die  Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) oder die
quantitative Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR) verwendet werden.

Die Hauptaufgabe der Behandlung von VHF ist die kreislaufunterstiitzende Therapie. Es
sollte ein ausgeglichener Flissigkeits- und Elektrolythaushalt erhalten bleiben und fir
ein ausreichendes Zirkulationsvolumen und einen stabilen Blutdruck gesorgt werden.
Zusatzlich muss die Verabreichung von Vasopressoren, antiinflammatorisch wirksamen
Medikamenten und Antikoagulatien in Erwdgung gezogen werden. Die Anwendung von

kiinstlicher Beatmung und renaler Dialyse kann notwendig sein (Jahrling 1989). Bisher ist
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kein antivirales Medikament von der ,US Food and Drug Administration” (FDA) zur
Therapie von VHF bestatigt worden. Nur Ribavirin, ein Nukleosidanalogon, wird zur
Therapie und Prophylaxe bei Arenaviren und Bunyaviren empfohlen (Bray,Huggins 1998,
Bray,Paragas 2002, EMEA 2002). Ein Effekt von Ribavirin auf Filoviridae und Flaviviridae
ist nicht bekannt. Durch eine Kombination mit Interferon-alpha kdnnte moglicherweise
die Schutzwirkung von Ribavirin verstarkt werden (Bray,Paragas 2002).

Abgesehen von der 17D-Impfung, die hochsteffektiv gegen YFV wirkt, gibt es keinen
zugelassenen VHF-Impfstoff. Potentiellen Impfstoffe fiir RVFV, EBOV, MARV und LASV
befinden sich im experimentellen Stadium (EMEA 2002, NIH 2002).

Die meisten HFV erfiillen die Hauptkriterien, die von der ,Working Group on Civilian
Biodefense” entwickelt wurden, um biologische Stoffe auf ihr Risiko als biologische
Kampfstoffe missbraucht zu werden, einzuschatzen: (1) hohe Mortalitat und Morbiditat,
(2) potentielle Mensch-zu-Mensch-Ubertragung, (3) hohe Infektiositit bei
Aersoliibertragung, (4) keine effektive Impfung vorhanden oder nur begrenzt verfiigbar
und (5) Moglichkeit zur Produktion in groBen Mengen. Aufgrund dieser Kriterien geht
laut der ,Working Group on Civilian Biodefense” ein besonderes Risiko von EBOV,
MARYV, LASV, RVFV, YFV, Omsk-Hamorrhagisches-Fieber-Virus und Kyasanur—Forest-

Fieber-Virus aus (Borio et al. 2002).

1.2 Hamorrhagische Fieberviren (HFV)

Die Erreger des viralen hamorrhagischen Fiebers gehdren zu vier verschiedenen
Virusfamilien: den Arenaviridae, Bunyaviridae, Filoviridae und Flaviviridae. Die Viren
weisen unterschiedliche Replikationsmechanismen, Epidemiologie und Interaktionen mit
dem Wirt auf. Da die Arbeit mit HFV eine Einrichtung der Sicherheitsstufe BSL3 bis BSL4
und gut ausgebildetes Laborpersonal verlangt, ist das Wissen Uber molekulare
Eigenschaften und Pathogenese der Viren sehr begrenzt. Die Diagnostik fiir VHF muss
zeitnah erfolgen, damit VHF-Falle friih isoliert und behandelt werden kénnen. Nur mit
Hilfe von Schnelldiagnostik kdnnen grolRe Ausbriiche eines VHF verhindert werden.

In der vorliegenden Doktorarbeit wurde ein CBA zur Diagnostik der acht wichtigsten
afrikanischen HFV entwickelt. Diese sind das Lassa-Virus (Arenaviridae), das Krim-Kongo-

Virus, das Rift-Valley-Fever-Virus (Bunyaviridae), das Ebola-Sudan-Virus, das Ebola-Zaire-
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Virus, das Marburg-Virus (Filoviridae), das Dengue-Virus und das Gelbfieber-Virus

N

(Flaviviridae).

K

AL

LASV CCHF RVF

’;

EBOV

Abb. 1.1: Epidemiologie der HFV in Afrika dargestellt wird die dokumentierte Lokalisation von
Ausbrichen und der serologische Nachweis der HFV (CDC 2011, GloballncidentMap.com 2011,
McCormick et al. 1999, WHO 2011).
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1.2.1 Arenaviridae

1.2.1.1 Lassa-Virus (LASV)

Das Lassa-Virus wurde erstmalig 1970 von Frame (Frame et al. 1970) beschrieben und
konnte im selben Jahr von Buckley und Casals isoliert werden (Buckley,Casals 1970). Das
LASV gehort zu der Familie der Arenaviridae und wird der biologischen Sicherheitsstufe 4
zugeordnet. LASV ist in West-Afrika endemisch und wird in vier Subtypen unterteilt: Typ
Nigeria und Typ LP (beide aus Nigeria) (Clegg et al. 1991, Demby et al. 1994, Ter Meulen
et al. 1998), Typ Josiah (Sierra Leone)(Auperin,McCormick 1989) und Typ AV (Ghana,
Cote D’lvoire, Burkina Faso)(Gunther et al. 2000). Einige Studien schatzen, dass in
Westafrika LASV jahrlich 300.000 bis 500.000 Erkrankungen und bis zu 5000 Todesfalle
verursacht (Ogbu et al. 2007).

Das Lassa-Fieber ist eine Zoonose, dh. als natiirliche Reservoirs dienen den Lassa-Viren
Nagetiere (Mastomys natalensis). Menschen konnen sich durch Inhalation von
Aerosolen von Nagetierurin, durch Verdauung von durch Nagetiere kontaminiertem
Essen oder durch direkten Kontakt mit Nagetierexkrementen infizieren (McCormick et al.
1987). Nosokomiale Transmissionen oder die direkte Mensch-zu-Mensch-Ubertragung
sind bei Lassa-Fieber ebenfalls aufgetreten (Mertens et al. 1973). 80% der infizierten
Menschen bleiben asymptomatisch (WHO 2005a). In den Ubrigen 20% der Falle tritt
eine schwere systemische Erkrankung ein, die vor allem Leber, Niere und Milz betrifft.
Die Mortalitat liegt bei 15-20% (Monath et al. 1973). Die Inkubationszeit kann 3 bis 21
Tage betragen (Gunther et al. 2000). Als effektive Therapie hat sich Ribavirin bei Gabe im
friihen Stadium erwiesen (Jahrling et al. 1980). Unterstiitzende Therapie ist oft notig und
beinhaltet Flussigkeitsgabe, Bluttransfusionen, Chinin und Breitspektrumantibiotika

(Holmes et al. 1990).

1.2.1.2 Genom und Strukturaufbau der Arenaviridae

Die Partikel der Arenaviridae haben eine spharische Form mit einem Durchmesser, der
zwischen 50 bis 300 nm variiert. Das Genom der Arenaviridae besteht aus zwei
Segmenten einzelstrangiger RNS, die sogenannten L- (engl.: large) und S-Segmente

(engl.: small). Zusammen ergeben sie eine Gesamtlange von 3,4-7 kB. Das S-Segment



1 Einleitung 6

kodiert fur das Vorlduferprotein GPC (Glycoprotein Precursor) der G1- und G2-Proteine
(Glycoproteine) in positiver Orientierung und fiir das NP-Protein (Nukleoprotein) in
negativer Orientierung. Das L-Segment besteht aus zwei Sequenzen in Ambisense-
Orientierung. So wird an der 3‘-Region in negativer Orientierung das L-Protein, die virale
Polymerase (Gunther et al. 2000), kodiert und an der 5-Region das Z-Protein, ein Zn**-

lonen bindendes Polypeptid. (s. Abb. 1.2)

Matrix protein (Z)

Glycoprotein (GP) Polymerase (L)

‘ Genomic RNA

L segment S segment
L mRNA N mRNA
BCNANANANANANANANANS «\/l"/\/\i
- R s 5' yor I ¥
vRNA genome VRNA genome
< Z mRNA GPC mRNA
Replication I~ e ‘ ANANe
' 2 \
5 3-on 5" GPC 3'oM
vcRNA antigenome vcRNA antigenome

Abb. 1.2: Struktur und Genom der Arenaviridae oben: Darstellung der Struktur eines Viruspartikels,
unten: Darstellung des Virusgenoms mit den RNS-Segmenten L- und S-Segment in ambisense
Orientierung (Expasy 2011).
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1.2.2 Bunyaviridae

1.2.2.1 Krim-Kongo-Hamorrhagisches-Fieber-Virus (CCHFV)

Die ersten beschriebenen Ausbriiche des CCHFV traten auf der Halbinsel Krim 1944
(Ergonul 2006) und 1956 im Kongo auf und gaben dem Virus seinen Namen (Casals
1969). Heutzutage gilt das CCHFV als weitverbreitet.

Aufgrund der Daten, die bei verschiedenen Ausbriichen von CCHF gesammelt wurden,
konnte das CCHFV in sieben genetisch verschiedene Gruppen eingeteilt werden, von
denen drei in Afrika, zwei in Europa und zwei in Asien vorkommen (Burney et al. 1980,
Drosten et al. 2002b, Dunster et al. 2002, el-Azazy,Scrimgeour 1997, Nabeth et al. 20044,
Nabeth et al. 2004b, Papa et al. 2002a, Papa et al. 2002b, Papa et al. 2004, Sheikh et al.
2005, Williams et al. 2000).

Das CCHFV wird durch Zecken (besonders durch Hyalomma marginatum marginatum),
(Watts 1988) libertragen. Die Transmission durch infiziertes Blut und Korperflissigkeiten
bzw. Gewebe von Tieren und Menschen ist ebenfalls bewiesen (Swanepoel et al. 1985,
van de Wal et al. 1985, van Eeden et al. 1985).

Nach einer Inkubationszeit von einem Tag bis zu einer Woche folgt eine
prahamorrhagische Phase mit Fieber, Kopfschmerzen und Erbrechen, die dann ab dem
3.-5. Tag in eine hamorrhagische Verlaufsform lbergehen kann. Diese kann durch
Multiorganversagen zum Tod flhren oder nach spatestens 20 Tagen ausheilen. Die
Symptome koénnen individuell stark variieren (Weber,Mirazimi 2008). Insgesamt
schwankt die Mortalitat zwischen 30-70% (Baskerville et al. 1981, Schwarz et al. 1997,

Swanepoel et al. 1989)

1.2.2.2 Rift-Valley-Fever-Virus (RVFV)

Das RVFV konnte 1931 zum ersten Mal aus moribunden Schafen in Kenia isoliert werden
(Daubney et al. 1931). Inzwischen ist das RVFV auf dem gesamten afrikanischen
Kontinent stdlich der Sahara verbreitet und gelangte im Jahr 2000 Uber Saudi Arabien
und Yemen auf den asiatischen Kontinent. Die jlngsten Ausbriche wurden aus
Madagaskar 2008 (Corso et al. 2008) und aus Stidafrika im Juli 2010 (228 Félle, 26 Tote)
(NICD 2010) gemeldet und im April 2011 (27 Falle, keine Toten)(NICD 2011).
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Obwohl RVFV zum Genus der Phleboviren, Familie der Bunyaviridae, gehort, wird es
nicht von Sandfliegen (Phlebotomen), sondern von verschieden Stechmiicken (Culex-
und Aedesarten) Ubertragen. AuBerdem kann es zur Aerosolibertragung und zur
Infektion durch kontaminiertes Blut oder Gewebe von Tieren kommen. Eine Mensch-zu-
Mensch-Ubertragung ist bisher nicht bekannt.

Nach einer Inkubationszeit von 2-6 Tagen treten die ersten typischen Symptome auf:
Fieber, Myalgien, retro-orbitale Schmerzen, Photophobie und lkterus. Hamorrhagien
oder Enzephalitiden entwickeln sich bei weniger als 1% der Patienten, von denen 50%
versterben.

In Experimenten hat sich Ribavirin in Kombination mit Interferon bei RVFV-infizierten
Mausen, Ratten oder Affen als effizient erwiesen (Peters et al. 1986). Bislang ist diese
Therapie noch nicht an infizierten Patienten getestet worden.

Es wurde ein effektiver, hoch immunogener und glnstiger inaktivierter Impfstoff
entwickelt, der sich in Tierversuchen jedoch als teratogen erwies (Davies 2006). Neue
Hoffnungen ruhen deshalb auf einem Klon des RVFV, dem Klon 13, der sich nicht nur als
hoch immunogen in Schafen und Ziegen erwiesen hat (Muller et al. 1995), sondern

bisher auch keine teratogene Wirkung zeigte (Hunter,Bouloy 2001).

1.2.2.3 Genom und Strukturaufbau der Bunyaviridae

Die Bunyaviridae sind eine der groBten Virenfamilien und umfassen mehr als 350
Mitglieder weltweit. Sie wurden unterteilt in finf verschiedene Genera: Phlebovirus,
Orthobunyavirus, Hantavirus, Tospovirus und Nairovirus (Fauquet,Fargette 2005), zu
denen auch das CCHFV und das RVFV zdhlen. Die Viren dieser Familie sind behiillte,
sphaérische (-)ss-RNA-Viren mit einem Durchmesser von ca. 100nm.

Das Genom der CCHFV setzt sich aus drei Segmenten mit Negativ-Strang-Orientierung
zusammen, die als S-, M- und L-Segment bezeichnet werden. Wie alle Bunyaviren besitzt
auch das CCHFV vier Strukturproteine: die zwei Hillproteine Gc und Gn, die auf dem M-
Segment kodiert sind, dem Nukleokapsidprotein N auf dem S-Segment und einer RNS-
abhangigen Polymerase L, die auf dem L-Segment kodiert wird. AuRerdem wurden auf
den S- und M-Segmenten noch Nicht-Strukturproteine (NSs, NSm) gefunden (Altamura
et al. 2007, Blakqori et al. 2007, Fuller et al. 1983, Pollitt et al. 2006) (s. Abb. 1.3).


http://de.wikipedia.org/wiki/RNA-Polymerase
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Abb. 1.3: Struktur der Bunyaviridae und Genom der CCHFV oben: Darstellung der Struktur eines
Viruspartikels, unten: Darstellung des CCHF-Virusgenoms mit 3 negativen RNS-Segmenten: S- ,

Glycoprotein (Gn and Gc)
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v

M-, L-Segment (Expasy 2011).

Bei dem RVFV zeigen das L- und M- Segment eine negative Polaritat. Sie kodieren fiir die
RNA-Polymerase und die Glykoproteine Gn und Gc. Das S-Segment ist ambisense

organisiert, sodass in 5‘-Richtung das Nukleoprotein N und in 3‘-Richtung ein Nicht-

Strukturprotein NSs kodiert werden (Giorgi et al. 1991) (s. Abb. 1.4).

Abb. 1.4: Genom des RVFV Darstellung des RVFV-Virusgenoms mit den negativen RNS-Segmenten: M und
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L und dem S-Segment mit ambisense Orientierung (Expasy 2011).
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1.2.3 Flaviviridae

1.2.3.1 Gelbfieber-Virus (YFV)

Die ersten historisch gesicherten Fdlle von Gelbfieber traten 1648 in Mexiko auf.
Urspriinglich wurde das YFV vom afrikanischen Kontinent tber den Sklavenhandel nach
Amerika importiert. Heute ist YF in Afrika und Stidamerika endemisch.

Im Zeitraum zwischen Dezember 2008 bis April 2009 kam es in Brasilien zu dem jlingsten
gemeldeten Ausbruch, bei dem 48 Personen an YF erkrankten und davon 20 Menschen
(CDC 2010) verstarben.

Erstmals gelang es im Jahr 1900 Walter Reed zu beweisen, dass YF durch die Stechmiicke
Aedes aegypti Ubertragen wird (Bean 1983). Es sind darliber hinaus weitere Vektoren
bekannt: Aedes africanus (in Afrika), Stechmiicken der Gattungen Haemagoggus und
Sabethes (in Studamerika) (Barrett,Higgs 2007). Es sind keine Falle von Mensch-zu-
Mensch-Ubertragung oder nosokomialer Ubertragung bekannt.

Drei bis sechs Tage nach dem Miickenstich treten Fieber, Ubelkeit, Kopf- und
Gliederschmerzen als erste Symptome auf. Nach einer kurzzeitigen Besserung kommt es
entweder zur Ausheilung oder zur Remission mit einem Wiederanstieg des Fiebers,
Hamatemesis, Hypotonie, Bauchschmerzen, Nierenversagen und Leberversagen mit
Ikterus. Ungefahr 50% der Patienten, die in die zweite Phase eintreten, versterben an
Organversagen und Schock. Insgesamt betragt die Mortalitdt der YF-Infektionen 20%
(Monath 2001).

YF ist das einzige VHF, fur das bisher ein Impfstoff entwickelt werden konnte. Fir die
erstmalige Entwicklung dieses Lebendimpfstoffes (Stamm 17D) wurde Max Theiler im
Jahre 1951 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet. Bei einer Infektion mit YFV ist bisher
keine effektive Therapie bekannt, sodass lediglich unterstiitzende Malnahmen wie

Elektrolyt- und Flissigkeitsersatz oder Bluttransfusionen unternommen werden kdénnen.

1.2.3.2 Dengue-Virus (DENV)
Das Dengue-Virus (DENV) ist 1944 von Albert Sabin und J. Schlesinger als
Krankheitserreger des Dengue-Fiebers (DF) identifiziert worden. Historische Berichte

Uiber das DF datieren mehr als 200 Jahre zurtick, 1779 in Jakarta, Indonesien und Kairo,


http://de.wikipedia.org/wiki/Stechm%C3%BCcken
http://de.wikipedia.org/wiki/Gattung_%28Biologie%29
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Haemagoggus&action=edit&redlink=1
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Sabethes&action=edit&redlink=1

1 Einleitung 11

Agypten. Die erste im englischsprachigen Raum berichtete Epidemie fand 1780 in
Philadelphia, USA, statt, weitere 1934 in Florida und 1945 in New Orleans (Tsai TF et al.
2005). GroRe Epidemien mit hamorrhagischem Schock (Dengue fever virus haemorrhagic
shock syndrome — DHSS) liefen in Australien 1897, in Griechenland 1928 und in Formosa
1921 ab.

Inzwischen ist DENV in Uber 100 Ldndern in Asien und Afrika, am Pazifik und in der
Karibik (Freedman et al. 2006) endemisch und laut World Health Organization (WHO)
kommt es jahrlich zu 50-100 Millionen Infektionen, von denen 500.000 Patienten ein
hdamorrhagisches Dengue-Fieber (DHF) entwickeln, von denen 2,5% versterben (WHO
2009b). Dengue gehort zur Familie der Flaviviridae und wird antigenetisch in vier
Serotypen unterteilt: DENV 1-4 (Halstead 1988, Webster et al. 2009), die durch die
Stechmiicke Aedes aegypti oder Aedes albopictus Gbertragen werden (Halstead 2007).
In einigen Regionen kommen noch weitere Miickenarten in Frage: Aedes polynesiensis
(Polynesien), Aedes scutellaris (Stdpazifik) (Mackerras 1946, Rosen et al. 1954). Eine
Mensch-zu-Mensch-Ubertragung ist bisher nicht bekannt geworden.

Das DENV kann zwei Auspragungen einer Erkrankung verursachen: Dengue-Fieber (DF)
oder das hamorrhagische Dengue-Fieber (DHF), das in seiner schwersten Form in das
Dengue-Schock-Syndrom (DSS) Gibergehen kann.

Die klinischen Symptome des DF, das hauptsachlich bei alteren Kindern und
Erwachsenen beobachtet wird, beginnen mit einem abrupten Fieberanstieg nach einer
4-7 tagigen Inkubationszeit. Haufig wird das Fieber von Kopfschmerzen und starken
retro-orbitalen Schmerzen begleitet (Endy et al. 2002, Kabra et al. 1999). Die schweren
Muskel- und Gliederschmerzen, die bei einigen Patienten auftreten, erklaren den
historischen Namen ,break bone fever” (,,Knochenbrecherfieber”) (McBride 1999). Bei
schwerem Verlauf lassen sich Hautausschldge und Petechien erkennen. Haut- und
Schleimhautblutungen kdénnen sowohl bei schweren als auch bei milden Verlaufen
beobachtet werden (Tsai CJ et al. 1991).

Das DHF, das meist Kinder unter 15 Jahren befillt, beginnt wie das DF, verschlechtert

sich dann aber nach wenigen Tagen dramatisch. Es wird charakterisiert durch
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Hamorrhagien, Thrombozytopenie und Organschadigung, evtl. Krampfanfdlle und
allgemeine Zeichen eines Schocks (DSS).

Es wird vermutet, dass es bei einer Zweitinfektion durch eine sogenannte
infektionsverstarkende Antikorperbildung (engl: antibody-dependent enhancement of
infection) zu den schweren Verldufen kommt (Pierson,Diamond 2008). Nachdem das DF
ausgeheilt ist, bleibt nur eine Immunitdt gegen den Serotypen, der diese Infektion
verursacht hat. Sie bietet keinen Schutz vor einer Infektion mit anderen DENV-
Serotypen. Es gibt allerdings auch Hinweise darauf, dass die Serotypen aus
verschiedenen Genotypen bestehen, die mit unterschiedlichen Virulenzen assoziiert sind

(Leitmeyer et al. 1999, Sanchez,Ruiz 1996).

1.2.3.3 Genom und Strukturaufbau der Flaviviridae

Die Familie der Flaviviridae setzt sich zusammen aus den Genera: Herpacivirus, Pestvirus
und Flavivirus, zu denen auch das DENV und YFV gehoren.

Flaviviren besitzen einen Durchmesser von 40 bis 50nm. Das spharische Kapsid ist von
einer Hillmembran umgeben. Die einzelstrangige RNS liegt in Plusstrangorientierung vor
und weist am 5‘-Ende eine Cap-Struktur auf. Die Strukturproteine C, PrM und E bilden
die Hillmembran und zwei Oberflachenantigene. Die Nicht-Strukturproteine NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B und NS5 kodieren fir die RNS-Polymerase und eine Protease-
Funktion flir das virale Polyprotein (Chambers et al. 1990) (s. Abb. 1.5).
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Abb. 1.5: Struktur und Genom der Flaviviridae oben: Darstellung der Struktur eines Viruspartikels,
Durchmesser: 50 nm, unten: Darstellung des Virusgenoms mit einem linearen, einstrangigen
RNS-Segment, das ein Polyprotein kodiert (Expasy 2011).

1.2.4 Filoviridae

1.2.4.1 Ebola-Virus (EBOV)

Das EBOV wurde 1976 bei Epidemien in Yambuku, in der Demokratischen Republik
Kongo, (318 Fille, 280 Tote) und im Sudan (284 Falle, 151 Tote) entdeckt (Bardi 2002).
Weltweite Aufmerksamkeit bekam das Virus erst 1995 bei einem Ausbruch in Kikwit in
der Demokratischen Republik Kongo (315 Falle, 244 Tote). Auch die letzten grof3en
Ausbriiche des EBOV wurden in der Demokratischen Republik Kongo im Dezember 2008
bis Februar 2009 (32 Fille, 15 Tote) und im Dezember 2007 bis Januar 2008 (149 Falle,
37 Tote) gemeldet (CDC 2011). Bisher ist das EBOV in Afrika und das verwandte
Restonvirus (EBOVRE) in Siidostasien beobachtet worden.

Das EBOV gehort, genauso wie das MARV, zu der Familie der Filoviridae und lasst sich in
vier Spezies unterteilen: (1) Sudan Ebolavirus (EBOVS), (2) Zaire Ebolavirus (EBOVZ), (3)
Cote d‘Ivoire Ebolavirus (EBOVIC), (4) Reston Ebolavirus (EBOVRE). Eine flinfte Spezies
wurde bei einem Ausbruch in Uganda 2007 beschrieben: Bundibugiyo Ebolavirus (BDBV)
(Towner et al. 2008, Wamala et al. 2010). AuRRerdem ist 2011 von Negredo et al. ein
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Ebola-verwandtes Filovirus, das Lloviu-Virus (LLOV) in Langfligelfledermdusen
(Miniopterus schreibsii) aus Asturien detektiert worden (Negredo et al. 2011).

Das natlirliche Reservoir und Vektoren der EBOV sind unbekannt, doch es sind Viren in
Fruchtfledermausen (Hypsignathus monstrosus, Epomops franqueti, Myonycteris
torquata) in Afrika nachgewiesen worden (Leroy et al. 2005, Swanepoel et al. 1996).
Beobachtete Fille, bei denen eine Infektion auf den Menschen stattgefunden hat, sind
meist durch Kontakt mit Blut infizierter Tiere zu erklaren (Leroy et al. 2009). Aerogene
Transmission, Schmierinfektion oder neonatale Transmission sind ebenfalls moglich.

Die Inkubationszeit wird mit 2-21 Tagen angegeben (Seiler 2008). Zu den ersten
Symptomen gehoéren hohes Fieber, Kopf- und Gliederschmerzen und abdominale
Beschwerden. Bereits friih treten Blutungen in den Konjunktiven oder Schleimhauten
auf. Hamorrhagien im Gastrointestinaltrakt und in der Lunge sind haufig. Die
Mortalitdtsrate betragt zwischen 50-90%. Der Tod tritt nach fiinf bis neun Tagen durch
schwere Blutungen oder Schock ein (Formenty et al. 1999, Richards et al. 2000, WHO
1978).

Ein Impfstoff fir EBOV ist bisher noch nicht produziert worden. Es laufen jedoch
Versuche fir eine Vakzine, die auf einem rekombinanten vesikuldaren Stomatitis-Virus
(VSV) basiert, das ein Glykoprotein (GP) von Filoviren exprimiert (Geisbert et al. 2009).
Davon abgesehen sind erste Therapieansatze fir EBOZ veroffentlicht worden. Mit Hilfe
von siRNS-Molekilen (eng: “small interfering RNA“ = kurze interferierende RNS) konnte
die Virusvermehrung bei mit EBOVZ infizierten Meerschweinchen aufgehalten werden
(Geisbert et al. 2010). In der Praxis beschrankt sich die Therapie bei einer EBOV-Infektion

beim Menschen auf unterstitzende MalRhahmen.

1.2.4.2 Marburg-Virus (MARV)

Werner Slenczka, Rudolf Siegert und Dietrich Peters gelang es 1967 in Marburg erstmals,
das MARV aus Personen zu isolieren, die sich beim Umgang mit Grinen Meerkatzen
(Cercopithecus aethiops) aus Uganda infiziert hatten. Darauf folgend wurde das MARV
bei Personen in Angola, Demokratische Republik Kongo, Kenia und Sidafrika

nachgewiesen.
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Genau wie das EBOV gehdrt das MARV zur Familie der Filoviridae. Auch fiir MARV gelten
Fledermause als Vektoren, seitdem MARV-Sequenzen in Fruchtfledermausen (Rosettus
aegypticus) und insektenfressenden Fledermausen (Rhinolophus eloquens, Miniopterus
inflatus) nachgewiesen worden (Swanepoel et al. 2007, Towner et al. 2009).

Bei engem Kontakt zu infizierten Personen kann es zu einer Mensch-zu-Mensch-
Ubertragung durch Kontakt mit kontaminierten Kérperfliissigkeiten, neonatale
Transmission oder durch Tropfcheninfektion kommen.

3-14 Tage nach der Infektion treten hohes Fieber, Kopfschmerzen und Myalgien ein.
Makulopapuldse Ausschladge sind, wie bei EBOV, an den Schleimh&uten friihe Symptome.
Haufige Komplikationen sind Hamorrhagien. Die Mortalitdat beim MARV ist mit 30%
jedoch etwas niedriger als bei EBOV (Gear et al. 1975, Slenczka 1999, Smith et al. 1982).
Bisher ist kein Impfstoff gegen eine Infektion mit MARV vorhanden. Doch es ist eine
Vakzine entwickelt worden, die in den Tierversuchen bereits einen effektiven Schutz
gegen EBOVZ, EBOVS, EBOVCI und MARV aufwies. (s. Kap. 1.2.4.1, S.13) In der Praxis
beschrankt sich die Therapie bei einer MARV-Infektion, wie bei EBOV (s. Kap. 1.2.4.1,

S.13), bis jetzt auf unterstitzende MaRBnahmen.

1.2.4.3 Genom und Strukturaufbau der Filoviridae

Zu den Filoviridae gehoéren Marburg- und Ebolaviren. Die Virionen der Filoviren haben
eine pleomorphe, fadenférmige Gestalt (lat: ,filum“= Faden). Wahrend die Lange
variabel sein kann (MARV: 665nm, EBOV: 804nm), haben die Partikel einen konstanten
Durchmesser von 80nm. Die Filamente bestehen aus einem helikalen Nukleokapsid, das
von einer Membranhiille umgeben ist.

Die einzelstrangige, nichtsegmentierte RNA liegt in Negativstrangorientierung vor
(EBOV: 18957bp, MARV: 19099bp) (Modrow et al. 2003). An den 3‘- und 5°-Enden
befinden sich nichtkodierende Sequenzen und dazwischen das Nukleoprotein (NP), die
viralen Proteine (VP40, VP35, VP30) und die RNA-Polymerase, die das Nukleokapsid
bilden. AuRerdem gibt es Glykoproteine (GP) zur Fusion der viralen Membran mit der
Membran der Wirtszelle und ein weiteres Polypeptid, VP24, das mit der Membran

assoziiert ist (s. Abb. 1.6).
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Abb. 1.6: Struktur und Genom der Filoviridae oben: Darstellung der Struktur eines fadenférmigen
Viruspartikels, unten: Darstellung des Virusgenoms mit einem linearen, einstrangigen RNS-
Segment, das ein Polyprotein kodiert (Expasy 2011).

1.3 Bestehende Diagnostikverfahren fiir hamorrhagische Fieberviren
Um eine Virusinfektion nachzuweisen, gibt es verschiedene Methoden, die zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Infektion angewendet werden kdnnen. Zum
besseren Verstandnis ist in Abb. 1.7 das sogenannte ,Diagnostische Fenster” dargestellt.
Nach einer Virusinfektion kommt es zuerst zu einer Vermehrung der Viren und damit zu
einem erhohten Titer im Blut (Viramie). In dieser Phase kann das Virusgenom direkt
detektiert werden. Verfahren, die hierfiir verwendet werden, sind die PCR-Technik oder
ein gegen virale Antigene gerichteter ELISA. Die Probenentnahme gestaltet sich recht
schwierig, da diese viramische Phase nur von kurzer Dauer ist und die Symptome einer
Infektion meist erst spater auftreten.

Durch die Immunantwort werden im Verlauf der Erkrankung Antikorper gebildet. Erst
kommt es zu einem Anstieg der IgM- und spater zu einem Anstieg der IgG-Antikorper.
Mittels EIA (engl: enzyme immuno assay, deut: Enzymimmunoassay) basierender
Technologien inklusive des ELISA und des sog. IFT (Immunfluoreszenztest) konnen diese
Antikorper im Serum detektiert werden und Riickschliisse auf eine stattgefundene

Infektion geben.
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Abb. 1.7: Diagnostisches Fenster. Darstellung des Virustiters bzw. der Antikdrper-Antwort nach Infektion
mit einem Erreger (Molekulare Virologie Heidelberg 2010).

Die Diagnose von HFV basiert auf der Kombination von Virusisolation (Digoutte et al.
1992), molekularen (z.B. RT-PCT)(Drosten et al. 2002a, Palacios et al. 2006, Sudiro et al.
2001) und serologischen Nachweisverfahren (z.B. ELISA) (Saluzzo,Le Guenno 1987). In
der akuten klinischen Phase sind die Antigendetektion und die gRT-PCR die geeignetsten
Verfahren. Jedoch geht die VHF-Diagnostik mit bestimmten Herausforderungen einher:
(1) Aufgrund eher unspezifischer Symptome miussen die Proben bei Verdacht auf VHF
auf mehrere HFV getestet werden. (2) Um das gesamte diagnostische Fenster
abzudecken, missen molekulare und serologische Methoden miteinander kombiniert
werden. (3) Bei einem Ausbruch eines HFV kann es zu einer schnellen Verbreitung der
Infektion kommen, sodass eine groBe Anzahl an Proben gleichzeitig getestet werden
muss.

Ein ideales Verfahren zur Detektion von HFV sollte deshalb méglichst (i) zeitsparend sein
(Burger et al.),(ii) eine hohe Spezifitat, (iii) eine hohe Sensitivitat (Sudiro et al. 2001), (iv)
eine gute Reproduzierbarkeit (Sudiro et al. 2001) und (v) einen hohen Probendurchlauf
mit (vi) simultaner Detektion eines ganzen Spektrums verschiedener Viren aufweisen.
Der CBA ermdoglicht den gleichzeitigen Nachweis von multiplen Analyten und hat sich als
sensitives, prazises und effizientes Mittel zur Virusdiagnostik erwiesen (Bellisario et al.
2001). In der VHF-Diagnostik ist bisher jedoch nur ein CBA fiir den Antikérpernachweis
fir DENV entwickelt worden (Shu,Huang 2004). Ein CBA, der im Multiplex-System
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mehrere HFV gleichzeitig auf molekularer und serologischer Ebene detektiert, ware

deshalb wiinschenswert.

1.4 Cytometric Bead Array (CBA)

1.4.1 Aufbau und Prinzip des Durchflusszytometers

Die Durchflusszytometrie ist ein Messverfahren, mit dem verschiedene physikalische
Eigenschaften einzelner Partikel (z.B. Zellen oder Beads (deut.: Mikrokugeln) in einem
FlUssigkeitsstrom gleichzeitig gemessen und analysiert werden konnen. Entwickelt
wurde die fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie 1968 von Wolfgang Gohde
(Goehde,Dittrich 1971) an der Wilhelms-Universitat Minster und ist seitdem ein
Standardmessverfahren in der Immunologie, Onkologie und allgemeinen Forschung.

Die Technologie beruht auf der Messung von optischen Signalen, welche die Partikel,
beim Passieren eines Laserstrahls emittieren. In einer laminaren Stromung werden die
zu untersuchenden Partikel hintereinander aufgereiht und mit verschiedenen
Laserstrahlen unterschiedlicher Emissionsmaxima, z.B. 585nm oder 660nm, angestrahlt
(s. Abb. 1.9). Wenn ein Partikel das einfallende Laserlicht ablenkt, kommt es zu
Lichtstreuung (Tyndall-Effekt). Dabei hangt das Mal} der Streuung von der GrofRe und der
internen Komplexitat ab. Das Vorwartsstreulicht (Forward Scatter, FSC) ist proportional
zur Zell- oder Partikeloberflache, wahrend das Seitwartsstreulicht (Side Scatter, SSC)
proportional zur internen Komplexitdt bzw. Zellgranularitdt ist. Die gleichzeitige
Messung und deren korrelierte Darstellung am Computer erlauben eine Differenzierung

von Zelltypen in einem heterogenen Gemisch.
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Abb. 1.8: Prinzip der Durchflusszytometrie

Durch Markierung bestimmter Strukturen mit Fluoreszenzfarbstoffen kann die
Identifizierung eines bestimmten Zelltyps erfolgen. Dabei sollten fir die gleichzeitige
Messung mehrerer Fluoreszenzfarbstoffe beachtet werden, dass die Farbstoffe zwar
gleiche Absorptionsspektren besitzen diirfen, sich jedoch in ihren Emissionsspektren

unterscheiden sollten.
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Abb. 1.9: Darstellung der Absorptions- und Emissionsmaxima der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe.
Dargestellt sind die Absorptionsmaxima von PE (480 nm), APC (650 nm), APC-Cy7 (650 nm) als
gestrichelte Linien, die Emissionsmaxima von PE (585nm), APC (660 nm), APC-Cy7 (775 nm) als
schraffierte Bereiche. Zusatzlich sind die anregenden Laserstrahlen der Wellenlangen von 488
nm und 635 nm angegeben. (BD 2011)

1.4.2  Der Cytometric Bead Array
Der Cytometric Bead Array (CBA) nutzt fluoreszierende Beads (Mikrokugeln) in der

Durchflusszytometrie zur simultanen Analyse in einer einzigen Probe. Es konnte gezeigt
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werden, dass der CBA sogar eine hohere Sensitivitdt, bessere Reproduzierbarkeit,
kiirzere Vorbereitungszeit und hohere Datendurchsatzleistung aufweist als bisher
verwendete Diagnostikverfahren (Carson,Vignali 1999, Dasso et al. 2002). Ein weiterer
Vorteil des CBAs, den man sich besonders in der Diagnose zunutze macht, ist eine
gleichzeitige Detektion verschiedener Parameter: Antikorper (IgM, 1gG), l6sliche
Zytokine, virale Antigene und virales Genom.

Der CBA, der in der vorliegenden Arbeit entwickelt wurde, dient dem direkten Nachweis
der viralen Genome hamorrhagischer Fieberviren. Die verwendeten Beads (BioPlex-
COOH-Beads, BioRad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland) besitzen einen
Durchmesser von 5,6pum und sind mit verschiedenen Verhaltnissen zweier verschiedener
Fluoreszenzfarbstoffe gefiillt (xMap-Technologie), z.B. mit APC und APC-Cy7. Diese
Farbstoffe konnen aufgrund ihrer unterschiedlichen Emissionsspektren (s. Abb.1.11)
unterschieden werden. Durch unterschiedliche Verhaltnisse dieser beiden Farbstoffe
zueinander ist es theoretisch moglich, bis zu 100 Beadpopulationen gleichzeitig zu
differenzieren und simultan zu verwenden. In der Praxis scheint die Obergrenze aber

eher bei 30 verschiedenen Beadpopulation zu liegen.

Mikrokugel |

Population 26

Jede Mikrokugel
istmit einer
Farbstoffmischung

impragniert

Mikrokugel
Population21

Abb.1.10: Fluoreszenzfarbstoffspektrum der Beads Durch unterschiedliche Mischungen des roten und
infraroten Fluoreszenzfarbstoffes konnen bis zu 100 Beadpopulationen unterschieden werden.
Luminex Technology Overview (Panomics 2011)
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Auf ihrer Oberflaiche sind die Beads mit Carboxylgruppen beschichtet, die es
ermoglichen aminierte Oligonukleotidsonden durch Peptidbindungen kovalent an die
Beads zu koppeln. Wenn in einer vorgeschalteten PCR biotinylierte Primer verwendet
werden, koénnen diese PCR-Produkte nach Hybridisierung an die beadgekoppelten
Sonden mit Hilfe von Phycoerythrin (PE, Fluoreszenzfarbstoff Emissionsmaximum:
585nm), nachgewiesen werden (Armstrong et al. 2000, Deregt et al. 2006, Hindson et al.
2008, Jiang et al. 2006, Oh et al. 2007, Schmitt et al. 2006).

Um die notwendige Sensitivitdt zu erreichen, die der Sensitivitat einer Real-Time-PCR
entspricht, ist der Praamplifikationsschritt notwendig. Hierin dhnelt die CBA-Technik der
Mikroarray-Technik. Sie besitzt jedoch eine bessere Hybridisierungskinetik, da die
Hybridisierung in einer Flissigphase und nicht an einer festen Oberflache stattfindet.
Multiplex-PCRs mit der Hybridisierung der Amplifikate an spezifische Bead-Sonden sind
bereits mehrfach erfolgreich getestet worden (Deregt et al. 2006, Horejsh et al. 2005,
Lee et al. 2007).

Emission-Max. =585 nm
(PE}

Emission-Max. = 660 + 775 nm
(APC + APC-Cy7)

= :
° gekoppelte I

5
Foc /" o®

~ « Oligonukleotidsonde

A r—jﬁ
1
C-N-C12-AGTTGCTAGGCA+AT+A+A+A
[ TCAACGATCCGTTATT T ACTCGCTAATCGTCTCTTGRCTG

/ o Blotln 5’
\
%'OL .,
& . Sequenz des
< Q Reverse-Primers

[ 3'-GCAGACCAATGCACCTCAAT

PCR-Produkt

Abb.1.11: Cytometric Bead Array (CBA) Darstellung des Aufbaus eines CBAs: an das carboxylierte Bead ist
mit einer Peptidbindung eine Oligonukleotidsonde gekoppelt, die an biotinylierte DNS
hybridisiert, im  Zytometer nachweisbar durch die Fluoreszenzfarbstoffe: APC
(Emissionsmaximum: 660nm), APC-Cy7 (Emissionsmaximum: 775nm) und Strept.-PE
(Emissionsmaximum: 585nm)
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1.5

Zielsetzung und Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines Cytometric Bead Array zum

Nachweis der Virusgenome der acht afrikanischen HFV: LASV, CCHFV, RVFV, EBOVZ,

EBOVS, MARV, DENV, YFV.

Um den CBA entwickeln zu kénnen, sollten Multiplex-PCR Mischungen erstellt und

optimiert werden.

>

>

>

Fir die simultane Amplifikation der verschiedenen afrikanischen HFV musste
zuerst eine Multiplex-RT-PCR aufgebaut und mit Hilfe synthetischer RNS-
Standards optimiert werden. Bei der Erstellung der Primermischungen musste
besonders auf die Bildung von Primerdimeren geachtet werden, welche die
Sensitivitdt des Testsystems beeintrdachtigen konnten. Diese Optimierung sollte
durch eine SYBR-Green-qRT-PCR getestet werden. Um die bestmdgliche
Sensitivitdt zu erzielen sollten symmetrische und asymmetrische Amplifikationen

verglichen werden und die optimale Primerkonzentration bestimmt werden.

AnschlieBend  sollten aminierte DNS-Sonden an die caboxylierten Beads
gekoppelt werden. Diese Kopplung musste mit Fluoreszenz-markierten

Oligonukleotidsonden am Durchflusszytometer iberprift werden.

Mithilfe der Sonden sollten die biotinylierten Produkte der Multiplex-RT-PCR an

die Beads hybridisiert werden

Zum Schluss musste die Detektion der erfolgreichen Hybridisierung mit Hilfe des
Durchflusszytometers (FACS-Canto™ I1) durchgefiihrt werden und die analytische

Sensitivitdt und Spezifitat des Verfahrens bestimmt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterial

Tab.2.1: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Material

Bezugsquelle/ Hersteller

96 K Microplatte U-Form
Falkonréhrchen (15ml, 50ml)
Handschuhe — Latex
Handschuhe — Nitril
Laborticher (20,5cmx20cm)
MikroschraubgefaRe (2,0ml)
Parafilm

PCR- ReaktionsgefaRe (0,2ml)
Pipetten mit Spitzen

(2ml, 2ml, 5ml, 10ml, 25ml)
Pipettenspitzen mit Filter (0,1-
10pl, 1,0-100pl, 101-1000pul)
Pipettenspitzen ohne Filter
(0,2-10ul, 1,0-100pl, 101-
1000p)

Protein-Lo-bind Tubes (0,5ml)
Vernichtungsbeutel

(300mmx200mm)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland
Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland
Mikroflex Corporation, Wien, Osterreich

GE Healthcare Europe NV, Briissel, Belgien
Kimberly-Clark Europe Limited, Kings Hill, UK
Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland
American National Can, Chicago, USA

Biozym, Scientific GmbH, Oldendorf, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Starlab GmbH, Ahrensberg, Deutschland

Starlab GmbH, Ahrensberg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Lab Logistic Group GmbH, Meckenheim, Deutschland
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2.1.2 Gerate

Tab.2.2: Verwendete Gerite

Gerate

Bezugsquelle/ Hersteller

Chemidoc™ XRS System
FACS Canto™ II
Gefrierschrank (-20°C)
Gefrierschrank (-80°C)
Gefriertruhe (-140°C)
Gelelektrophoresekammer
Kihlschrank (5°C)
LightCycler® 2.0
Mikrowelle

Nano Drop® ND-1000
Spektralphotometer
Rotator

Sterilbank

SpeedCycler
ThermoCycler
Ultraschallbad

Vortex

Waage

Wippe
Zentrifuge

Zentrifuge (Megafuge 1.0R)

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Liebherr GmbH, Ochsenhausen, Deutschland

Thermo Scientific, Rockford, USA

Thermo Scientific, Rockford, USA

Invitrogen Corporation, Kalifornien, USA

Liebherr GmbH, Ochsenhausen, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
AFK Elektro Vertriebs GmbH, Diisseldorf, Deutschland
Thermo Scientific, Rockford, USA

Snijders, Tilburg, Niederlande

Heraeus Sepatech GmbH, Osterode, Deutschland
Analytic Jena, Jena, Deutschland

Biometra GmbH, Gottingen, Deutschland
Bandelin electronic, Berlin, Deutschland

Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz

Satorius, Stedim biotech GmbH, Gottingen,
Deutschland

Schuett24 GmbH, Géttingen, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Thermo Scientific, Rockford, USA
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2.1.3 Chemikalien

Tab.2.3: Verwendete Chemikalien

Substanzen

Bezugsquelle/ Hersteller

Agarose

Albumin Fraktion V (BSA)
Difco™ Skim Milk

DNS- Langenstandard
low-range, 100kbp)
Ethanol
Ethidiumbromid- Lsg.
Etylendiamintetraessigsaure
(EDTA)

Natriumlaurylsulfat (SDS)
N-(3-dimethylaminopropyl)-N-
ethylcarbodiimid (EDAC)
Orange Loading Dye (6x)
peqGOLD TriFast™FL

(ultra-

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Fermentas GmbH, Leon-Rot, Deutschland

Merck KG aA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Fermentas GmbH, Leon-Rot, Deutschland

peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland

Tris Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Tween 20 Sigma-  Aldrich  Chemie  GmbH, Steinheim,
Deutschland

2.1.4 Losungen, Medien und Puffer

Tab.2.4: Verwendete Losungen, Medien und Puffer

Name

Zusammensetzung

Agarosegel [2%ig]

Ethidiumbromid-Losung
(N-morpholino)ethanesulfon-
Saure (Holmes et al.)

FACS-Flow-Tragerfllssigkeit

100ml TAE [1x], 2g Agarose, 5ul Ethidiumbromid-
Losung (Endkonzentration 0,5ml/ml)

10mg/ml in H,O

0,1 M, pH 4,5

NaCl,

Di-Natrium-EDTA, Kaliumphosphat,

Natriumphosphat, Konservierungsmittel
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Probenpuffer [2X] (SDS-PAGE) 2,5ml Tris pH6,8 [0,5M], 2ml SDS [10%], 1ml B —
Mercaptoethanol, 2,3ml Glycerin [87%], 2,2ml H,0,

10mg Bromphenolblau

TAE [1x] 40ml TAE [50x] ad 1960ml H,0

TAE [50x] 242g Tris: 57,1ml Essigsaure, 100ml EDTA pHS8,0
[0,5M]

TGS [10X] 30,22g Tris, 144,13g Glycin, 1g NaNs, ad 1l H,0

2.1.5 Reagenzienansatze

Tab.2.5: Verwendete Reagenziensitze
Name Bezugsquelle/ Hersteller

Bio Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Bio-Plex COOH Beads Deutschland
Multiplex-RT-PCR-Kit (NoRox-Master) QIAGEN, Hilden, Deutschland
LightCycler® RNA Master SYBR Green |-  Roche, Mannheim, Deutschland
Kit
Agilent RNA 6000 Nano Reagents Part |  Agilent, Santa Clara, USA

MinElute PCR-Purification-Kit (50) QIAGEN, Hilden, Deutschland
SP6/T7 Transcription-Kit Roche, Mannheim, Deutschland
Turbo-DNA-Free- Kit Ambion, Austin, USA

2.1.6  Ausgangs-RNS

Als Matrize fiir das RT-PCR-Protokoll (s. Kap. 2.2.1.3.3, S.35) wurde ein rekombinanter
RNS-Standard mittels in-vitro-Transkription erzeugt. Der hierbei genutzte Vektor, das
pCRII-Plasmid, besitzt einen Promotor fiir die T7-RNS-Polymerase und einen Promotor
fur die SP6-RNS-Polymerase. Nach Uberpriifung der Orientierung der cDNS, die durch
TA-Klonierung in den pCRII-Vektor integriert wurde, konnte mittels des SP6/T7
Transkription™ -Kit von Roche eine RNS transkribiert werden. Diese wurde nach DNase-

Verdau mit dem Turbo-DNA-Free™-Kit von Ambion quantifiziert und fir eine
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Standardreihe in den Verdiinnungsstufen 10 bis 10! Molekule/ul unter Zugabe von tRNS
als Carrier aliguotiert.

Fir diese Arbeit sind lediglich die RNS-Standards von EBOVS (EBOSNORF UP und
EBOSNORF DP) und die RNS-Standards fiir DENV (DEN-FP und DEN-RP) mittels in-vitro-
Transkription neu hergestellt worden. (Fiir eine ausfihrliche Beschreibung der in-vitro-
Transkription s. Weidmann et al. von 2003)

Einige der benotigten pCRII-Plasmide fir diese Arbeit sind bereits in friheren Projekten
der AG Weidmann im Virologischen Institut der Universitdt Gottingen entwickelt
worden. So stammten die RNS-Standard der Filoviren EBOVZ, MARV aus einer
Veroffentlichung von Weidmann et al. von 2004, die RNS-Standards des YFV von 2010
(Weidmann et al. 2010) und die RNS-Standards des Phlebovirus RVFV von 2008
(Weidmann et al. 2008). Das CCHFV S-Segment wurde von der AG Weidmann im
Rahmen des Projektes ,InSan | 0301-V-4303 Marz 2001 — Juni 2004, Quantitativer
Schnellnachweis von Bunyavirdae mittels TagMan™-PCR-Technologie” hergestellt.

Fur das LASV wurde virale RNS aus Proben vom Bernhard-Nocht-Institut nach der “Acid
Guanidinium-Thiocyanate-Phenol-Chloroform-Extraktion”-Methode von Chomczynski
und Sacchi (Chomczynski,Sacchi 1987) gewonnen und als Matrize fir die PCR-
Amplifikation verwendet (s. Kap.2.2.1.1, S.31).

Tab. 2.6: Verwendete Standard-Primer

HFV Name der Sequenz der Standard-Primer

Standard-Primer

RVFSFUP 5-ACACAAAGACCCCCTAGTGC-3'
RV RVFSFDP 5-ACACAAAGCTCCCTAGAGATACAAA-3'
CCHSF uP 5-TCTCAAAGAAACACGTGCCG-3’
CCHFV
CCHSF DP 5-TCTCAAAGATATCGTTGCCGC-3*
MARORF UP 5-ATGGATTTACACAGTTTGTTGGAGT-3’
MARY MARORF DP 5-CTACAAGTTCATCGCAACATGTCT-3'
EBOORF UP 5-ATGGATTCTCGTCCTCAGAAAAT-3'
Feove EBOORF DP 5 -TCACTGATGATGTTGCAGGATT-3'

EBOVS EBOSNORF UP 5-ATGGATAAACGGGTGAGAGGT-3*
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EBOSNORF DP 5-TCAGTCATGTTGAAGAACAGCA-3*

YFV STD UP 5-AGTAAATCCTGTGTGCTAATTGAGG-3’
" YFV STD DP 5-AGCCACTGTGAGTTTCAGCA-3’

DEN FP 5-AAGGACTAGAGGTTAKAGGAGACCC-3'
DENY DEN RP 5-GCGYTCTGTGCCTGGAWTGAT-3'

2.1.7 Oligonukleotide

Tab. 2.7: Verwendete Primer
Lange der
Name der Primer Sequenz der Primer Zielregion Zielstruktur
in bp
RVF-FP 5“TGCCACGAGTYAGAGCCA-3' 128 S-Segment
RVF-RPptr-Biotin 5’-Biotin-GTGGGTCCGAGAGTYTGC-3’ (Weidmann et
al. 2008)
CCSMW-FP 5’-GGYACYAAGAAAATGAAGAAGG-3’ 172 S-Segment
CCSMW-RP-Biotin 5’- Biotin-CRGGGAKTGTYCCRAAGCA-3’
MBR-FP2 5’-ACTGARATYACACACAGTCAGACA-3 88 Nukleoprotein
MBR-RP2- Biotin 5’- Biotin-TRTTGTTTTCAATTTCTGCAGC-3’ (Weidmann et
al. 2004)
EBOZ-FP2 5’-TGATCCYGATGATGGAAGCTAC-3’ 91 Nukleoprotein
EBOZ-RP2- Biotin 5’-Biotin- (Weidmann et
GTCTAGATCGAATAGGACCAAGTCATCT-3’ al. 2004)
EBOS(ENS)-FP 5’-TTGACCCGTATGATGATGAGAGTA-3’ 89 Nukleoprotein
EBOS(ENS)-RP-Biotin  5’-Biotin-CAAATTGAAGAGATCAAGATCTCCT-3’
YFV-FP 5'-ATTGAGGTGCATTGGTCTGC-3’ 94 5 UTR
YFP-RP- Biotin 5’-Biotin-GTCRRTTCTCTGCTAATCGCTCA-3’ (Weidmann et
al. 2010)
DEN-FP 5’-AAGGACTAGAGGTTAKAGGAGACCC-3’ 87 3" UTR
DEN-RP2- Biotin 5’-Biotin-CTGHRGAGACAGCAGGATCTCTG-3’
LAS-LNA-FP1 5-GGTGCTGTGAACCTAG+AT-3’ 127 Josiah(JOS),

LAS-LNA-RP1-Biotin

5’-Biotin-GGAATGCAGATTTGT+T+GA-3’ L-Segment
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LAS-LNA-FP2 5’-AACCGATCATTTACACT+G+AT-3’ 136 CSF, L-
LAS-LNA-RP2- Biotin  5‘-Biotin-TGAACACCAGAAGA+A+ACG-3* Segment
LAS-LNA-FP3 5 GTTTGTGCTTTAGAGATT+A+TG-3’ 130 Mopeia,
LAS-LNA-RP3-Biotin  5’-Biotin-AATTGATTCCCCTCTT+C+T+T-3’ L-Segment
LAS-LNA-FP4 5’-CTGACTCACCAGTTTA+A+GA-3’ 151 AV, (2)
LAS-LNA-RP4-Biotin ~ 5‘-Biotin-TCCTCAACGACTT+A+A+CTT-3' Zinkfinger-
Protein,
L-Segment

Tab. 2.8: Verwendete Sonden
Name der Sequenz der Sonde Schmelztemperatur Ty,
Sonde

RVFV-Sonde 5’-TCCTTCTCCCAGTCAGCCCCAC-3’ 65,3°C
CCSMW-Sonde  5-CTGAGCACHCCAATGAARTGGGG-3" 65,3°C
MARV-Sonde 5’-CCGTCCTCAGCCAGAAACGAGA-3’ 65,3°C
EBOVZ-Sonde 5’-CCAGAGTTACTCGGAAAACGGCATG-3’ 65,3°C
EBOVS-Sonde 5’-CCTGACTACGAGGATTCGGCTGAAGG-3’ 65,3°C
YFV-Sonde 5’- AGTTGCTAGGCA+AT+A+A+A-3’ 65,3°C
DENV-Sonde 5’-ACAGCATATTGACGCTGGGARAGACC-3’ 65,3°C
LASV-Sondel 5’-ATTCCTACCATTGT+C+A+A+A+A+C+A-3’ 68,0°C
LASV-Sonde2 5 -TTTGACACAATGATACTC+C+T+T+G-3’ 67,0°C
LASV-Sonde3 5-TAACATAAGCCTCTCGTA+A+C+T+G+T-3" 67,0°C
LASV-Sonde4 5’-TTCTGGATCGTCTTAA+C+A+A+T+G-3’ 67,0°C
LASV-Sonde5 5’-GTCCTCTTCTCCCTCAA+T+A+T+C+T-3’ 67,0°C
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2.1.8

Verwendete Computerprogramme

Tab.2.9: Verwendete Computerprogramme fiir die Erstellung der Arbeit

Name

Hersteller

Anwendung

Adobe-Photoshop
Adobe-lllustrator
BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool)

BD FACSDiva™
Version 6.1.2

DNAStar LaserGene
EndNote X3

Microsoft Office 2007

NCBI GenBank

Primer Express

Adobe Systems Inc.
Adobe Systems Inc.
National Center for
Biotechnology Information

(NCBI 2011b)

BD Biosciences

DNAStar Inc., Madison WI, USA
Thomson Reuters

Microsoft Inc.

National Center for
Biotechnology Information
(NCBI 2011a)

Applied Biosystems

Bildbearbeitung
Bildbearbeitung
Sequenzvergleich mit
Sequenzdatenbank von
allen offentlich
verfligbaren Genom-
Sequenzen

Primdre Auswertung der
durchflusszytometrischen
Messungen
Sequenzanalyse
Literaturverwaltung
Text- und Daten-
verarbeitung
Sequenzdatenbank aller
offentlich verfligbaren
Genom-Sequenzen

Primer Entwicklung
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2.2 Methoden

2.2.1  Arbeiten mit Nukleinsduren

2.2.1.1 RNS-Extraktion

Bei der RNS-Extraktion wurde die RNS von DNS und Proteinen getrennt um im Anschluss
fiir weitere Experimente (z.B. Transkription in cDNS) verwendet werden zu kénnen.

Die Isolierung der RNS wurde in der vorliegenden Arbeit mit dem peqGOLD TriFast™FL —
Reagenz durchgefiihrt, das auf der sogenannten “Acid Guanidinium-Thiocyanate-Phenol-
Chloroform-Extraktion”-Methode von Chomczynski und Sacchi basiert
(Chomczynski,Sacchi 1987).

Hierzu wurden 100 pl Probe (z.B. Zellkulturiiberstand von infizierten Zellen) mit 300 pl
Trizol (peqGOLD TriFast™FL von peqlab) versetzt. Dabei wurden die Viren inaktiviert
und durch das Guanidinisothiocyanat, ein chaotropes Salz im Trizol, gleichzeitig RNasen
und andere Enzyme deaktiviert. Im Anschluss wurden die Proben 5 min gevortext. Nach
einer Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur wurden 80 pul Chloroform
hinzugegeben. Daraufhin wurden die Proben nach kurzem Vortexen ein weiteres Mal bei
Raumtemperatur fir 10 min inkubiert. Nach einer Zentrifugation (12.000xg, 5 min)
lieRen sich drei Phasen im EppendorfgefaR unterscheiden. Proteine und kleinere DNS-
Fragmente wurden durch Phenol entfernt. Grofere DNS-Fragmente sammelten sich
nach der Zentrifugation in der Interphase, wahrend die RNS nach der Zentrifugation in
der wissrigen Phase blieb. Dieser wassrige Uberstand wurde abgenommen, in ein neues
EppendorfgefaR gefillt und 2 pl Glykogen (35 pg/ul) hinzugegeben. Die Probe wurde im
Anschluss mit dem gleichen Volumen Isopropanol bei -20°C (iber Nacht prazipitiert.

Am nédchsten Tag konnte die RNS nach zwei Waschschritten mit 70%igem Ethanol in
DEPC-behandeltem Wasser gelagert werden und stand fiir weitere Experimente zur
Verfiigung.

In dieser Arbeit wurde die RNS aus den LASV-Proben (LASV AV, CSF und Josiah), die vom

Bernhard-Nocht-Institut gespendet wurden, auf beschriebene Weise gewonnen.
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2.2.1.2 Spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung

Die spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung erfolgte anhand der optischen
Dichte (OD) mithilfe des Nanodrop Spektrophotometers. Ermittelt wurde die Absorption
bei den Wellenlangen 260 nm und 280 nm. Fiir RNS entspricht eine Aygo-Einheit von 1,0
OD einer Konzentration von 40 ng/ul einzelstrangiger RNS/ml (ssDNS: 33 ng/ul; dsDNS:
50ng/ul). Anhand der Absorption konnte somit die Nukleinsdurekonzentration ermittelt
werden. Die Reinheit der Probe lief sich dabei durch das Verhaltnis von
A260nm/A280nm errechnen. Nukleotide, ssDNS, dsDNS und RNS haben ein
Absorptionsmaximum von 260nm, wahrend das Absorptionsmaximum der Proteine bei

280 nm liegt. Der Quotient ODZSO/OD280 sollte fir relativ proteinfreie DNS- bzw. RNS-

Praparationen zwischen 1,8 und 2,0 liegen (Sambrook 1989). Ein Wert unterhalb von 1,8
lasst eine Proteinverunreinigung vermuten.

Zur Bestimmung der RNS-Konzentration wurden jeweils 1,5 pl der extrahierten LASV-
RNS (LAS-AV1, LAS-Lib) (Kap. 2.2.1.1, S.31) verwendet und die gemessenen Werte vom
Geratecomputer (Nano Drop® ND-1000 Spektralphotometer, Thermo Scientific,
Rockford, USA) abgelesen.

2.2.1.3 PCR-Amplifikation

2.2.1.3.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine effektive Methode zur in-vitro-Vervielfaltigung
von DNS (Mullis,Faloona 1987). Notwendige Materialien fir die PCR sind:

1) Zwei Oligonukleotidprimer (Vorwarts- und Rickwartsprimer), die auf den
gegenlberliegenden Strangen der DNS jeweils den Startpunkt der DNS-Synthese
festlegen und damit die zu vervielfdltigende Sequenz begrenzen. Die Primer
sollten wichtige Eigenschaften, z.B. die richtige Schmelztemperatur Ty, und GC-
Gehalt, erfiillen (s. Kap. 2.2.1.3.4, S.37). Durch die freien OH'-Gruppen wird dabei
der Startpunkt fiir die DNS-Polymerase-Reaktion festgelegt. Die DNS-Polymerase

verknlpft die freien Nukleotide mit der OH‘-Gruppe am 3‘-Ende.
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2) Eine DNS-Matrize, die den zu vervielfaltigenden Abschnitt beinhaltet und 100 bis
5000 bp lang sein sollte. Bei dieser Arbeit wurden RNS-Matrizen verwendet, die
erst durch eine reverse Transkription in cDNS umgeschrieben wurden.

3) Eine thermostabile DNS-Polymerase. Meist wird die Tag-Polymerase, die aus dem
thermophilen Bakterium Thermus aquaticus gewonnen wurde, verwendet.

4) Die 4 Desoxyribonukleotide (dNTPs).

5) Mg**-lonen, die bei der PCR mehrere Funktionen erfiillen: sie stabilisieren die
spezifische und unspezifische Anlagerung der Primer an die Templates, sie bilden
I6sliche Komplexe mit den dNTPs und sie wirken als Cofaktoren der DNS-
Polymerase.

Diese spezifische primer-abhangige Amplifizierung der DNS findet in sich

wiederholenden Zyklen statt, die in drei Stufen unterteilt werden: Denaturierung,

Renaturierung (,,Annealing”) und Synthese (Elongation):

1. Denaturierung:

Zur thermischen Denaturierung der DNS-Probe wird der Reaktionsansatz auf 95°C

erhitzt. Auf diese Weise wird der Doppelstrang in zwei Einzelstrange getrennt.

2. Renaturierung (engl.: annealing):

Zur Primeranlagerung (engl.: primer annealing) muss der Ansatz nun auf eine
Temperatur gebracht werden, die abhangig von der Lange und Basenzusammensetzung
der jeweiligen Primersequenzen ist. Meist entspricht sie einer Temperatur von ca. 55-
65°C.

3. Synthese (Elongation):

Zuletzt kommt es zur Verldangerung des komplementaren DNS-Stranges. Die Polymerase
beginnt am 3’OH-Ende der Primer die DNS-Sequenz zu verlangern, indem sie die 4 dNTPs
entlang der einzelstrangigen denaturierten DNS-Matrize komplementar anlagert. Meist

wird hier 72°C als optimale Temperatur fir die Tag-Polymerase gewahlt.
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Jeder Zyklus bedeutet eine weitere Verdopplung der bereits bestehenden DNS-
Doppelstrange, da auch die neusynthetisierten Striange als Matrize dienen. Auf diese
Weise kommt es zu einem exponentiellen Konzentrationsanstieg der zu amplifizierenden
Sequenz.

In dieser Arbeit wurde das PCR-Verfahren zur Amplifikation von RNS von acht HFV
(RVFV, CCHFV, MARV, EBOZV, EBOSV, YFV, DENV, LASV) verwendet, die anschliefend an
beadgekoppelte Sonden hybridisiert wurden. Dabei wurde eine Multiplex-PCR-Technik
verwendet, die die simultane Amplifikation mehrerer Sequenzen gleichzeitig ermoglicht
(s. Kap .2.2.1.3.3,S.35).

Die Reaktion erfolgte in diinnwandigen 0.5-ml-Reaktionsgefdflen in einem
automatischen Thermocycler (Biometra GmbH, Gottingen, Deutschland) oder
Speedcycler (Analytic Jena, Jena, Deutschland) mit beheizbarem Deckel. Im Anschluss

wurden die Amplifikationsprodukte durch TAE-Agarose-Gelelektrophorese analysiert.

2.2.1.3.2 Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR)

Um die Amplifikation und Detektion von RNS-Viren zu ermdglichen wurde die RT-PCR
(Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion) angewendet.

Die RT-PCR besteht aus zwei Schritten: der reversen Transkriptionsreaktion und der PCR-
Amplifikation (s. Kap.2.2.1.3.1, S.32). Zuerst wurde dabei die virale RNS durch ein Enzym,
die Reverse-Transkriptase, in cDNS umgeschrieben. Diese cDNS diente in der darauf
folgenden PCR als Matrize fiir die Amplifikation.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit dem QuantiTect®-Multiplex-RT-PC-Kit gearbeitet.
Durch die Reverse-Transkriptase, die im QuantiTect®-RT-Mix enthalten war, wurde in
einem 20 mindtigen Schritt bei 50°C zu Beginn des PCR-Programms die virale RNS in

c¢DNS umgeschrieben.
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2.2.1.3.3 Multiplex-RT-PCR

Fir den simultanen Nachweis von mehreren Viren in einem PCR-Ansatz wurde die
Amplifikation im Multiplex-System durchgefihrt.

Durch die Zusammenstellung von multiplen Primerpaaren konnten auf diese Weise
mehrere Proben in einem einzigen Ansatz analysiert werden, die sonst in mehrere
zeitaufwendige Einzelversuche aufgeteilt werden mussten. Fir eine effiziente Multiplex-

PCR mussten verschiedene Bedingungen erfillt werden:

» Fur die Multiplex-PCR musste die Renaturierungstemperatur (T,) (engl.:
annealing temperature) so gewahlt werden, dass sie den jeweiligen
Eigenschaften aller Primerpaare in einem Ansatz entspricht. In der vorliegenden
Arbeit wurde eine Renaturierungstemperatur von 60°C ausgewahlt.

» Die Amplikons sollten sich in der Lange unterscheiden, damit sie bei der
gelelektrophoretischen Auftrennung im Anschluss an die PCR differenziert
werden konnten. Die Amplikons in dieser Arbeit wiesen eine Lange von ca. 70 bp-
180 bp auf.

» Die Primer durften keine homologen Sequenzen amplifizieren und mussten bei
jedem Primermix auf Primerdimerbildung mit Hilfe der SYBR-Green-gRT-PCR
(s.Kap. 2.2.1.3.6.2, S.41) kontrolliert werden. Um die Spezifitdt und Sensibilitat
der einzelnen Primerpaare zu lberpriifen wurde die gRT-PCR verwendet (s. Kap.

2.2.1.3.6.1,S.41)

Insgesamt wurden drei Primermischungen fiir Multiplex-PCR-Reaktionen entwickelt:
Mix 1 setzte sich aus drei Primerpaaren fir RVFV, CCHFV, MARV zusammen, Mix 2 aus
vier Primerpaaren fiir EBOZV, EBOSV, YFV, DENV und Mix 3 aus fiinf Primerpaaren fir
LASV.
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Tab. 2.10: Primermixe fiir Multiplex-PCR
MIX 1 MIX 2 MIX 3
RVF-FP EBOZ-FP2 LAS-LNA-FP1
RVF-RPptr EBOZ-RP2 LAS-LNA-RP1
CCSMW-FP EBOS (ENS)-FP  LAS-LNA-FP2
CCSMW-RP EBOS (ENS)-RP  LAS-LNA-RP2
MAR-FP2 YFV-FP LAS-LNA-FP3
MAR-RP2 YFV-RP LAS-LNA-RP3
DEN-FP LAS-LNA-FP4
DEN-RP2 LAS-LNA-RP4

Die Multiplex-PCRs in der vorliegenden Arbeit wurden mit dem QuantiTect®-Multiplex-
RT-PCR-Kit von QIAGEN durchgefiihrt, das die optimale Konzentration an Mg2+, Taq DNS
Polymerase und Reverse-Transkriptase bereits enthielt. Dieses Reaktionskit enthielt die
HotStar Taq DNS Polymerase, eine chemisch modifizierte DNS Taqg-Polymerase, die erst

ab 95°C aktiviert wurde. Zur Aktivierung wurde deshalb ein Schritt von 15 min bei 95°C

vor den PCR-Zyklen eingeflgt.

Fir samtliche Polymerase-Kettenreaktionen der vorliegenden Arbeit wurde dabei

folgendes PCR-Programm gewahlt:

Temperaturprogramm der PCR:

50°C (20 min)
95°C (15 min)
94°C (45 sek)
60°C (75 sek)
40°C (30sek)

12°C (o)

Reverse Transkription

Aktivierung der HotStar Taq Polymerase
Denaturierung
Renaturierung und Polymerisierung

}45x

Abkuhlung
Stand-by
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Beispiel: PCR-Ansatz fiir MIX 1 (Master Mix 4:1 FP/RP-Verhiltnis):

Stock- End- 1x Ansatz

konzentration konzentration ()
H,0 5,8
QuantiTect® NoRox Master 2x 10
RVF-FP 10 uM 400nM 0,8
RVF-RPptr-Biotin 10 uMm 100nM 0,2
CCSMW-FP 10 uM 400nM 0,8
CCSMW-RP-Biotin 10 uM 100nM 0,2
MAR-FP 10 uM 400nM 0,8
MAR-RP-Biotin 10 uM 100nM 0,2
QuantiTect® RT Mix 100x 100nM 0,2
> Volumen 20

2.2.1.3.4 Primer- und Sondendesign

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primer und Sonden beruhen auf durch die
AG Weidmann veroffentlichten Einzelamplikons zum Nachweis von DENV, RVFV, EBOZV,
EBOSV, MARYV, YFV (Kap 2.1.7) (Carhan et al. 2010, Wagner et al. 2004, Weidmann et al.
2004, Weidmann et al. 2008), die wie beschrieben unter der Verwendung folgender
Software entworfen wurden (Alignments mit DNAstar Lasergene Software, Primer
Entwicklung mit Primer Express). Im Einzelfall wurden Primer verandert (RVFV-RVptr,
EBOVZ-FP2 und EBOVZ-RP2) und angepasst. Die Primer und die Sonde fiir CCHFV wurden
neu synthetisiert. Flir LASV wurden die Primer und Sonden nach dem Algorithmus von
Gardner et al. ausgewahlt (Gardner et al. 2004) und von Prof. Stephan Glinther vom
Bernhard-Nocht-Institut in Hamburg zur Verfiigung gestellt. Um die Variationsbreite der
LASV abzudecken wurden Primerpaare fir Amplikons basierend auf 5 LASV-LNA Sonden
mit der genomischen RNS der LASV-Stamme LASV JOS, LASV LANT (westliches West-
Afrika), LASV AV (zentrales West-Afrika), LASV CSF (Ostliches West-Afrika) getestet.

Die Virus-RNS-Proben waren grolRziigige Spenden des Robert-Koch-Instituts (AV1,
Stamm Liberia (Lib)), des Bernhard-Nocht-Instituts (Josiah (JOS), Cerebrospinalfliissigkeit
(CSF), AV) und von Dr. Ali Mirazimi vom Department of Virology des ,Swedish Institute
for Infectious Disease Control” in Solna, Schweden (Josiah (JOS), LANT).

Zum Nachweis einer erfolgreichen Hybridisierungsreaktion an die gekoppelten Beads

wurden biotinylierte RP verwendet. Durch das Biotin wurde eine Bindung an den
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Fluoreszenzfarbstoff SARPE (Streptavidin-R-Phycoerythrin) ermdoglicht, der in der
Durchflusszytometrie detektiert werden konnte.

Synthetisiert wurden diese Primer und Sonden von der Firma TIB MOLBIOL (Berlin,
Deutschland). Nach dem Erhalt der lyophilisierten Primer und Sonden mussten diese in
H,O geldst werden. Die Aufbewahrung der aliquotierten Primer (Konzentration: 10 uM)

und Sonden (Konzentration: 100 uM) fand bei -20°C statt.

2.2.1.3.5 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNS

Zur analytischen Trennung von DNS-Fragmenten werden die Amplifikationsprodukte im
Anschluss an das PCR-Verfahren auf ein Agarose-Flachbettgel aufgetragen. Da die DNS-
Fragmente negativ geladen sind, wandern sie im elektrischen Feld zur Anode. Die
Wanderungsgeschwindigkeit der doppelstrangigen DNS ist dabei umgekehrt
proportional zum Logarithmus des Molekulargewichtes (Helling et al. 1974).

Abhdngig von der GrofRe der zu trennenden DNS-Fragmente wird die Agarose-

konzentration gewahlt.

Agarose- GrofRle der DNA-
konzentration Fragmente

0.7% 12 kb —800 bp

1.0% 10 kb —500 bp

1.5% 3 kb —200 bp

2.0% 2 kb —50 bp

Da die Lange der Amplifikationsprodukte in dieser Arbeit bei 70bp -180bp lag, wurde
eine Agarosekonzetration von 2% (w/v) verwendet. Durch Aufkochen wurde die Agarose
in TAE-Puffer gelost. Nachdem sie auf ca. 60°C abgekiihlt war, wurde Ethidiumbromid in
einer Endkonzentration von 0,5ug/ml zugegeben. Beim GieRen der gelosten Agarose in
eine entsprechende Gelkammer werden durch das Aufsetzen eines Kammes Taschen fiir
den Probenauftrag freigehalten.

Die Amplifikationsprodukte wurden mit 1/6 Volumen Auftragspuffer (Orange Loading
Dye (6x)) versetzt und in die Taschen des TAE-Puffer-bedeckten Gels pipettiert. Dieser

Auftragspuffer enthielt zwei Farbstoffe, die es ermdglichten die DNS-Fragmente bei ihrer
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Bewegung im elektrischen Feld zu verfolgen. Zur anschlieBenden Analyse der GréRe der
DNS-Fragmente dienten zwei zusatzlich aufgetragene Ldngenstandards (100bp, Ultra-
low-range).

Die Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von 95V in 1x TAE-Puffer. Da
das Ethidiumbromid in die Doppelstrange der DNS interkaliert, konnten die DNS-
Fragmente durch den Chemidoc™ XRS bei einer Bestrahlung mit UV-Licht (302nm)
sichtbar gemacht werden. Die Nachweisgrenze der Ethidiumbromid-gefarbten Gele lag
bei 10ng DNS pro Bande. Die Agarosegele wurden auf dem Chemidoc™ XRS System mit

Hilfe eines Videosystems dokumentiert

50x TAE-Puffer 6x Auftragspuffer
242,2g Tris 10mM Tris-HCI (pH 7,6)
18,61g EDTA 0,15% Orange G
Mit Eisessig auf pH 7,9 einstellen 0,03% Xylene Cyanol FF
=> Auf 1l mit H,0 60% Glycerol
60mM EDTA

2.2.1.3.6 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Die quantitative Real-Time-PCR bietet die Moglichkeit bereits wahrend des
Amplifikationsvorganges die aktuelle Verfdltigung der DNA-Fragmente zu beobachten.
Die qRT-PCR basiert auf dem gleichen Verfahren wie die klassische PCR und macht sich
dabei die 5’-Exonukleaseaktivitdat der Tag-Polymerase zu nutze. Die sogenannte Tagman
Sonde besteht aus einem Oligonukleotid, dessen 5’-Ende mit einem fluoreszenten
Reporter-Farbstoff (Fluoreszin-Derivat, FAM) und dessen 3’-Ende mit einem Lo&sch-
Farbstoff (engl.: quencher-dye, Rhodamin-Derivat, TAMRA) markiert ist. Wird die Sonde
mit einer spezifischen Wellenlange (488nm) bestrahlt, bleibt das Reporter-
Fluoreszenzsignal durch die rdumliche Ndhe zum Quencher unterdriickt. Es kommt zu
einen Fluoreszenz-Energietransfer (FRET). Wahrend der PCR hybridisiert die Tagman-
Sonde an den Matrizenstrang. In der Extensionsphase verdrangt die Polymerase mit

ihrer 5’-3’-Exonuklaeseaktivitdt die Sonde und baut diese ab, wodurch es zu einer
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Trennung von Reporter und Quencher kommt und die Reporterfluoreszenz freigesetzt
wird.

Die Tag-Polymerase baut nur gebundene Sonden ab, sodass Einzelstrange, an die keine
Sonde hybridisiert hat, unbeschadet bleiben. Die Reporterfluoreszenz ist proportional zu
den DNS-Templates in der Probe und wird nach jedem Zyklus gemessen.

Zur Datenvalidierung wurde der Zyklus-Schwellenwert (engl.: cycle-threshold, Ct)
analysiert, da dieser Wert den Punkt in der Phase des exponentiellen Wachstums
beschreibt, an dem die Fluoreszenzintensitdit der Reaktion oberhalb der
Negativkontrollwerte liegt.

In dieser Arbeit ist die quantitative Real-Time-PCR zur Sensitivitatskontrolle der drei
Primermixe (MIX 1, MIX 2, MIX 3 s. Kap. 3.1.2, S5.48) genutzt worden. Dariber hinaus
konnten durch den Einsatz von SYBR-Green anstelle der TagMan-Sonde in der gRT-PCR
mogliche Primerdimerbildung der verschiedenen Primerkombinationen ausgeschlossen

werden (s. Kap. 2.2.1.3.6.2, S.41).

Tab. 2.11:  Beispielprotokoll fiir qRT-PCR

Stock- End- 1x
Konz. Konz. Ansatz
(uf)
QuantiTect® Multipex NoRox Master  2x 1x 10,0
H,O 8,0
Primer-FP 10uM 100nM 0,2
Primer-RP 10uM 100nM 0,2
Sonde P 10uM 200uM 0,4
QuantiTect® Multiplex-RT-Mix 0,2
RNS-Standard 1,0
2 Volumen 20,0
Tab. 2.12:  PCR-Programm fiir qRT-PCR
50°C (5 min) Reverse Transkription
95°C (15 sek) Aktivierung der HotStar Taq Polymerase
94°C ( 5sek) Denaturierung
60°C (50 sek) }45x Renaturierung und Polymerisierung
40°C (30 sek) Abkihlung

12°C (o) Stand-by
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2.2.1.3.6.1  Sensitivitatstestung mittels Real-Time PCR

Die Validierung der entwickelten Primermixe erfolgte anhand von seriellen
Verdiinnungsreihen der RNA-Standards. Die Ausgangskonzentration betrug 10’ RNS-
Molekule/ul, woraus eine Verdiinnungsreihe von 10° bis 10! erstellt wurde. Mit diesen
RNS-Standards konnten im Anschluss qRT-PCRs (s. Kap. 3.1.1, S.46) im Multiplex-System
fir die drei Primermixe durchgefiihrt werden. Mithilfe des Zyklus-Schwellenwertes (CT)
der einzelnen Ansatze mit verschiedenen Konzentrationen konnte die Sensitivitat des

gesamten Mixes ermittelt werden.

2.2.1.3.6.2 Detektion von Primerdimerbildung mittels Real-Time PCR

Zum Nachweis von Primerdimeren kann der Farbstoff SYBR-Green in der Real-Time-PCR
verwendet werden. Dieser Cyanin-Farbstoff bindet unspezifisch an doppelstrangige DNS
und emittiert griines Licht bei der Bestrahlung einer Wellenlange von 521nm. Der gRT-
PCR-Ansatz wird zur Primerdimerkontrolle nur mit Primern und ohne DNS-Fragmente
durchgefiihrt, sodass mogliche detektierte dsDNS nur durch Primerdimerbildung
entstehen kann. Dabei wird der CT-Wert gemessen, der Angaben Uber die Menge des
Produktes gibt. Die Primermischungen werden dabei stufenweise durch einen
zusatzlichen Primer ergdnzt. Bei einer Verschiebung des CT-Wertes kann somit der
Dimer-bildende Primer sofort ermittelt werden. Das bei der SYBR-Green-qRT-PCR

verwendete PCR-Programm entsprach dem Protokoll in Tab. 2.13.

Tab. 2.13:  Beispielprotokoll fiir SYBR-Green-qRT-PCR

Stock- End- 1x
Ansatz
Konz. Konz.
()
RNA Master SYBR Green 2,7X 1x 7,5
Mn(OAc), 50nM 3,25nM 1,3
H,O 9,8
Primer-FP 10uM 100nM 0,2
Primer-RP 10uM 100nM 0,2
RNS-Standard 1,0

2 Volumen 20,0
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Tab. 2.14:  PCR-Programm fiir SYBR-Green-qRT-PCR

61°C (20 min) Reverse Transkription

95°C (2 min) Aktivierung der HotStar Tag Polymerase
95°C ( 5sek) Denaturierung

60°C (50 sek) }45X Renaturierung und Polymerisierung
40°C (30sek) Abkihlung

12°C (eoo) Stand-by

2.2.2 Cytometric Bead Array (CBA)

2.2.2.1 Aufreinigung der PCR-Produkte mit MinElute-Purifikation-Kit

Um spezifische DNS-Fragmente nach der PCR-Reaktion zu isolieren, wurden PCR-
Amplifikate mit dem MinElute-Purification-Kit von QIAGEN gereinigt. Wahrend dieses
Vorganges wurden alle Nukleinsduren, kleiner als 70 bp bzw. grofRer als 4kb, entfernt.
Zusatzlich wurden alle Enzyme, unabhangig von ihrer GroRe, aus der Probe gefiltert. Das
gereinigte Produkt wurde im Anschluss flir weitere Versuche wie Ligation, Transkription,

Amplifikation oder Hybridisierung verwendet.

- Erhaltene Fragmente
r
“ Entfernte Fragmente

7/ <

Abb. 2.1: Reinigung der DNS mit dem MinElute-Purification-Kit von QIAGEN, Nukleinsduren <70bp und
>4kb werden aus der Probe entfernt.(QIAGEN 2010)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde wahrend der Reinigung mit dem MinElute-Purification-
Kit ein weiterer Waschschritt mit 750ul Guanidiniumhydrochlorid (35%) durchgefiihrt,

um Primerdimere, die >20bp waren, effizienter zu entfernen.
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2.2.2.2 Kopplung von Sonden an carboxylierte Beads

Zur Hybridisierung der PCR-Produkte an die Beads mussten zuerst Oligonukleotidsonden
an die Beads gekoppelt werden. Das dabei verwendete Verfahren zur Kopplung basierte
auf den Erfahrungen von Deregt et al. aus 2006.

Zu Beginn wurden die carboxylierten Beads (Bio-Plex COOH-Beads) in der
Originalverpackung erst fir 30 sek gevortext und dann fiir 30 sek ins Ultraschallbad
(Bandelin electronic) gestellt. Danach wurden 1,25 Mio. Beads (= 100 ul of 1,25 x 10’
Beads/ml) in ein EppendorfgefaR tGberfiihrt um fir 4 min in der Zentrifuge (14.000xg)
pelletiert zu werden. Das Pellet wurde in 100ul 0,1M 2-Morpholinoethan Sulfonsaure
(MES, pH 4,5) resuspendiert. Von der aminierten Oligonukleotidsonde wurden 400 pmol
hinzugefiigt. Gefolgt wurde dieser Schritt von der Zugabe von 10 ul (= 200 pg) 1-Ethyl-3-
3-dimethylaminopropyl carbodiimid (EDAC) (20 mg/ml), das zuvor in 0,1 M MES, pH 4,5
aufgelost worden war. Das EDAC wirkt als Carboxylgruppenaktivator, da es die COOH-
Gruppen in den instabilen O-Acylsdureester tberfiihrt, der eine kovalente Bindung mit
dem primaren Amid eingeht. Ergdnzend kann durch die Zugabe von N-
Hydroxysuccinimid (NHS) ein Ubergang in den halb-stabilen NHS-Ester-Zustand
herbeigefiihrt werden, der ebenfalls eine kovalente Amid-Verbindung mit einem
primdren Amin bildet. Dieser stabilisierende Ubergang ist allerdings nicht zwingend

notwendig zur Ausbildung der Amid-Bindung.

Carbodiimid
(EDAC)

R
0 R R o] N/ ?
3
e P

CH T
H
CI)H
N
O —0

(1) e °
N-Hydroxysuccinimid

R

Unstabilerreaktiver
O-Acylisoharnstoffester

Carboxylgruppe

o zusdtzliches Amin -~ O O\\ (NHS)
HoN—=R,
ARy N
R NH ® R o

(8) \c\u

Halbstabiler NHS Ester

(N

Amid-Verbindung

Abb. 2.2: Kopplungsreaktion von Carboxylsdure an ein primdres Amin Uber die Zwischenprodukte O-
Acylsaureester und NHS-Ester, die Kopplung in Form einer Peptidbindung geschieht durch die
Bildung eines unstabilen Zwischenprodukts, dem O-Acylisoharnstaffester, durch die Reaktion
der Carboxylgruppe mit dem Carbodiimid des EDACs. Zur Stabilisierung des O-
Acylisoharnstoffesters wird haufig NHS hinzugegeben, sodass durch die Zugabe eines weiteren
Amins die stabile Amidverbindung entsteht. (Volk 2009)
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Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur fir 30 min auf dem Rotator inkubiert. Die
Inkubation wurde dabei nach 15 min kurz unterbrochen um die Probe auf dem Vortexer
ein weiteres Mal zu mischen. Um die Effizienz der Konjugation abzusichern, wurde die
Zugabe von EDAC (200 pg), die Inkubation (30 min, Raumtemperatur) und die kurze
Unterbrechung zum Vortexen wiederholt. Da EDAC auf Raumtemperatur aquilibriert
werden musste, sollte es 1 Stunde vor Gebrauch auf Raumtemperatur gelagert werden
und vor jeder Zugabe neu angesetzt werden. EDAC ist ein aminreaktiver Kreuzvernetzer
(engl: cross-linker), der die Peptid-Bindung zwischen den Carboxylgruppen der Beads
und den Aminogruppen der Oligonukleotidsonden erleichert.

Nach der zweiten Inkubation wurde die Probe wieder fiir 4 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und dann mit 0,5 ml 0,02% Tween 20 gewaschen, d.h. nach
der Zugabe von Tween 20 wurde die Probe gevortext, wieder pelletiert (14.000xg, 4 min)
und der Uberstand verworfen. Im Anschluss wurde die Reaktion in 0,5 ml 0,1% SDS (w/v)
(Sodiumdodecylsulfat) resuspendiert und ein weiteres Mal zentrifugiert (14.000xg, 4
min). Nach der Abnahme des Uberstandes, wurden die Beads zum Schluss in 50 pl Tris-
EDTA (pH 8,0) resuspendiert und bei 4°C lichtgeschitzt gelagert.

Zur Kontrolle der Kopplungsreaktion wurde in einer Parallelreaktion statt der Ublichen
Oligonukleotidsonde eine Sonde verwendet, die den Farbstoff Cy3 (Emissionsmaximum:
575nm) enthielt. Mit hHilfe dieses Flourenszenssignals konnte eine positive
Kopplungsreaktion mit dem Durchflusszytometer (FACS Canto™ 1) nachgewiesen

werden.

2.2.2.3 Hybridisierung an Beads und Detektion

Zum Direktnachweis von Virusgenomen im Serum per CBA (s. Kap. 2.2.2, S.42) wurde
wie folgt verfahren.

Die PCR Produkte wurden zuerst 1:2 mit Tris-EDTA (ph 8,0) verdiinnt. Je Ansatz wurden
dann 5 pl der verdiinnten PCR-Produkte fiir 5 min bei 96°C im ThermoCycler denaturiert.
Um die Reaktion zu stoppen wurden die Proben im Anschluss sofort fir 1-2 min auf Eis
gestellt. Danach wurden 5 ul der mit Sonden gekoppelten Beads (s. Kap.2.2.2.2, S.43)

zugegeben und durch Agitation mit der Pipette vermischt. Der Hybridisierungsschritt
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erfolgte im Anschluss bei 60°C fiir eine Stunde im SpeedCycler oder im ThermoCycler.
Um den Beadverlust wahrend der folgenden Waschschritte zu verringern, wurden die
Proben nach der Hybridisierung in eine 96-well-Platte Gberfiihrt. Nachdem der Zugabe
von je 50 ul 0,02% Tween 20 in FACS-Flow hinzugegeben worden waren, wurden die 96-
well-Platte bei 14.000xg fir 4 min in einer Megafuge 1.0R zentrifugiert. Durch die
Zugabe von je 50 pl 10% BSA wurden die Carboxylgruppen der Beads abgesattigt, um
unspezifische Bindungen im weiteren Verlauf des Experiments zu verhindert (Kap.
3.3.1.1, S.60). Nach einer Inkubation von 30 min auf der Wippe lichtgeschiitzt durch
Alufolie, wurden nochmals 50 pl 0,02% Tween in FACS-Flow zugegeben. Zur spateren
Detektion der hybridisierten Proben wurden 100 pl Streptavidin-R-phycoerythrin
(SARPE), das zuvor in 0,02% Tween 20 in FACS-Flow (10 pg/ml) verdiinnt worden war,
verwendet. Auf diesen Schritt folgten eine Inkubation auf der Wippe von 15 min und
zwei Waschschritte mit jeweils 100 pl 0,02% Tween 20 in FACS-Flow mit einer
Zentrifugation (14.000xg fur 4 min). Zum Schluss wurden die Pellets in 200 ul 0,02%
Tween 20 in FACS-Flow resuspendiert.

Die durchflusszytometrischen Messungen wurden an einem FACS Canto™ I
durchgefiihrt. Dieses acht-parametrische Analysegerat ermoglichte die gleichzeitige
Messung von Streulichteigenschaften, ZellgroRe, Zellgranularitat und Fluoreszenz bei bis
zu sechs Wellenlangen gleichzeitig. Mithilfe der BD FACS Diva™ Software Version 6.1.2.
konnten die gewonnen Daten ausgewertet werden. Dabei musste man bericksichtigen,
dass es sich bei den im Durchflusszytometer ermittelten Werten nicht um Absolutwerte,
sondern um relative Signalgrofen handelte, die lediglich einen Vergleich der
gemessenen Werte untereinander erlaubte.

In der vorliegenden Arbeit wurden die internen Fluoreszenzsignale (APC, APC-Cy7) der
Beads zur Detektion von 1000 Kugeln pro Ansatz verwendet und jeweils die mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) des SARPE zum Nachweis von viralen Genomen von HFV

bestimmt.
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3 Ergebnisse

3.1 Amplifikation des Virusgenoms mittels PCR

3.1.1 Bestimmung der optimalen Primerkonzentration

Da Primerdimere eine Multiplex-PCR kompetitiv inhibieren kénnen, sollte durch die
Bestimmung der optimalen Primerkonzentration in der Multiplex-PCR die
Primerdimerentwicklung minimiert werden. Die Entwicklung von Primerdimeren konnte
in den verschiedenen Primermischungen mit SYBR-Green-qRT-PCR (Kap. 2.2.1.3.6.2,
S.41) analysiert werden, da der Farbstoff SYBR-Green unspezifisch in doppelstrangige
DNS interkaliert. Da es sich bei dieser SYBR-Green-gRT-PCR um eine Uniplex-
Amplifikation handelte, enthielten die Proben jeweils nur ein Primerpaar mit einem
symmetrischen Verhaltnis von Forward-Primer zu Reverse-Primern (FP/RP-Verhaltnis:
1:1) in unterschiedlichen Konzentrationen (100nM-200nM-300nM-400nM-500nM).
Anstatt eines RNS-Standards wurde zu den Proben je 1 upl H,O hinzugefiigt. Die
Primerdimerbildung bei den PCR-Mischungen wurde fiir EBOVZ, EBOVS und MARV
ermittelt.

Die geringste Primerdimerbildung trat bei einer symmetrischen Primerkonzentration von

100nM auf.
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Abb. 3.1: Bestimmung der optimalen Primerkonzentration in der Uniplex-PCR von EBOVZ, EBOVS und
MARV mittels SYBR-Green-qRT-PCR. Pro HFV wurden jeweils 5 Primerpaare mit
unterschiedlichen Konzentrationen (100nM, 200nM, 300nM, 400nM, 500nM) am LightCycler®
ausgewertet.
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3.1.2 Bestimmung der optimalen Primerkombination

Mit der Anzahl der Primerpaare in einer Multiplex-PCR steigt das Risiko der
Primerdimerbildung. Um die Anzahl von Primerpaaren gering zu halten (3-5
Paare/Multiplex-PCR) wurden die Mischungen sorgfiltig aufeinander abgestimmt.
Nachdem in der Uniplex-PCR fiir die Konzentration von 100nM eine minimale
Primerdimerentwicklung nachgewiesen wurde (s. Kap. 3.1.1, S.46), konnte diese
Konzentration als Grundlage fir die Testung der optimalen Primermischungen der
Multiplex-PCRs festgelegt werden. In einer SYBR-Green-qRT-PCR ohne Templates nach
dem Protokoll in Kap. 2.2.1.3.6.2 (5.41) wurden die Primerkombinationen miteinander
verglichen. Urspriinglich war ein Ansatz (Mix 1-a) fur die Bunyaviren (RVFV, CCHFV) und
dem Flavivirus (YFV) und ein weiterer Ansatz (Mix 1-b) fur die Filoviren (EBOVZ, EBOVS,
MARV) geplant. Um die Dimerbildung innerhalb dieser Ansatze zu verringern, wurden
die Primer von YFV und MARV nach der Analyse der SYBR-Green-qRT-PCR
gegeneinander ausgetauscht (Mix 1-b und Mix 2-b).

Bei der genaueren Betrachtung der quantitativen Analyse in Abb 3.2 fillt ein Sprung des
Ct-Wertes in Mix 1-a bei der Zugabe von RVFV-RP auf, in Mix 1-b bei der Zugabe von
dem CCSMW-RP. Bei Mix 2 treten ebenfalls Ct-Spriinge auf: ein Sprung im Ct-Wert bei
Mix 2-a durch die Zugabe von MBR-RP2 und bei Mix 2-b durch die Zugabe von YFV-FP.
Doch durch das Austauschen von MARV mit YFV konnte die Dimerbildung in Mix 1-b im
Vergleich zu Mix 1-a verringert werden, wahrend sie bei Mix 2-b unverandert zu Mix 2-a
war. Fir die endgiltigen Primermixe wurden aus diesem Grund folgende Kombinationen
festgelegt: RVFV, CCHFV und MARYV als Mix 1 und EBOVZ, EBOVS und YFV als Mix 2 (s.
Abb. 3.3).
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Abb. 3.2: Bestimmung der Primerdimerbildung einer SYBR-GREEN-qRT-PCR fiir unterschiedliche
Primerkombinationen in Mix 1. Mix 1-a enthalt eine Primerkombination aus RVFV-CCHFV-YFV
und Mix 1-b besteht aus den Primern fir RVFV-CCHFV-MARV. Die Primer wurden in einer
Konzentration von 100 nM verwendet. Der Versuch wurde ohne RNS-Templates durchgefiihrt.
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Bestimmung der Primerdimerbildung einer SYBR-GREEN-qRT-PCR fiir unterschiedliche
Primerkombinationen in Mix 2. Mix 2-a enthdlt eine Primerkombination aus EBOVZ-EBOS-
MARYV und Mix 2-b besteht aus den Primern fiir EBOVZ-EBOVS-YFV. Die Primer wurden in einer
Konzentration von 100 nM verwendet. Der Versuch wurde ohne RNS-Templates durchgefiihrt.

DENV wurde verspatet in den CBA mit aufgenommen, sodass Mix 1 und Mix 2 nach

Zufiihren der zusatzlichen Primer erneut auf Dimerbildung getestet wurden. Um zu

entscheiden, in welchen Mix die zusatzlichen DENV-Primer mit aufgenommen werden
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sollte, wurden Multiplex-RT-PCRs nach dem Protokoll in Kap. 2.2.1.3.3 (5.35) mit
Primermix 1 (RVFV, CCHFV, MARV) und mit Primermix 2 (EBOVZ, EBOVS, YFV) angesetzt.
Als Template diente der DENV-Standard in zwei Konzentrationen (104 Molekule/pu und
10° Molekile/pl). Auf dem Agarosegel zeigten die Amplifikationsprodukte des DENV-
Nachweises in Mix 2 deutliche spezifische Banden (87bp) und gleichzeitig schwachere
unspezifische Banden als in der Kombination mit Mix 1. Die unspezifischen Banden, die
vermutlich durch eine Primerdimerbildung entstanden, waren in Mix 1 starker

ausgepragt (s. Abb. 3.4). Aus diesem Grund wurden die Primer von DENV in den Mix 2

mit aufgenommen.
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Abb. 3.4: Vergleich der Multiplex-RT-PCR fiir DENV mit Primermix 1 (RVFV, CCHFV, MARV) und mit
Primermix 2 (EBOVZ, EBOVS, YFV). Der Vergleich wurde mit dem DENV-Standard in den
Konzentrationen von 10*Molekiile/p und 10° Molekiile/pl durchgefiihrt. Die Kombination mit
den Primern aus Mix 2 erwies sich als sensitiver und zeigte deutlichere spezifischere DENV-
Banden (87bp). Es wurden pro Spur 10 ul PCR-Probe bzw. 5 pl DNA-Ladder (GrofRe 10-300 bp
bzw. 100-3000 bp) auf 2%iges Agarosegel aufgetragen.

3.1.3 Vergleich der Primerdimerbildung in den Primermischungen

Zur Uberpriifung der Primerdimerbildung in den drei Primermischungen (Mix 1, 2, 3)
wurde eine SYBR-Green-qRT-PCR nach dem Protokoll aus Kap. 2.2.1.3.6.2 (S5.41)
durchgefihrt. Insgesamt wurden fiir jeden Mix eine Probe und eine Negativkontrolle
angesetzt und im Anschluss im LightCycler® ausgewertet. Die Proben enthielten jeweils

die entsprechenden Forward- und Reverse-Primer des Mixes (Konzentration von 100nM)
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(Kap. 3.1.1, S.46 und Kap. 3.1.2, S.48). Die Negativkontrolle enthielt ausschlielich H,0.
Es wurden keine RNS-Templates zugefligt.

Durch die Auswertung der Ct-Werte am LightCycler® (s. Abb. 3.5), konnte auf
Primerdimerbildung geschlossen werden. Der Ct-Wert (12) von Mix 1 (RVFV, CCHFV,
MARV) war deutlich niedriger als der Ct-Wert (20) von Mix 2 (EBOVZ, EBOVS, YFV, DENV)
und Mix 3 (LASV) (26). Das lasst darauf schlieBen, dass es in Mix 1 zu mehr

Primerdimerbildung kam als in den anderen Mischungen.
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Abb. 3.5: Bestimmung der Primerdimerbildung einer SYBR-GREEN-qRT-PCR fiir Mix 1 (RVFV, CCHFV,
MARYV) und Mix 2 (EBOVZ, EBOVS, YFV) und Mix 3 (LASV). Die Primermischungen wurden mit
einer Konzentration von 100 nM angesetzt. Es wurden keine RNS-Templates zugefiigt.

3.1.4 Bestimmung des optimalen Primerverhaltnisses

Wie die SYBR-Green-qRT-PCR zeigt (s. Kap. 3.1.1, S.46) waren in der symmetrischen
Multiplex-PCR mit einer Primerkonzentration von 100nM am wenigsten Primerdimere
aufgetreten. Deregt et al. (Deregt et al. 2006) und Horejsh et al. (Horejsh et al. 2005)
beschrieben jedoch, dass bei Multiplex-RT-PCRs die Produkte einer asymmetrischen PCR
im anschlieBenden CBA zu wesentlich hoheren mittlere Fluoreszenzintensitaten (MFI)
flihren als Produkte einer symmetrischen PCR.

Aus diesem Grund wurden alle Primermixe als asymmetrischen PCRs durchgefiihrt und

im Agarosegel analysiert. Dabei wurden Multiplex-RT-PCRs flir jeden Primermix in
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asymmetrischen PCRs mit FP/RP-Verhéltnissen von 1:4 und 4:1 (Primerkonzentration
von 400nM: 100nM bzw. 100nM: 400nM) angesetzt und mit dem PCR-Programm aus
Kap. 2.2.1.3.3 (S.35) amplifiziert. Als Template der entsprechenden Viren wurde 1pl des
RNS-Standards in einer Konzentration von 10° Molekulen/ul verwendet. In der
Gelelektrophorese wurden die Produkte auf 2%igem Agarosegel aufgetrennt und das
effizientere Mischverhaltnis zur Amplifikation der viralen RNS bestimmt.

Abb. 3.6 zeigt die Ergebnisse der Multiplex-RT-PCR auf dem Agarosegel von Primermix 1.
Sowohl beim FP/RP-Verhaltnis 1:4 als auch beim FP/RP-Verhéltnis 4:1 lieRen sich die
Banden bei spezifischer GroRe erkennen: RVFV 128 bp, CCHFV 172 bp und MARV 88 bp.
Beim FP/RP-Verhaltnis von 4:1 erscheinen die Banden in diesem Mix jedoch starker. Aus
diesem Grund wurde in der Multiplex-PCR fiir den CBA der vorliegenden Arbeit das 4:1-
Primer-Verhaltnis fir Mix 1 angewendet.

Auch beim Primermix 2 (Abb. 3.7) traten die spezifischen Banden (EBOVZ 91 bp, EBOVS
89 bp, YFV 94 bp und DENV 87 bp) auf. Das FP/RP-Verhalt 1:4 fihrt in diesem Primermix
zu wesentlich deutlicheren Banden. Somit wurde fiir die Multiplex-PCR von Mix 2 das
1:4-Primer-Verhaltnis ausgewahlt.

Um die Multiplex-PCR fir den Primermix 3 auszutesten wurde die RNS der LASV-Stamme
AV und CSF vom Bernhard-Nocht-Institut verwendet. Dabei lieBen sich nur im FP/RP-
Verhaltnis 1:4 die spezifischen Banden (LASV-AV 127 bp, LASV-CSF 136 bp) abbilden (s.
Abb. 3.8), sodass die Multiplex-PCR von Mix 3 in der vorliegenden Arbeit mit einem 1:4-
Primer-Verhaltnis durchgefiihrt wurde.

Alle drei Primermischungen wiesen auRer den Banden der spezifischen PCR-Amplifikate
auch Banden unspezifischer Produkte (bei ca. 60-70bp) auf. Zur Entfernung dieser
unspezifischen Produkte in Mix 1 wurde das MinElute-Purifikation-Kit von QIAGEN

verwendet (Kap. 2.2.2.1, 5.42).
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Abb. 3.6: Vergleich der asymmetrischen Multiplex-RT-PCR fiir Primermix 1 (RVFV, CCHFV, MARV), die
asymmetrische Multiplex-RT-PCR mit einem FP/RP-Verhaltnis von 4:1 erwies sich bei Primermix
1 als sensitiver. Es wurden pro Spur 10 ul PCR-Probe bzw. 5 pl DNA-Ladder (GroBe 10-300 bp
bzw. 100-3000 bp) auf 2%iges Agarosegel aufgetragen. Als Template der entsprechenden Viren
wurde 1l des RNS-Standards in einer Konzentration von 10° Molekiilen/ul verwendet.
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Abb. 3.7: Vergleich der asymmetrischen Multiplex-RT-PCR fiir Primermix 2 (EBOVZ, EBOVS, YFV), die
asymmetrische Mutiplex-RT-PCR mit einem FP/RP-Verhiltnis von 1:4 erwies sich als sensitiver
bei Primermix 2. Es wurden pro Spur 10 pl PCR-Probe bzw. 5 pl DNA-Ladder (GréRe 10-300 bp
bzw. 100-3000 bp) auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen. Als Template der entsprechenden
Viren wurde 1pl des RNS-Standards in einer Konzentration von 10° Molekiilen/pl verwendet.
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Abb. 3.8: Vergleich der asymmetrischen Multiplex-RT-PCR fiir Primermix 3 (LASV), die asymmetrische
Mutiplex-RT-PCR mit einem FP/RP-Verhiltnis von 1:4 erwies sich als sensitiver bei Primermix 3.
In diesem FP/RP-Verhiltnis trat zusatzlich in der LASV-AV-Probe eine unspezifische Bande bei
300bp auf. Es wurden pro Spur 10 pl PCR-Probe bzw. 5 ul DNA-Ladder (GroRe 10-300 bp bzw.
100-3000 bp) auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen. Als Template der entsprechenden Viren
wurde 1pl des RNS-Standards in einer Konzentration von 10° Molekiilen/ul verwendet.

3.1.5 Aufreinigung der PCR-Produkte mit dem MinElute-Purifikation-Kit

Zur Isolierung spezifischer PCR-Produkte wurden die PCR-Proben nach der Multiplex-RT-
PCR mit dem MinElute-Purifikation-Kit (QIAGEN) aufgereinigt. Durch den
Reinigungsvorgang wurden alle Nukleinsauren, die <70bp bzw. > 4kb waren und alle
Proteine aus der Probe entfernt. Erganzend zum Herstellerprotokoll wurde wahrend der
Reinigung mit dem MinElute-Purification-Kit vor dem Bindungsschritt ein zusatzlicher
Waschschritt mit 750ul Guanidiniumhydrochlorid (35%) durchgefiihrt, um Primerdimere,
die >20bp waren, effizienter zu entfernen (s.Kap. 2.2.2.1, S.42).

Es zeigte sich, dass eine erfolgreiche Hybridisierung der PCR-Produkte aus Mix 1 an die
bead-gekoppelten Oligonukleotidsonden erst nach der Aufreinigung mit dem MinElute-
Purifikation-Kit moglich war. Bei Mix 2 und Mix 3 lief sich bei der
Hybridisierungsreaktion kein Unterschied zu den unbereinigten PCR-Produkten
erkennen. Deshalb wurde die Aufreinigung durch das MinElute-Purification-Kit in der
vorliegenden Arbeit nur fir Mix 1 durchgefihrt.

In Abb. 3.9 wird der Vergleich der PCR-Produkte mit und ohne Aufreinigung durch das

MinElute-Purifikation-Kit dargestellt. Dabei zeigt sich deutlich, dass durch die
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Aufreinigung alle unspezifischen PCR-Produkte entfernt werden konnten. Bei den
Proben, die Uber MinElute-Purifikation aufgereinigt wurden, lassen sich lediglich die
spezifischen Banden der spezifischen Produkte erkennen, allerdings in geringerer

Konzentration.

1200

Abb. 3.9: Vergleich der PCR-Produkte fiir Primermix 1 mit und ohne Aufreinigung mit MinElute-
Purifikation-Kit, in den Proben, die mit MinElute-Purifikation gereiningt wurden, lassen sich nur
noch die Banden der spezifischen PCR-Produkte erkennen, es wurden pro Spur 10 pl PCR-Probe
bzw. 5 pl DNA-Ladder (GréRe 10-300 bp bzw. 100-3000 bp) auf ein 2%iges Agarosegel
aufgetragen.

3.2 Kopplung der Sonde an Beads

Um die biotinylierten PCR-Produkte an die Beads binden zu kdnnen, mussten zuvor
aminierte Oligonukleotidsonden an die carboxylierten Kugeln gekoppelt werden. Durch
Hybridisierung an diese immobilisierten Oligonukleotidsonden wurde anschliefend die
Bindung der PCR-Produkte an die Beads ermdglicht.

Die Kopplungsreaktion erfolgte lber eine Carbodiimid-Reaktion, in der die funktionellen
Carbonsauregruppen der Beads durch den Kreuzvernetzer EDAC aktiviert wurden und
daraufhin eine kovalente Bindung mit den freien Aminogruppen der aminierten DNS-
Sonden eingingen (s. Kap.2.2.2.2, S.43).

Fir sechs der zu untersuchenden HFV (RVFV, CCHFV, MARV, EBOVZ, EBOVS, DENV)

wurde die Sequenz der TagMan-Sonden synthetisiert und als Sonde an die Beads
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gekoppelt (Lange 25-35nt). Bei YFV und LASV wurden kurze locked-nucleic-acid (LNA)-
Sonde synthetisiert, die aufgrund ihrer LNA-Basen eine erhohte Ty besitzen (Lange 4-
22nt) (Weidmann et al. 2010).

Die Sonden der einzelnen HFV-Nachweise wurden an verschiedene BPs mit
unterschiedlichen Mischungsverhéltnissen der Fluoreszenzfarbstoffen (APC, APC-Cy7)
gekoppelt um die einzelnen Populationen und die daran gekoppelten Sonden im
Durchflusszytometer voneinander zu unterscheiden. Fiir die Kopplungsreaktion von 1,25
x 10° Beads (s. Kap.2.2.2.2, S.43) wurde eine Sondenmenge von je 400 pmol eingesetzt.
Dabei wurden die einzelnen BPs so aufeinander abgestimmt, dass sich die
Emissionspektren ihrer Fluoreszenzfarbstoffe (APC, APC-Cy7) in den drei Mixen nicht

Uberschnitten. Insgesamt wurden 13 verschiedene Oligonukleotidsonden synthetisiert.

Tab. 3.1: Eingesetzte Oligonukleotidsonden und zugehorige Beadpopulationen
Name der Name der Name der
Sonde BP Sonde BP Sonde BP
MIX1 RVFV Nr. 1 MIX2 EBOVZ Nr. 8 MIX3  LASV-LNA1 Nr. 3
CCSMW-TM  Nr. 6 EBOVS Nr. 23 LASV-LNA2 Nr. 15
MARV Nr. 36 YFV Nr.50 LASV-LNA3 Nr. 29
DENV Nr. 44 LASV-LNA 4  Nr. 32
LASV-LNA5 Nr.40
Kon- CCHF-Cy3 Nr.17
trolle

o -
25 * BP von Mix 1
3| ®epvonMix2
4| ®BPvonMix3
vc_.
< =3
~ o
- .
L') -
O 7
% "o
o~
a2
ql llllll[ 1 1 lllllll | T lllllll T 1 Illllll L}
10° 10° 10* 10
APC-A

Abb. 3.10: Darstellung eines Dot-Plot-Diagramms, in dem die Verteilung der Beadpopulationen (BP) von
Mix 1, 2, und 3 abhdngig vom internen Mischverhaltnis der Fluoreszenzfarbstoffe APC und APC-
Cy7 abgebildet wird. Die BPs wurden fir jeden Mix so aufeinander abgestimmt, dass
Uberschneidungen bei den Emissionsmaxima der Farbstoffe APC und APC-Cy7 vermieden
wurden.
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Zur Uberpriifung der Kopplung wurde in einem Parallelansatz eine CCHFV-
Oligonukleotidsonde eingesetzt, die mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 markiert war.
Durch wiederholtes Mitfiilhren dieser Kontrolle mit Cy3-markierter Sonde bei den
Versuchen konnte die Effizienz der Kopplungen tberwacht und miteinander verglichen
werden (s. Kap 3.2.1, S.59).

Nach der Kopplung erfolgte die Analyse der Fluoreszenzintensitdit des Cy3-
Fluoreszenzfarbstoffes am Durchflusszytometer. Das Emissionsmaximum dieses
Fluoreszenzfarbstoffes (Cy3) liegt mit 575 nm dicht am Emissionsmaximum von PE
(Phycoerythrin), das bei 585 nm emittiert und konnte deswegen im PE-Fluoreszenzkanal
des FACS Canto™ Il detektiert und mit der FACS-Diva-Software analysiert werden.

Fir die Kopplungskontrolle wurden in einem ersten Experiment 400 pmol der Cy3-
markierten CCHFV-Sonde an 1,25 x 10° Beads der BP Nr. 17 mithilfe von EDAC gekoppelt
(s. Kap.2.2.2.2, S.43) und im Anschluss an die Kopplung im FACS analysiert. Zum
Vergleich wurde eine Negativprobe mitgefiihrt, die Beads derselben Population (BP
Nr.17) und, anstelle der Cy3-markierten Sonde, H,O enthielt. Die Probe mit der Cy3-
markierten Sonde wies eine deutlich hoheres Fluoreszenzsignal im PE-Kanal (MFI-PE:
27.437) auf als die Negativkontrollprobe (MFI-PE: 331). Dieses Ergebnis (MFI-PE 82,9x

hoher als NK) beweist eine erfolgreiche Kopplung der Oligonukleotidsonde an die Beads.
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MFI-PE
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BP 17-CCHFV-Cy3-Sonde BP 17 + NK

Abb. 3.11:Qualitative Kontrolle der Kopplung mit einer Cy3-markierten CCHFV-Sonde: Vergleich der
Fluoreszenzsignale der an die BP Nr. 17 gekoppelten Cy3-markierten Sonde (MFI-PE: 27.437) mit
der Negativkontrolle (MFI-PE:331).
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3.2.1 Reproduzierbarkeit der Kopplung

Um die Reliabilitdt und Reproduzierbarkeit der Kopplung zu tberpriifen, wurde zu jeder
Versuchsreihe eine Kopplungskontrolle parallel mit einer Cy3-markierten Sonde
durchgefiihrt. Eine direkte Kontrolle der Kopplungsreaktion der Oligonukleotidsonde an
die carboxylierten Kugeln war nicht moglich (s. Kap 3.2).

Der Mittelwert der Fluoreszenzsignale der Cy3-markierten Sonden lag bei MFI-PE:
27.502 + 3762 (s. Abb. 3.2Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden..). Der
Maximalwert (MFI-PE: 39.480) wurde bei der Kopplungskontrolle vom 17.06.09
ermittelt. Durch die mehrfache Uberpriifung der Kopplung konnte ein hoher Grad an

Reproduzierbarkeit fiir die Kopplungsreaktion nachgewiesen werden.
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Abb. 3.12:Effizienzkontrolle der Kopplung mit einer Cy3-markierten CCFHV-Sonde, ein Vergleich der MFI-
PE-Signale der fluoreszenzmarkierten Cy3-Sonde von verschiedenen Versuchsreihen

3.3 Hybridisierung an bead-gekoppelte Sonden und Detektion

Im Anschluss an die erfolgreiche kovalente Kopplung der Oligonukleotidsonden an die
Beads konnten die PCR-Amplifikate an die gekoppelten Oligonukleotidsonden
hybridisiert werden.

Fiir diese Hybrdisierungsreaktionen wurden je 5ul der PCR-Amplifikate (1:2 mit Tris-
EDTA, pH 8,0, verdiinnt) bei 96°C fir 5 min denaturiert und danach sofort auf Eis
gekiihlt um eine Renaturierung zu verhindern. Die PCR-Produkte wurden im Anschluss
fir eine Stunde bei 60°C mit 5 ul der gekoppelten Beads inkubiert. Der qualitative
Nachweis der Hybridiserung erfolgte durch die Bindung von 10upg/ml SARPE

(Streptavidin-R-Phycoerythrin) an die biotinylierten PCR-Produkte. Individuelle Proben
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wurden zuerst im Uniplex-Hybridisierungsverfahren untersucht (s. Kap. 3.3.2, S.63).
Dann erfolgte die Analyse der einzelnen Mixe (Mix 1-3) im Multiplex-
Hybridisierungsverfahren (s. Kap. 3.3.3, S.65).

Die Sensitivitat des CBAs wurde im Uniplex- und Multiplex-Hybridisierungsverfahren
ermittelt und miteinander verglichen (s. Kap. 3.3.4, S.70 und Kap. 3.3.5, S.73). Im
Anschluss erfolgte eine statistische Analyse der Ergebnisse und die Entwicklung einer
Methode zur Grenzwertbestimmung (s. Kap. 3.3.6, S.76). Um die Spezifitdt zu
Uberprifen wurden die Mixe 1, 2, 3 schlieBlich auf Kreuzreaktivitdt getestet (s. Kap.

3.3.7,5.80).

3.3.1 Optimierung der Hybridisierungsbedingungen

Zur Verbesserung der Sensitivitat und Spezifitat der Hybridisierungsreaktion wurden
wahrend der experimentellen Versuchsreihen verschiedene Parameter optimiert: die
Hybridisierungstemperatur (s. Kap. 3.3.1.1), die Lagerungstemperatur, die
Lagerungsdauer (s. Kap. 3.3.1.2, S.61) und die Hybridisierungspuffer (s. Kap. 3.3.1.3,
5.62).

3.3.1.1 Optimierung der Hybridisierungstemperatur

Um die PCR-Amplifikate an die Oligonukleotidsonden hybridisieren zu kénnen, musste
die optimale Hybridisierungstemperatur gewahlt werden. Da die Hybridisierung im
Multiplex-System aus Mischungen mit bis zu vier BPs erfolgen sollte, musste die
Hybridisierungstemperatur den Bedingungen aller beteiligten Oligonulkleotide
entsprechen. Auf Zusdtze wie apolares Formamid 20% oder DMSO sollte in dem
Multiplex-System verzichtet werden. Eine Zugabe weiterer Substanzen hatte das
komplexe Multiplex-System komplizierter gemacht und damit die Uberfiihrung in die
Routinediagnostik erschwert.

Bei der Betrachtung der Schmelztemperaturen der Oligonukleotidsonden (s. Tab. 2.8,
S.29) wurde deutlich, dass Temperaturen >61°C die Hybridisierung der spezifischen PCR-
Amplifikate an die Sonden verhinderten. Dem gegenliber bestand die Gefahr, dass

Temperaturen <60°C die Wahrscheinlichkeit falsch-positiver Hybridisierungen erhéhen.
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Folgende Hybridisierungstemperaturen wurden getestet: 55°C, 57°C, 60°C, 65°C. Bei
einer Temperatur von 60°C wurde eine optimale Hybridisierung der PCR-Produkte aller
Viren an die Sonden erzielt, die ausreichend hohe MFI-PE-Werte erreicht und

unspezifische Bindungen durch Hybridisierung minimiert.

3.3.1.2 Bedeutung der Lagerungsbedingungen der Beads fiir die Hybridisierung
Um den Einfluss der Lagerungstemperatur auf die Sensitivitat des CBAs zu bestimmen,
wurden PCR-Produkte von DENV in unterschiedlichen Konzentrationen (10’-10
Molekule/ul) an Beads hybridisiert, die unter unterschiedlichen Bedingungen gelagert
wurden: eine Versuchsreihe wurde nach der Kopplung mit Oligonukleotidsonden (iber
Nacht bei -20°C gelagert und erst am folgenden Tag fand die Hybridisierung an die PCR-
Amplifikate statt. Eine weitere Versuchsreihe wurde direkt im Anschluss an die Kopplung
zur Hybridisierung weiterverwendet.
Die erzielten Fluoreszenzintensitaten der verschiedenen Ansdtze wurden am FACS
Canto™ Il verglichen. Im Liniendiagramm (s. Abb. 3.13.) in Fehler! Verweisquelle konnte
nicht gefunden werden. sind die MFI-PE-Werte dargestellt. Es wird deutlich, dass die
Fluoreszenzintesitdaten bei Lagerung der gekoppelten Beads liber Nacht bei -20°C (MFI-
PE: 50913) im Vergleich zu Proben, die direkt nach der Kopplung zur Hybridisierung
verwendet wurden (MFI-PE: 14654), auf das 3,5-Fache erhoht ist.
60000
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Lagerung bei -20°C Uber Nacht

keine Lagerung, direkt gekoppelt

Abb.3.13: Uniplex-Sensitivititmessung von DENV bei unterschiedlichen Lagerungsbedingungen: Bei
Sensitivitditsmessung 1 (blau) wurden die Beads (iber Nacht bei -20°C nach der
Kopplungsreaktion gelagert, bei Sensitivititsmessung 2 (rot) wurden die Beads direkt im
Anschluss an die Kopplung zur Hybridisierung verwendet.
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3.3.1.3 Notwendigkeit des BSA-Puffers

Um unspezifische MFI-PE-Signale bei der Hybridisierungsreaktion zu vermeiden, mussten
die freien Carboxylgruppen der Beads abgesattigt sein. Da durch die
Oligonukleotidsonden in dem vorausgehenden Kopplungsschritt die Carboxylgruppen
der Beads nicht vollstandig besetzt wurden, war es notig diese freien, zum Teil noch
durch das EDAC aktivierten COOH-Gruppen durch die Zugabe eines Blockierungspuffers
abzusattigen, damit diese COOH-Gruppen nicht unspezifisch mit dem Reporter
Streptavidin-Phycoerythrin reagierten. Bovines Serumalbumin (BSA) und Difco™ Skim
Milk (SM) sind Blockpuffer, die mit ihren Amin-Gruppen kovalente Peptidbindungen mit
Carbxoylgruppen ausbilden kénnen und somit eine stabilisierende Wirkung erzielen. Es
wurden zwei verschiedenen Blockpuffer getestet: 10% BSA (in 0,02% Tween) und 10%
SM (in 0,02% Tween). Die Beads wurden ohne gekoppelte Sonden nach der Methode,
die in Kap. 2.2.2.2 (S.43) beschrieben ist, bei 60°C erhitzt und in 100 ul SARPE, das zuvor
in 0,02% Tween 20 in FACS-Flow (10 pg/ml) verdiinnt wurde, inkubiert. Statt der PCR-
Amplifikate wurden 5ul H,O hinzugegeben. Insgesamt wurden in drei Durchlaufen
jeweils zwei Proben angesetzt: 1) Beadpopulation (BP) mit H,O und 50ul 10% BSA (in
Tween 20) und 2) BP mit H,0 und 50ul 10% SM (in Tween 20). Als Vergleich diente 3) die
Negativkontrolle mit BP und H,0 anstelle von Blockpuffer.

Die Ansatze, die einen Blockpuffer (BSA oder SM) enthielten, zeigten nur schwache
Fluoreszenzsignale (Abb. 3.14). Bei der Kontrollprobe ohne Blockpuffer hingegen wurde
im Vergleich zu der Probe mit BP+H,0+BSA ein 49,11-fach starkeres und im Vergleich zu
den Proben mit BP+H,0+SM ein 62,08-fach stdrkeres MFI-PE-Signal gemessen. Somit
konnte demonstriert werden, dass durch die Zugabe von Blockpuffer hohe
Fluoreszenzsignale durch unspezifische Bindungen des SARPE an die Beads verhindert
werden konnten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde fiir die Blockierung der freien Carboxylgruppen der BSA-
Puffer ausgewahlt, da SM als Proteingemisch in verschiedenen Produktionsreihen starke
Variationen in seiner Zusammensetzung aufweist, wahrend BSA nur reines bovines

Serum enthalt.
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Abb. 3.14: Notwendigkeit des Blockpuffers. Pro Probe wurden 1000 Beads im FACS Canto™II analysiert,
jede Probe enthielt jeweils 5ul ungekoppelte Beads (1:2 mit Tris-EDTA, pH 8,0, verdiinnt) mit 5pl
H,O und 50ul Blockpuffer (Bovines Serumalbumin, BSA/ Difco™ SkimMilk, SM), die
Negativkontrolle enthielt lediglich 5ul ungekoppelte Beads und 5ul H,O (n=3). Die Messung
erfolgte nach Inkubation in in 100 ul SARPE, das zuvor in 0,02% Tween 20 in FACS-Flow (10
pg/ml) verdiinnt wurde

3.3.2 Qualitativer Beweis im Uniplex-Hybridisierungsverfahren

Flir den qualitativen Nachweis des Hybridisierungsverfahrens wurden die biotinylierten
PCR-Amplifikate im Uniplex-System an Beads hybridisiert.

Fiir jedes Virus wurden drei Ansdtze zusammengestellt: (1) eine Probe mit einem PCR-
Amplifikat der spezifischen Virus-RNS, (2) eine Probe mit einem PCR-Amplifikat einer
unspezifischen Virus-RNS und (3) die Negativkontrolle (NK) mit negativem Humanserum.
Die Ansatze wurden, wie in Kap. 2.2.2.3 (S.44) beschrieben, bei 60°C fur eine Stunde
hybridisiert. Im Anschluss wurden die Ansatze mit einem SARPE inkubiert und am FACS
Canto™ Il gemessen. Es wurden jeweils 1000 Beads pro Probe gezihlt und ausgewertet.

Abb. 3.15 zeigt ein Sdulendiagramm der MFI-PE fiir die Proben von sieben HFV aus Mix
1 und Mix 2. Fir Mix 3 ware eine Hybridisierung im Uniplex-System nur wenig
aussagekraftig gewesen, da das LASV aufgrund seiner genetischen Variabilitdt nur im
Multiplex-System zuverlassig nachgewiesen werden kann. Aus diesem Grund wurde auf
eine Uniplex-Hybridisierung in Mix 3 verzichtet. Der Ansatz mit der spezifischen Virus-
RNS erzielte jeweils eine deutlich hohere Fluoreszenzintensitat als die Negativkontrollen

und die Ansatze mit der unspezifischen viralen RNS. Da die absoluten MFI-PE-Werte der
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Viren sich im Intra-Assay-Vergleich stark unterschieden, konnte eine Aussage nur in
Relation zur NK getroffen werden.

Die Ansatze fur RVFV, CCHFV, MARYV, erreichten eine respektive MFI-PE von 7.428, 768,
5.519 in der hybridisierten Probe, dh. die spezifische Probe erreichte 30,2-fach (RVFV),
13,3-fach (CCHFV) und 20,4-fach (MARV) hohere Werte als die Kontrollprobe.

Fir die Viren aus Mix 2 ergaben sich ebenfalls wesentlich hohere MFI-PE in den
spezifischen Proben als in der NK: EBOVZ-MFI-PE: 1.403 (9,5-fach), EBOVS-MFI-PE: 1.484
(6,3-fach), YFV-MFI-PE: 3.388 (33,5-fach) und DENV-MFI-PE: 5.569 (43,9-fach).

Fiir die Uniplex-Hybridisierungen mit unspezifischen Viren wurde jeweils die Ziel-RNS
eines anderen Virus, der zum selben Mix wie das spezifische Virus gehorte, verwendet.
Es traten keine Hinweise auf Kreuzreaktionen auf. Die Fluoreszenzintensititen der
unspezifischen viralen RNS glichen den Fluoreszenzintensititen der NK. Damit ist ein

erfolgreicher Nachweis der spezifischen Uniplex-Hybridisierung gelungen.
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Abb. 3.15: Uniplex-Hybridisierungsverfahren. Pro Virus wurden drei Ansatze getestet: (1) Probe mit PCR-
Amplifikaten der spezifischen Virus-RNS, (2) Probe mit PCR-Amplifikaten einer unspezifischen
Virus-RNS, (3) NK mit negativem Humanserum. Nach Inkubation mit dem Reporter-Farbstoff-
Konjugat SARPE konnte eine spezifische Hybridisierung an die Beads detektiert werden. Pro
Ansatz wurden 1000 Beads zytometrisch gemessen.

3.3.3 Qualitativer Beweis im Multiplex-Hybridisierungsverfahren

Nachdem der CBA fiir die sieben HFV erfolgreich im Uniplex-Hybridisierungsverfahren
angewendet wurde, sollte das Multiplex-Hybridisierungsverfahren zur simultanen
Analyse mehrerer BPs und der daran hybridisierten PCR-Amplifikate in einem Ansatz

getestet werden. Die Zusammenstellung der drei Multiplex-Mixe wurden durch gRT-PCR



3 Ergebnisse 66

aufeinander abgestimmt und auf Dimerbildung untersucht (s. Kap 3.1.2, S.48). Die
Kopplung der spezifischen Oligonukleotidsonden an unterschiedliche BPs wurde fiir die
drei Multiplex-Mixe abhadngig von den Emissionsmaxima der unterschiedlichen BPs
bestimmt und nach dem Protokoll aus Kap. 3.2. (S. 56) durchgefiihrt.

Jeder Ansatz des Multiplex-Systems enthielt je 5ul aller BPs des jeweiligen Mixes, die an
spezifische Oligonukleotidsonden gekoppelt waren, und wurde mit je 5ul eines
biotinylierten PCR-Amplifikats aus dem Spektrum des entsprechenden Multiplex-Mixes
(1:2 mit Tris-EDTA, pH 8,0, verdiinnt) getestet. Als NK wurde, wie im Uniplex-System,
negatives Humanserum anstelle der PCR-Amplifikate verwendet.

Die Hybridisierung erfolgte nach der gleichen Methode wie im Uniplex-
Hybridisierungsverfahren bei 60°C und nachfolgender Inkubation mit SARPE (s. Kap
3.3.2,5.63).

Die Ergebnisse der Auswertung am FACS Canto™ Il wurden in Abb. 3.16 und Abb.3.17
dargestellt. Da Mix 1 aus drei verschiedene BP fiir drei Viren (RVFV, CCHFV, MARV)
bestand, wurden insgesamt 3000 Beads ausgewertet (1000 Beads/Population). In Abb.
3.16 waren die wesentlich hoheren Fluoreszenzsignale der spezifischen Sonden
offensichtlich. Bei der Analyse wurden die Ergebnisse der spezifischen Sonden im
Verhaltnis zum Mittelwert der Negativkontrollen (MFI-PE: 85,2) gesetzt. So ergeben sich
fur RVFV 33,9-fach, fiir CCHFV 9-fach und fiir MARV 26,1-fach hohere Fluoreszenzen als
fir die negativen Kontrollproben. Die unspezifischen Sonden erreichten MFI-PE-Werte,
die wesentlich niedriger waren und nicht lber den 3-fachen Wert der Negativkontrollen
reichten.

Da Mix 2 aus vier verschiedenen BPs fiir vier Viren (EBOVZ, EBOVS, YFV, DENV) bestand,
wurden insgesamt 4000 Beads am FACS Canto'™ Il ausgewertet. Bei dem Multiplex-
Hybridisierungsverfahren von Mix 2 wurde ein Mittelwert fir die MFI-PE der
Negativkontrollen von 136 ermittelt. Die spezifischen Sonden zeigten auch in diesem Mix
vergleichsweise hohe Fluoreszenzen: EBOVZ 54,7-fach, EBOVS 22,5-fach, YFV 13-fach
und DENV 29,8-fach erhohte MFI-PE. Die erzielten Fluoreszenzwerte der unspezifischen
Sonden erreichten maximal eine 1,8-fache MFI-PE im Vergleich zu den negativen

Kontrollproben.
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Diese Ergebnisse zeigten, dass die Hybridisierungsreaktion zusatzlich zum Uniplex-
System (s. Kap. 3.3.2, S.63) auch im Multiplex-System erfolgreich umgesetzt werden
konnte.

Auffallig war, dass BP8-EBOVZ im Ansatz mit dem EBOVS-Amplifikat eine 8,6-fach MFI-PE
im Vergleich zur NK erreichte. Dies lieR auf eine eventuelle Kreuzreaktion zwischen der

EBOVZ-Sonde und dem RNS-Standard von EBOVS schliel3en.

Multiplex Hybridisierungsverfahren Mix1
3500
3000
2500
& 2000 -
S 1500 -
1000 -
500 -
0 A _ | B
RVFV CCHFV MARV NK
M BP1-RVFV-Sonde ¥ BP6-CCSMW-Sonde BP36-MARV-Sonde
MFI-PE RVFV CCHFV MARV NK
BP1-RVFV-Sonde 2892 170 250 125
BP6-CCSMW-Sonde 58 769 259 47
BP36-MARV-Sonde 84 84 2226 84

Abb. 3.16:Multiplex-Hybridisierungsverfahren mit den BPs von Mix 1. Pro Probe wurden 3000 Beads
zytometrisch gemessen, jede Probe enthielt jeweils 5ul gekoppelte Beads von BP1-RVFV-Sonde,
BP6-CCSMW-TM-Sonde und BP36-MARV-Sonde) und je ein biotinyliertes PCR-Amplifikat aus der
Multiplex-RT-PCR von Mix 1 (RVFV 10° Kopien/ul, CCHF 10° Kopien/pl, MARV 10°Kopien/pl).
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Multiplex-Hybridisierungsverfahren Mix 2
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MFI-PE EBOVZ EBOVS YFV DENV NK

BP8-EBOVZ-Sonde 7444 1174 189 248 141
BP23-EBOVS-Sonde 203 3061 213 244 161
BP44-DENV-Sonde 171 194 176 4049 149
BP50-YFV-Sonde 103 103 1766 133 95

Abb.3.17: Multiplex-Hybridisierungsverfahren mit den BPs von Mix 2. Pro Probe wurden 4000 Beads
zytometrisch gemessen, jede Probe enthielt jeweils 5 pl gekoppelte Beads von BP6-EBOVZ,
BP23-EBOVS, BP44-DENV und BP50-YFV und 5ul eines biotinylierten PCR-Amplifikates aus der
Multiplex-RT-PCR von Mix 2 (EBOVZ 10° Kopien/pl, EBOVS 10° Kopien/ul, YFV 10° Kopien/ul,
DENV 10° Kopien/ul).

Im Mix 3 sollte das LASV im CBA detektiert werden. Aufgrund der genetischen
Variabilitdt dieses Virus wurden finf verschiedene Oligonukleotidsonden in einem
Multiplex-Hybridisierungsverfahren kombiniert, um das gesamte Spektrum der
Variabilitat der LASV-Stamme erfassen zu kénnen. Aus diesem Grund wurde auch kein
Uniplex-Hybridisierungsverfahren fiar LASV durchgefihrt (s. Kap. 3.3.2, S.63).
Hybridisierungsversuche mit den einzelnen LASV-Sonden hatten nur geringe
Aussagekraft gehabt.

Reprasentativ flr die Variationsbreite der LASV wurden die fiinf LASV-LNA-Sonden in
Multiplex-Hybridisierungen mit der genomischen RNS der LASV-Stamme LASV JOS, LASV
LANT, LASV AV, LASV CSF getestet. Bei der Detektion am FACS Canto™ Il wurden jeweils

4000 Beads pro Probe ausgewertet.
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Abb.3.18 zeigt ein Sdulendiagramm mit den Ergebnissen dieses Multiplex-
Hybridisierungslaufes von Mix 3. Wie erwartet weist LASV-LNA-Sondel bei Zugabe von
LASV-JOS sehr hohe MFI-PE (62-fache MFI-PE der NK: 101,8) auf. Die Sonde ist zur
spezifischen Detektion der Sequenz des L-Segmentes des Josiah-Virus entwickelt
worden. Die gleiche Sonde zeigt auch bei LASV-LANT dhnlich hohe MFI-PE-Signale (33-
fach). Die Fluoreszenzsignale der librigen LASV-Sonden sind vergleichsweise schwach
(MFI-PE: 112-254). Obwohl sich die Zielregionen der LASV-LNA-Sonde5 auf dem L-
Segment des Lassa AV-Stammes befand, lassen sich nur schwache Fluoreszenzsignale in
den Proben mit AV und AV1 messen, die vergleichbar mit den MFI-PE der
Negativkontrolle (MFI-PE: 80-112) waren. Die LASV-LNA-Sonde2, die zur Detektion des L-
Segmentes des CSF-Stammes synthetisiert worden ist, zeige ebenfalls schwache
Emission (MFI-PE:79) bei der Zugabe von CSF. Auf der anderen Seite ist die Fluoreszenz

der LASV-LNA-Sondel bei CSF dezent erhéht (MFI-PE: 280).

Multiplex-Hybridisierungsverfahren Mix 3

7000
6000
5000 -
4000 -
3000 -
2000 -
1000
0 - —
JOS AV CSF AVl Lib LANT NK

M BP3-LASV-LNA1 M BP15-LASV-LNA2 BP29-LASV-LNA3

MFI-PE

BP32-LASV-LNA4 M BP40-LASV-LNAS

MFI-PE JOS AV CSF AVl Lib LANT NK
BP3-LNA1l-Sonde 6319 180 280 114 112 3377 112
BP15-LNA2-Sonde 254 85 79 71 68 47 80
BP29-LNA3-Sonde 112 143 83 83 86 49 80
BP32-LNA4-Sonde 171 143 119 128 206 49 148
BP40-LNA5-Sonde 119 145 78 82 88 79 89
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Abb.3.18: Multiplex-Hybridisierungsverfahren mit den BPs von Mix 3. Pro Probe wurden 4000 Beads
zytometrisch gemessen, jede Probe enthielt jeweils 5ul gekoppelte Beads der 5 LASV-LNA-
Sonden (BP3-LASV-LNA1, BP15-LASV-LNA2, BP29-LASV-LNA3, LASV-LNA4, BP40-LASV-LNA5) und
ein 5 ul PCR-Amplifikat aus Multiplex-RT-PCRs (1:2 mit Tris-EDTA, pH 8,0, verdiinnt) mit
verschiedenen LASV-Proben (JOS, AV, CSF, AV1, Lib, LANT).

3.3.4 Sensitivititsmessung im Uniplex-Hybridisierungsverfahren

Zur Evaluierung der Sensitivitdit des CBAs wurden Hybridisierungen mit quantitativen
RNS-Standardreihen (10" - 10’ Molekile/pl) durchgefiihrt. Nach der Multiplex-RT-PCR
wurden die PCR-Amplifikate der RNS-Standardreihen wie in Kap. 2.2.2.3 (S5.44)
beschrieben bei 60°C fiir eine Stunde an die Beads hybridisiert. Im Anschluss wurden die
Ansitze mit einem SARPE inkubiert und am FACS Canto™ Il gemessen. Fir jedes Virus
wurden die Ansdtze in dreifacher Ausfihrung (n=3) durchgefiihrt, um die
Reproduzierbarkeit des Verfahrens zu validieren.

Im Punktdiagramm in Abb. 3.19 sind die MFI-PE der einzelnen HFV in Bezug zur
Probenkonzentration aufgetragen. Die Fluoreszenzintensitdt variierte zwischen den
einzelnen Viren zum Teil deutlich. Wahrend EBOVS Maximalwerte bei der Hybridisierung
des 10’-Standards mit MFI-PE von 13.231 erreichte, traten bei CCHFV nur Maximalwerte
bis 503 auf. Die statistische Analyse der Ergebnisse und die Bestimmung der Grenzwerte
zur Detektion einer positiven Probe wurden nach den Methoden fir jedes HFV
individuell errechnet (s. Kap. 3.3.6, S. 76). Dabei wurde ein Grenzwert (LOD = MW (NK) +
6 x SD (NK)) bestimmt und in der Grafik als rote Linie gekennzeichnet. Der polynome
Zusammenhang zwischen den Variablen wurden durch das BestimmtheitsmaR R’
angegeben. Dabei fiel auf, dass die Werte aller HFV, abgesehen von RVFV, ein
vergleichsweise hohes BestimmtheitsmaR von R*>0,93 aufwiesen.

Wie sich aus den SD in der Abb. 3.19 ebenfalls entnehmen ldsst, zeigten die Ergebnisse

einen hohen Grad an Intra-Assay-Reproduzierbarkeit.
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MiIX 2:

EBOVZ R2=0,9394
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DENV R2=0,9634
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Abb. 3.19: Sensitivitditsmessungen im Uniplex-Hybridisierungsverfahren der HFV aus Mix 1 und Mix 2.
Aufgetragen wurden die medianen Fluoreszenzintensitdten von Phycoerythrin (MFI-PE) der
untersuchten Proben (pro Virus: n=3). Das BestimmtheitsmaR R wird durch eine polynomische
Trennlinie definiert. Der Grenzwert (engl: limit of detection, LOD = MW (NK) + 6xSD (NK)) ist
durch die rote Linie gekennzeichnet.

3.3.5 Sensitivitatsmessung im Multiplex-Hybridisierungsverfahren

Ergdnzend zu Sensitivitaitsmessung im Uniplex-System (s. Kap. 3.3.4, S.70) wurde die
Sensitivitat der einzelnen CBA-Nachweisverfahren im Multiplex-
Hybridisierungsverfahren ermittelt. Die Zusammenstellungen fiir die Multiplex-
Hybridisierung entsprachen den Mixen (Mix 1, Mix 2, Mix 3), die bereits in der Multiplex-
RT-PCR (s. Kap. 3.1.2, S5.48) und im Multiplex-Hybridisierungsverfahren (s. Kap. 3.3.3,
S.65) verwendet wurde. Genau wie bei der Uniplex-Sensitivititsmessung wurden die
PCR-Produkte der RNS-Standardreihen (10'-10° Molekile/pl) an die Beads hybridisiert.
Jeder Ansatz enthielt wie bei der Multiplex-Hybridisierung in Kap. 3.3.3 (S.65) auBer 5ul
der BP mit der spezifischen Sonde noch 5ul von den (brigen gekoppelten Sonden des
Mixes. Aullerdem wurden je 5ul PCR-Produkt von der Multiplex-RT-PCR der Standards
(10*- 10’ Molekiile/pl) eines Virus hinzugegeben.

Im Sdulendiagramm in Abb. 3.20 werden die Fluoreszenzsignale der Proben aus Mix 1
dargestellt. Auch im Multiplex-System erreichen die Sonden des Mix 1 vergleichbare
Fluoreszenzintensitaten wie in der Uniplex-Sensitivitdtsmessung: RVFV erzielt MFI-PE-
Hochstwerte bis 2.892, CCHFV ist mit einer maximalen MFI-PE von 769 wieder

vergleichbar niedrig und die MFI-PE-Maximalwerte von MARYV liegen bei 2.370.
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RVFV-Sensitivitat im Multiplex BP1 BP6 BP36
3500 (RVFV) (CCSMW) (MARV)
RVFV 10E6 2892 58 84
RVFV 10E5 1810 55 76
_ a0 - RVFV 10E4 1961 47 72
2 1500 - . RVFV 10E3 1022 54 73
RVFV 10E2 208 53 74
L RVFV 10E1 190 50 76
e e e NK 181 53 79
H BP1-RVFV-Sonde | BP6-CCSMW-Sonde W BP36-MARV-Sonde
CCHFV-Sensitivitdat im Multiplex BP1 BP6 I(3|\I7|26RV
222 (RVFV) (ccsMw) )
CCHFV 10E6 170 769 84
CCHFV 10E5 142 571 73
- CCHFV 10E4 119 243 83
CCHFV 10E3 143 59 78
200 , CCHFV 10E2 100 47 76
‘ | "H"H "H "} CCHFV 10E1 128 55 69
o Tm T oF B By X NK 27 58 153
W BP1-RVFV-Sonde M BP6-CCSMW-Sonde m BP36-MARV-Sonde
MARV-Sensitivitdatim Multiplex (B:\:}FV) (ngSMW) (Bh':igV)
o MARV 10E6 250 59 2226
2000 +—f——H : MARV 10E5 251 58 2370
el | | MARV 10E4 140 61 980
g MARV 10E3 119 55 479
e MARV 10E2 154 59 119
MARV 10E1 130 55 84
, NK 125 47 80
MARV MARV MARV MARV MARV MARV NK
10E6 10E5 10E4 10E3 10€2 10E1
mBP1-RVFV-Sonde ® BP6-CCSMW-Sonde mBP36-MARV-Sonde

Abb. 3.20:Sensitivitaitsmessung im Multiplex-Hybridisierungsverfahren von Mix 1. Aufgetragen wurden
die medianen Fluoreszenzintensitaten von Phycoerythrin (MFI-PE) der untersuchten Proben
(pro Virus: n=1), die Ergnisse der spezifischen Sonde sind jeweils dick gedruckt.

Abb. 3.21 zeigt in einem Saulendiagramm die gemessenen Fluoreszenzsignale der
Proben aus Mix 2. Bei EBOVZ zeigte die Probe mit dem 10°-Standard einen Maximalwert
von MFI-PE: 14.598. Bei EBOVS wurde die héchste MFI-PE (5.182) bei der Probe des 10°-
Standards erreicht und bei YFV erst bei der Probe des 10*-RNS-Standard (MFI-PE: 1.125).

Der Maximalwert in der Sensitivitatsbestimmung beim DENV im Multiplex-System ist
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von der Probe des 10°-Standards mit einer MFI-PE von 8494 erreicht. Die statistische

Analyse und die Berechnung eines Grenzwertes zur Sensitivitatsbestimmung des CBAs

werden in Kap. 3.3.6 beschrieben.

EBOVZ-Sensitivitatim Multiplex BP8 BP23 BPaa — BPS0
(EBOVZ) (EBOVS) (DENV) (YFV)
16000
14606 EBOVZ 10E6 14598 379 93 110
e ] EBOVZ 10E5 10386 324 112 126
% 8000 EBOVZ 10E4 5874 271 96 106
i | EBOVZ 10E3 1704 228 114 109
200 I EBOVZ 10E2 488 233 99 112
EBOVZ EBOVZ EBOVZ EBOVZ EBOVZ EBOVZ NK EBOVZ 10E1 177 225 80 113
10e6 10e5 10e4 10e3 10e2 10el NK 162 158 101 127
M BP8-EBOVZ-Sonde W BP23-EBOVS-Sonde
BP44-DENV-Sonde BP50-YFV-Sonde
BPS BP2 BP44  BPS0
EBOVS-Sensitivitat im Multiplex 3
_ (EBOVZ) (EBOVS) (DENV) (YFV)
o0 EBOVS10E6 1069 3319 112 136
w 4000 EBOVS 10E5 1590 5182 104 122
g 000 EBOVS 10E4 939 3363 104 101
2000
i EBOVS 10E3 290 620 138 135
3 EBOVS 10E2 190 293 115 112
EBOVS EBOVS EBOVS EBOVS EBOVS EBOVS NK EBOVS 10E1 179 234 109 119
10e6 10e5 10e4 10e3 10e2 10el
NK 187 227 98 125
W BPB-EBOVZ-Sonde B BP23-EBOVS-Sonde
W BP44-DENV-Sonde BP50-YFV-Sonde
YFV-Sensitivitat im Multiplex BP8 BP23 BP44  BPSO
- (EBOVZ) (EBOVS) (DENV) (YFV)
1000 YFV10E6 145 136 103 690
g o0 YFV 10E5 235 235 96 947
e YFV10E4 167 156 96 1125
S0 ;| YFV 10E3 147 153 93 916
o B e e B B e YEV10E2 158 148 87 116
YFV YFV YFV YFV YFV YFV NK
10e6 10e5 10e4 10e3 10e2 10el YFV 10E1 144 144 91 125
NK 138 145 93 109
W BP8-EBOVZ-Sonde W BP23-EBOVS-Sonde
BP44-DENV-Sonde BP50-YFV-Sonde
DENV-Sensitivitat im Multiplex BP8 BP23 BP44  BPS0
s (EBOVZ) (EBOVS) (DENV)  (YFV)
8000 | , DENV1OE6 360 353 8494 116
w 8000 | _ DENV 10E5 409 418 7673 103
S ] DENV 10E4 258 292 2734 107
2000 | : : DENV 10E3 202 239 659 135
R i DENV 10E2 167 205 207 105
DENV DENV DENV DENV DENV DENV NK
10e6 10e5 10e4 10e3 10e2 10el DENV 10E1 162 210 87 118
NK 174 210 93 107
W BP8-EBOVZ-Sonde W BP23-EBOVS-Sonde
BP44-DENV-Sonde BP50-YFV-Sonde

Abb. 3.21:Sensitivititsmessung im Multiplex-Hybridisierungsverfahren von Mix 2. Aufgetragen wurden
die medianen Fluoreszenzintensitaten von Phycoerythrin (MFI-PE) der untersuchten Proben
(pro Virus: n=1), die Ergnisse der spezifischen Sonde sind jeweils dick gedruckt.
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3.3.6  Analyse der Ergebnisse und Grenzwertbestimmung

In der vorliegenden Arbeit ist ein nukleinsdure-basierender CBA fiir sieben verschiedene
HFV entwickelt und fir die Verdlinnungsstufen 10*-10° RNS-Molekile/ul getestet
worden. Dabei wurden die Ergebnisse im Uniplex-Hybridisierungsverfahren (s. Kap.
3.3.4, S.70) und im Multiplex-Hybridisierungverfahren (s. Kap. 3.3.5, S.73) ermittelt. Zur
Bestimmung der analytischen Sensitivitat des Verfahrens sollte nun ein Grenzwert (LOD,
engl.: limit of detection) festgelegt werden, der die Mindestfluoreszenzsignale eines
Analyten angab, die sicher von einer negativen Probe unterschieden werden kdnnen.
Aufgrund der starken Inter-Assay-Variation der Fluoreszenzwerte, musste eine Methode
entwickelt werden, die eine Grenzwertbestimmung fir jeden Versuchsdurchgang
individuell ermdoglichte. Da die gemessenen Fluoreszenzen nur in Relation zueinander
aussagekraftig waren, musste auch der Grenzwert in Relation zur Negativkontrolle
interpretiert werden.

Zur Grenzwertbestimmung wurde der Mittelwert (MW) der MFI aller Negativkontrollen
aus den Versuchsdurchlaufen individuell fir jedes Virus errechnet. Dazu wurde jeweils
die sechsfache Standardabweichung (6x SD, engl: standard deviation) der

Negativkontrollen addiert.

Grenzwert (LOD) = MW (NK) + 6x SD

Wenn nur ein einziger Versuchsdurchlauf (n=1) durchgefiihrt wurde, kénnen zur
Bestimmung des MW (NK) auch die Ergebnisse der unspezifischen Proben herangezogen
werden, da sie genauso eine Aussage Uber unspezifisches Hintergrundrauschen geben
wie die NK.

Bei der Bestimmung der Grenzwerte im Uniplex-Hybridisierungsverfahren (aus Kap.

3.3.4), n=3, ergaben sich fir die sieben HFV folgende Grenzwerte:
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Tab. 3.2: Grenzwerte (LOD) der Viren aus Mix 1 und Mix 2

MIX 1 MIX 2
Name des Grenzwert | Name des Grenzwert
Sonde (LOD) Sonde (LOD)
RVFV 313 | EBOVZ 2411
CCSSMW 74 | EBOVS 10470
MARV 500 | YRV 910
DENV 289

Bei der Anwendung dieser Grenzwerte im Uniplex-System sollte die Sensitivitat
demnach als die Mindestkonzentration definiert sein, die eine MFI-PE oberhalb des

Grenzwertes aufwies:

Tab. 3.3: Sensitivitat der Hybridisierungsreaktionen im Uniplex-System

MIX 1 MiX 2

RVFV CCHFV MARV | EBOVZ EBOVS YFV DENV

10! 10! 10* 10° 10° 10! 10!

Bei CCHFV gestaltete sich die Auswertung des Grenzwertes als schwierig, da eine NK
auBergewohnlich hohe MFI-PE besall und deshalb als ,AusreiRer” definiert werden
musste und aus der Analyse herausgenommen wurde. Die Bestimmung des Grenzwertes
wurde deshalb nur mit den Ergebnissen der NK1 durchgefiihrt. Auf die gleiche Weise
mussten auch die Ergebnisse von EBOVS ausgewertet werden, da auch hier die NK2
unerklarlich hohe Werte zeigte. Die Sensitivitat, die anhand der Ergebnisse von NK1
errechnet wurde, lag bei einer Konzentration von 10°.

Das Verfahren zur Grenzwertbestimmung wurde auf dieselbe Weise auch fiir das
Multiplex-Hybridisierungsverfahren angewendet. Die dabei verwendeten Ergebnisse
stammten aus der Versuchsreihe zur Multiplex-Sensitivitdtsbestimmung in Kap. 3.3.5

(S.73) (n=1):

Tab. 3.4: Sensitivitat der Hybridisierungsreaktionen im Multiplex-System

MIX 1 MiIX 2

RVFV CCHFV MARV | EBOVZ EBOVS YFV DENV

10° 10° 10° 10° 10° 10° 10°
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Bei Mix 1 scheint MARV in der Multiplex-Hybridisierung (10°) bessere Sensitivititen zu
erreichen als in der Uniplex-Hybridisierung (10*). RVFV und CCHFV erreicht eine
schlechtere Sensitivitat in der Multiplex-Hybridisierung.

In Mix 2 weisen YFV und DENV eine leichte Verschlechterung der Sensitivitat auf, EBOVZ
und EBOVS, bleiben mit einer Sensitivitit von 10° bzw. 10% unverandert.

Zur Bestimmung der statistischen Signifikanz der ermittelten LOD-Werte wurde der p-
Wert mithilfe des Students-t-Tests bestimmt. Mithilfe des p-Wertes konnte mit einer
Wahrscheinlichkeit, die kleiner als 5% (<0,05) ist, ausgeschlossen werden, dass der

gemessene Unterschied zwischen einer positiven Probe und der NK nur auf Zufall

beruht.
Tab. 3.5: Statistische Signifikanz (p-Wert) von MIX 1 Konzentrationen, deren p-Wert nicht <0,05 ist,
sind durch dick gedruckte Schrift hervorgehoben
RVFV CCHFV MARV
Konz. Konz. Konz.
(Molekiile/pl) p-Wert (Molekiile/pl) p-Wert Molekiile/pl) p-Wert

10 0,0056 10* 0,7679 10* 0,1998

107 0,0060 10° 0,3533 10° 0,0087

10° 0,0150 10° 0,3588 10° 0,0314
Tab. 3 .6: Statistische Signifikanz (p-Wert) von MIX 2 Konzentrationen, deren p-Wert nicht <0,05 ist,
sind durch dick gedruckte Schrift hervorgehoben

EBOVZ EBOVS YFV DENV
Konz. p-Wert Konz. p-Wert Konz. p-Wert Konz. p-Wert

(Molekiile/ul)

(Molekiile/ul)

(Molekiile/ul)

(Molekiile/ul)

10 0,046 10 0,167 10* 0,005 10" 0,000
10° 0,002 10 0,071 10° 0,041 10 0,001
10° 0,013 10° 0,087 10° 0,013 10° 0,012
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Lediglich CCHFV und EBOVS erreichen bei den Verdiinnungen <10° keinen p-Wert <0,05.
Auch bei MARV fillt auf, dass bei einer Konzentration von 10 keine statistische
Signifikanz vorliegt, da der p-Wert >0,05 ist. Fir RVFV, EBOVZ, YFV und DENV hingegen
konnte eine statistische Signifikanz bis zur kleinsten Verdiinnungsstufe bestatigt werden.
Bei dem Vergleich zwischen der statistischen Signifikanz und der analytischen

Sensitivitat, die mit dem LOD ermittelt wurde, ergaben sich folgenden Werte:

Tab. 3.7: Vergleich der Mindestkonzentration von statistischer Signifikanz mit der durch den

LOD-ermittelten Sensitivitdt im Uniplex-System bei MIX 1 und 2.

Sensitivitat per t-test Sensitivitat per
(p-Wert<0,05) LOD
(Molekiile/pl) (Molekiile/pl)
MIX1  RVFV 10" 10"
CCHFV >10’ - 10"
MARV 10° 10*
MIX2 EBOVZ 10" 10°
EBOVS 10* - 10°
YFV 10" 10"
DENV 10' 10"

Fur RVFV, YFV und DENV entsprach die ermittelte Sensitivitat (10" Molekiile/ul) des CBAs
der Mindestkonzentration mit einer statistischen Signifikanz (p-Wert <0,05). Fiir MARV
(10 Molekile/ul) und EBOVZ (10" Molekile/ul) ldsst sich selbst noch bei
Konzentrationen unterhalb der Sensitivitat (10* bzw. 10° Molekile/ul) ein signifikanter
Unterschied zur NK bestimmen. Die Mindestkonzentration der statistischen Signifikanz
fur EBOVS (10" Molekiile/pl) liegt allerdings oberhalb der Sensitivitit im CBA (10°
Molekule/ul). Die Ergebnisse fiir CCHFV zeigen, dass der CBA sogar bis zur hochsten
Konzentration (10’ Molekiile/pl) keine statistische Signifikanz aufweist, wahrend mithilfe

des Grenzwertes (LOD) eine Sensitivitat bis zu 10* Molekile/pl determiniert wird.
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3.3.7 Kreuzreaktionstestung im Multiplex-Hybridisierungsverfahren

Um die Spezifitdt des CBAs zu bestimmen, sollten die Oligonukleotidsonden auf
Kreuzreaktionen untersucht werden. In der Multiplex-Hybridisierung wurden die
Kreuzreaktionen innerhalb der Mixe ausgeschlossen (s. Kap. 3.3.3, S.65). Lediglich die
EBOVZ-Sonde wies eine leichte Kreuzreaktion bei dem EBOVS-Genom auf. In diesem
Versuch sollten auch die Kreuzreaktionen mit den Genomen der Viren aus dem anderen
Mix getestet werden.

Die Proben wurden, wie bei der Multiplex-Hybridisierung, mit den Beads des gesamten
Mixes angesetzt. Dazu wurden zur Hybridisierung je PCR-Amplifikate von einem 10°-
Standard eines unspezifischen Virus gegeben und nach dem Hybridisierungsverfahren in
Kap. 2.2.2.3 (S.44) bei 60°C hybridisiert und zur Detektion in SARPE inkubiert.

Die Ergebnisse des Kreuzreaktionstestes mit den Oligonukleotidsonden aus Mix 1 und
Mix 2 sind im Sdulendiagramm in Abb. 3.22 dargestellt. Die spezifischen Sonden zeigen
jeweils einen deutlichen Anstieg der MFI-PE-Signale. Bei keiner der unspezifischen
Oligonukleotidsonden kann ein eindeutiger Anstieg der Fluoreszenz beobachtet werden.
Zur Interpretation der Ergebnisse diente das Verhaltnis zum MW der Negativkontrollen.
Im Vergleich zum MFI-PE-MW der NK-Proben erreichte die RVFV-Sonde bei Zugabe der
spezifischen Probe einen 14,4-fach hoheren Wert, die CCSMW-Sonde einen 15,8-fach
hoheren Wert und die MARV einen 11,7-fachen Wert. Die Sonden des Mix 2 erreichten
zum Teil noch sehr viel hohere Werte im Vergleich zur Kontrollprobe: EBOVZ-Sonde kam
auf 44,1-fache Werte und die DENV-Sonde auf 57,8-fache Werte. Bei der EBOVS-Sonde
war es weniger stark aber dennoch eindeutig mit einem 9,6-fach hoheren Wert bei der
spezifischen Probe. Bei der YFV-Sonde zeigte sich eine 17,9-fach hohere
Fluoreszenzintensitat.

Kreuzreaktivitdten wurden im CBA allgemein nicht beobachtet. Wie in der Multiplex-
Hybridisierung (s. Kap. 3.3.3, S.65) kam es in der Probe der EBOVZ-Sonde bei der Zugabe
von EBOVS zum wiederholten Male zu einem leichten Anstieg der MFI-PE, die immerhin
0,3-fach hoher war als die MFI-PE der spezifischen EBOVS-Sonde.

Diese Daten demonstrieren eine gute Spezifitdt des CBAs und beweisen, dass keine

unspezifischen Bindungen an die Oligonukleotidsonden stattgefunden haben.
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8000

MFI-PE

Abb. 3.22: Kreuzreaktionstest mit den Sonden von Mix 1 und Mix 2. Aufgetragen wurden die mittleren
Fluoreszenzintensitdten von Phycoerythrin (MFI-PE) der untersuchten Proben (pro Virus: n=1).

3.4 Vergleich der Sensitivitat der verschiedenen Nachweisverfahren
fur hamorrhagische Fieberviren

Um die Bedeutung des CBAs als Diagnostikmittel fir HFV einzuschatzen, bendétigt es
einen Vergleich der Sensitivitdt des CBA zu der Sensitivitat einer Real-Time-PCR fir
dieselben HFV hergestellt werden.

Fir die Real-Time-PCR wurden die gleichen Primerpaare und Mixe verwendet. Die
Sequenzen der TagMan-Sonden entsprachen den Sequenzen der Oligonukleotidsonden,
die an die Beads gekoppelten wurden. Das PCR-Protokoll entsprach dem Protokoll in
Kap. 2.2.1.3.6 (S.39). In Tab. 3.8 werden die Sensitivitdten der gRT-PCR, der Uniplex-
Hybridisierung und der Multiplex-Hybridisierung zusammengefasst. Daflir werden die
Referenzdaten fiir den CBA aus den statistischen Auswertung in Kap. 3.3.6

herangezogen.
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Tab. 3.8: Sensitivitat fiir Mix 1 und Mix 2 von gRT-PCR und CBA im Uniplex- und im Multiplex-
System im Vergleich.

Uniplex-CBA Multiplex- Multiplex-CBA
gRT-PCR

RVFV 10" . 10° 10°
CCHFV 10 . 10° D 10°

MARV 10* el 10° 10°
EBOVZ 10? 10° 10°
EBOVS 10° _gll 10° [ 10°
YFV 10" g 10° 107
DENV 10" . 10° . 10°

Beim Vergleich der Ergebnisse von beiden Diagnostikverfahren lasst sich erkennen, dass
die Sensitivitaten bei ahnlichen Konzentrationen liegen.

Nur bei zwei Viren (MARV, EBOVS) erreicht die qRT-PCR bessere Ergebnisse als der CBA
im Uniplex-System. Bei den (ibrigen Viren (RVFV, CCHFV, YFV, DENV) erweist sich der
CBA als sensitiver oder als vergleichbar sensitiv (EBOVZ) zur gRT-PCR. Die Ergebnisse des
CBA im Multiplex-System sind zwar weniger sensitiv als im Uniplex-System aber
erreichen bei RVFV, MARV, EBOVZ und YFV immer noch Sensitivitaten, die mit denen der
gRT-PCR vergleichbar sind. Die Ergebnisse des Multiplex-Hybridisierungsverfahren von
EBOVS und DENV sind jeweils eine 10er-Potenz schwacher als in der gqRT-PCR.

Die Ergebnisse von CCHFV missen kritisch beurteilt werden, da bei der Uniplex-
Hybridisierung von CCHFV in der Grenzwertermittlung eine NK-Probe nicht
berlicksichtigt werden konnte und aus diesem Grund die SD nur sehr niedrig gewesen
sind (s. Kap. 3.3.6, S.76).

Durch den Vergleich mit der gRT-PCR, einem bereits etablierten diagnostischen
Verfahren fiir HFV, wird deutlich, dass das in dieser Arbeit entwickelte Verfahren meist
nur leicht schwachere und zum Teil sogar gleiche Sensitivitaten erreichte und damit das

Potential besitzt, in der Routinediagnostik als Diagnostikmittel verwendet zu werden.
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4 Diskussion

Als sensitives Multiplexverfahren ermoglicht der CBA die multiple Simultandetektion
verschiedener Parameter aus einer einzigen Probe. Durch die Option, Antigene,
Antikorper, Zytokine oder Oligonukleotidsonden an die Beads zu koppeln, ist der CBA
vielfdltig einsetzbar. Die Bindungskinetik in Flissigkeit im Gegensatz zur Kinetik mit
immobilisierten Bindungspartnern ist deutlich verbessert. AuRerdem handelt es sich bei
dem CBA um eine schnelle, einfach handhabbare und verlassliche Methode, die nur ein
geringes Probenvolumen bendtigt. Der CBA erfiillt also alle Bedingungen, die an ein
molekulares Diagnostikverfahren fiir ein Multiplexsystem gestellt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit ist ein CBA zum Nachweis der Nukleinsauren von acht
afrikanischen hamorrhagischen Fieberviren auf Basis von an Beads hybridisierten
Oligonukleotidsonden entwickelt worden.

Virale hdmorrhagische Fieber sind eine akute Infektion mit einer hohen Infektions- und
Mortalitatsrate. Das Interesse an den Erregern der VHF ist in den letzten Jahren deutlich
angestiegen. Einerseits hat das Potential zum Missbrauch als biologischer Kampfstoff zur
groBeren Beachtung der HFV beigetragen (Borio et al. 2002, Franz et al. 1997).
Andererseits ist das Infektionsrisiko in Nicht-Epidemiegebieten aufgrund einer erhéhten
Reisefreudigkeit angestiegen (CDC 2011).

Wie in Kap. 1.2.1 bereits beschrieben erfolgte die Routinediagnostik bislang
Ublicherweise durch die Kombination von Virusisolation (Slenczka 1999), serologischen
(antigen-capture ELISA, 1gM-/IgG-Antikorper-Detektion) (Gear et al. 1975) und
molekularen Methoden (z.B. PCR, gRT-PCR) (Digoutte et al. 1992, Saluzzo,Le Guenno
1987). Dennoch miussen fiir die VHF Diagnostik mehrere besondere Herausforderungen
bedacht werden: (1) bei Verdacht auf VHF muss eine Patientenprobe auf mehrere HFV
getestet werden, da die Symptome der VHF nur unspezifisch sind und keine klinische
Differentialdiagnose zulassen, (2) bei einem Ausbruch kann es zu einer schnellen
Verbreitung der Infektion kommen, sodass eine frilhe und simultane Analyse mehrerer

Proben entscheidend ist und (3) um das gesamte diagnostische Fenster abzudecken,
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mussen molekulare und serologische Methoden miteinander kombiniert werden. Um
auf diese Problematik einzugehen soll der CBA dieser Arbeit mit weiteren CBAs zur
Detektion von Antikdrpern und Zytokinen fir die gleichen acht HFV kombiniert werden.
Multiplex-CBAs zur Detektion von Antikérpern und Zytokinen fiir HFV-Infektionen
werden im Institute Pasteur de Dakar im Senegal zur Zeit im Rahmen einer Kooperation
mit dem Virologischen Institut der Georg-August-Universitdt (Multi-parameter and high
throughput diagnostic platform for viral hemorrhagic fever, PTR 273 Projekt) entwickelt.
Zur Detektion viraler Genome sind bereits verschiedene CBAs entwickelt worden:
Respiratorische Viren (Horejsh et al. 2005, Letant et al. 2007), Papillomaviren (Jiang et al.
2006, Oh et al. 2007, Schmitt et al. 2006) (Wallace et al. 2005), Pestviren (Deregt et al.
2006) und HIV-1 Genotypen (Greve et al. 2009). Des Weiteren hat Taniuchi et al. im Jahr
2011 einen CBA zur Detektion von parasitairen Genomen veroffentlicht (Taniuchi et al.
2011). Beziglich HFV-Infektionen ist bisher lediglich ein CBA zum Antikérpernachweis
fir DENV entwickelt worden (Shu,Huang 2004). Ein molekulares Diagnostikverfahren,
das der Detektion von HFV-Genomen im Multiplexsystem dient, ist bislang noch nicht
beschrieben worden. Da der Nachweis von Antikérpern gegen HFV oftmals erst nach
einigen Tagen durchgefiihrt werden kann, spielt der AK-Nachweis in der Akutphase der
Erkrankung meist keine Rolle. Fiir die akute HFV-Erkrankung mit derart hoher Letalitat
und Infektiositat ist es wesentlich aussichtsreicher die Diagnostik innerhalb der ersten
Tage nach Infektion durch den direkten Virusgenomnachweis durchzufiihren.

Fir die Entwicklung des CBAs in der vorliegenden Arbeit wurden anfangs Multiplex-RT-
PCRs etabliert. Die Kombination eines Multiplex-CBAs mit einer vorangegangenen
Multiplex-PCR ist bereits mehrfach erfolgreich durchgefiihrt worden (Armstrong et al.
2000, Hindson et al. 2008, Lee et al. 2007, Letant et al. 2007, Taniuchi et al. 2011,
Wallace et al. 2005). Die Diagnostik mit dem CBA ist durch diese synchrone Amplifikation
mehrerer Produkte vereinfacht, zeitsparend und kostensparend.

Fiir die Multiplex-PCR in dieser Arbeit wurden spezifische Primerpaare synthetisiert, die
im Anschluss zu drei Primermixen fir die Multiplex-PCR kombiniert wurden (s.
Kap.3.1.2). Zu den acht afrikanischen HFV, die mit dem CBA detektiert wurden, gehoéren:
LASV (Arenaviridae), RVFV, CCHFV (Bunyaviridae), MARV, EBOVZ, EBOVS (Filoviridae),
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YFV, DENV (Flaviviridae). Dabei beruhten die RNS-Standards auf bereits
veroffentlichten Ergebnissen (Weidmann 2004, 2008, 2010). Es mussten lediglich die
Primer und Sonden fiir CCHFV und LASV neu entwickelt werden. Dabei wurden fir die
Entwicklung der Primer und der Sonde von CCHFV nur afrikanische Sequenzen
bericksichtigt.

Zum Nachweis einer erfolgreichen Hybridisierungsreaktion an die gekoppelten Beads
wurden biotinylierte RP verwendet. Durch das Biotin im PCR-Produkt war nach der
Inkubation in SARPE eine Detektion in der Durchflusszytometrie moglich.

Die PCR hat sich in der Diagnostik als wichtiges Instrument etabliert, da sie eine schnelle,
simultane Detektion von Pathogenen im Multiplexsystem erlaubt. Durch eine
Kombination mehrerer spezifischer Primerpaare konnen Amplifikationsartefakte
entstehen (Fan et al. 2006). Wie Broude et al. und Syvanen et al. bewiesen, sind in PCRs
bis zu 10 simultane Amplifikationenreaktionen maoglich, bevor es zur Akkumulation von
unspezifischen Produkten kommt (Broude et al. 2001, Syvanen 2005). Dennoch
prasentiert sich gerade die Multiplex-PCR als komplexes Diagnostikverfahren, sodass nur
vergleichsweise wenige veroffentlichte Multiplex-PCRs existieren (Weidmann et al.
2008).

Die Primer und Sonden miussen perfekt aufeinander abgestimmt werden, wobei die
Schmelztemperatur Typ der Primer, die Schmelztemperatur Tys der Sonden, die Lange
der Amplikons und die Schmelztemperatur Tya des Amplikons bericksichtigt werden
muss, um Primerdimerbildung zu verhindern. Durch verschiedene Programme (z.B.
Primer Select, Primer Express, Oligo3, DNAsis) konnen Primerdimere vorausgesagt
werden. Diese Prognosen sind jedoch nicht hundertprozentig verlasslich.

Um die Kompetition der Einzelreaktionen untereinander zu minimieren, wurden die
Multiplex-PCRs in drei Primermischungen unterteilt. Taniuchi et al. beschrieb ebenfalls,
dass die Aufteilung in 2- bzw. 3-plex-PCRs die Effektivitdt des Amplifikationsverfahrens
fir den CBA verbessert (Taniuchi et al. 2011), da auf diese Weise Kreuzreaktionen
vermieden werden kénnen.

Zur Ermittlung der optimalen Primerkombinationen wurden die verschiedenen

Multiplex-Ansdtze per SYBR-Green-gRT-PCR auf Primerdimerbildungen untersucht.
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Dabei stellten sich die Kombination von (1) RVFV, CCHFV und MARV und (2) EBOVZ,
EBOVS und YFV als besonders effektiv heraus (s. Abb. 3.3, S.50), da sie kaum
Primerdimerbildungen aufwiesen. DENV wurde erst im Anschluss in den Mix 2
aufgenommen, da sich im Agarosegel nach einer Multiplex-PCR mit Primermix 2
deutlichere spezifische Banden zeigten als bei der Kombination mit Primermix 1 (s. Abb.
3.4,S.51). Die LASV-Primer wurden als eigenstandiger Mix 3 zusammen gefligt.

Wie Deregt et al. bereits fir einen mMRT-PCR-Luminex-CBA zur Detektion von
Schweinefieber und Pestviren und Horejsh et al. bei der Entwicklung eines CBAs fiir 4
respiratorischen Viren untersucht hatten, wurde durch die Verwendung -eines
asymmetrischen Primerverhéltnisses die Fluoreszenzintensitat erhoht (Deregt et al.
2006, Horejsh et al. 2005). Als Begriindung wurde von Deregt et al. und Horejsh et al.
vermutet, dass die Ziel-DNS, die in der symmetrischen PCR entstand, durch
Wiederanlagern der Einzelstrange zu Doppelstrangen die Hybridisierung der
Oligonukleotidsonde verhinderte. Ein Vorteil der asymmetrischen PCR kdnnte also
dadurch zustande kommen, dass bei einem Verhaltnis, das zugunsten der RP verschoben
wird, mehr einzelstrangige DNS generiert wird, die zur Oligonukleotidsonde
komplementar ist, und deshalb die Effizienz der Hybridisierung an die bead-gekoppelten
Sonden erhoht wird (Deregt et al. 2006).

Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit die Primer mit verschiedenen
FP/RP-Verhaltnissen (4:1 bzw. 1:4) in der Multiplex-RT-PCR getestet um das effizienteste
Verhaltnis fir jeden Mix individuell zu bestimmen, wobei die Amplifikate im 2%igen
Agarosegel analysiert wurden.

Wahrend im Mix 1 das 4:1-FP/RP-Verhaltnis bei der Auswertung auf dem Agarosegel
deutlichere spezifische Banden zeigte, erzielte das 1:4-RP/FP-Verhaltnis im Mix 2 und
Mix 3 bessere Resultate. Basierend auf den Ergebnissen von Deregt et al. und Horejsh et
al. ist ein direkter Vergleich der Fluoreszenzintensitat im Durchflusszytometer von PCR-
Produkten aus symmetrischer und asymmetrischer PCR nicht durchgefiihrt worden.
Entgegen der Erwartungen kénnen diese Ergebnisse mit der unterschiedlichen Polaritat
der Virusgenome nicht hinreichend erkldart werden. Mix 1 enthédlt Primer fir die

Bunyaviren RVFV und CCHFV sowie fir das Filovirus MARV, deren Genome jeweils als
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negativer Einzelstrang (ss(-)RNS) vorliegen, d.h. die Replikation findet in 3“ -> 5
Leserichtung statt. Wie gezeigt erhoht das FP/RP-Verhaltnis 4:1 zugunsten des FP aus
diesem Grund die Effektivitdt der Amplifikation. Mix 2 hingegen enthalt sowohl Primer
flr die Flaviviren YFV und DENV mit positivstrangigem Einzelstranggenom (ss(+)RNS) als
auch Primer fir die Filoviren EBOVZ wund EBOVS mit negativstrangigem
Einzelstranggenom (ss(-)RNS). Dennoch konnte nur das FP/RP-Verhéltnis von 1:4 die
Effektivitat des Primermixes steigern. Mix 3 enthielt Primer fiir das LASV, einem
Arenavirus mit negativem Einzelstranggenom (ss(-)RNS) und erzielte mit dem 1:4-
Primerverhaltnis bessere Ergebnisse. Hier hatte man eher ein Ergebnis wie in Mix 1
erwartet.

Eine nahe liegende Begriindung fir die Tatsache, dass einige asymmetrische
Primerverhdltnisse effizienter sind als andere, kdnnten Primerinteraktionen mit dem
RNS-Zielmolekul sein. SchlieBlich kann der Zugang der PCR zum RNS-Molekil durch die
Ausbildung komplizierter Sekundarstrukturen wie Haarnadelstrukturen oder G-
Quadruplexen erschwert bis unmoglich gemacht werden (Kuo et al. 1997, Myers,Gelfand
1991).

Um spezifische PCR-Produkte nach der Multiplex-RT-PCR zu isolieren, wurden die PCR-
Produkte mit dem MinElute-Purification-Kit (QIAGEN) aufgereinigt. Durch die
Aufreinigung wurden alle Nukleinsaduren, die <70bp bzw. > 4kb waren, und alle Proteine
entfernt. Erganzend wurde, wahrend der Reinigung mit dem MinElute-Purification-Kit,
ein weiterer Waschschritt mit 750ul Guanidiniumhydrochlorid (35%) durchgefihrt, um
Primerdimere groRer als 20bp zu entfernen.

Durch den Aufreinigungsvorgang mit dem MinElute-Purification-Kit lieR sich im Mix 1
eine Verbesserung der Fluoreszenzsignale im Durchflusszytometer erreichen, da nach
der Aufreinigung der PCR-Amplifikate ein deutlich positiveres Fluoreszenzsignal messbar
war. So liefl§ sich bei der Uniplex-Hybridisierung von RVFV bei einer Konzentration von
10° Molekilen/ul ein 2-fach, bei MARV ein 2-fach und bei CCHFV ein 6-fach starkeres
MPFI-PE-Signal messen. Eine Hybridisierung an die gekoppelten Sonden war im Mix 1
ohne MinElute-Purification-Kit nicht moglich. Bei den Proben der Mixe 2 und 3 war die

Aufreinigung jedoch nicht notig. Dies liel? darauf schlieRen, dass die Multiplex-PCR in Mix
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2 und Mix 3 besser aufeinander abgestimmt war und deshalb weniger Primerdimere
entstanden. Der Vergleich der Primerdimerbildung in den Mixen 1, 2 und 3 in der SYBR-
Green-gRT-PCR (s. Kap. 3.1.3, S.51) bewies, dass der Ct-Wert von Mix 1 (RVFV-CCHFV-
MARV) wesentlich niedriger (12) war, als der Ct-Wert von Mix 2 (EBOVZ-EBOVS-YFV-
DENV) (20) und Mix 3 (LASV) (26). Da ein niedriger Ct-Wert in der SYBR-Green-qRT-PCR
auf eine starke Dimerbildung deutet, bestatigte dieses Ergebnis die Vermutung, dass die
Primerdimerbildung in Mix 1 deutlich héher sein musste als in den anderen Mixen.

Bei der Analyse der FP von Mix 1 fallt auf, dass sich die Primer RVF-FP und der MBR-FP2,
an den 3’-Enden in ihrer bp-Zusammenstellung dhneln. Die letzten 5 bp am 3’-Ende sind
bis auf ein bp sogar identisch (RVF-FP: -AGCCA-3’, MBR-FP2: -AGACA-3’). Da an diesem
Ende die Elongation durch die Polymerase beginnt, ist dieser Abschnitt der Primer
besonders entscheidend fiir die Spezifitat der PCR. Aus diesem Grund kann es zu einer
vermehrten unspezifischen Bindung in Mix 1 gekommen sein. Hier ist eventuell eine
Optimierung durch Veranderung eines der Primer moglich.

Um die biotinylierten PCR-Produkte an die Beads zu binden, mussten zuvor aminierte
Oligonukleotidsonden an die carboxylierten Kugeln gekoppelt werden. So konnten die
PCR-Amplifikate anschlieBend an die immobilisierten Oligonukleotidsonden hybridisiert
werden.

Die Kopplungsreaktion erfolgte tber eine Carbodiimid-Reaktion, in der die funktionellen
Carbonsauregruppen der Beads durch den Kreuzvernetzer EDAC aktiviert wurden und
daraufhin eine kovalente Bindung mit den freien Aminogruppen der DNS-Sonden
eingingen. Fir die Kontrolle der Kopplungsreaktion wurde eine CCHFV-Sonde
verwendet, die mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 markiert war. Die Ubrigen von ,TIB
MOLBIOL” angebotenen Fluoreszenzfarbstoffe zur Markierung des 3‘-Ende von
Oligonukleotidsonden konnten aus verschiedenen Griinden nicht verwendet werden:
TAMRA, ROX und Cy 5.5 kénnen vom FACS Canto™ Il nicht detektiert werden und Cy5
(667 nm) Uberschneidet sich mit seinem Emissionsspektrum mit dem Spektrum von APC
(660 nm), das in den Beads enthalten ist. Ein Nachteil des Cy3 blieb allerdings die
Tatsache, dass es sich als Fluoreszenzfarbstoff zur Uberpriifung der Kopplungsreaktion

mit PE, dem Fluoreszenzfarbstoff zur Uberpriifung der Hybridisierungsreaktion, im
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Emissionsmaximum Uberschnitt. Eine direkte Kontrolle der Kopplung war deshalb
wahrend einer Hybridisierungsreaktion nicht moglich. Insofern konnte eine misslungene
Kopplung der Oligonukleotidsonde an die Beads nie als Fehlerquelle fiir falsch negative
Fluoreszenzsignale ausgeschlossen werden.

Das Fluoreszenzsignal des Farbstoffes Cy3 von der CCHFV-Kontrollsonde wurde im PE-
Kanal des Durchflusszytometers detektiert. Zum Vergleich diente eine Negativkontrolle
mit Beads, zu denen H,0 anstelle der Oligonukleotidsonden zugegeben wurde.

Das Fluoreszenzsignal der Probe mit den gekoppelten Sonden war 83-fach hoher als das
Signal der Negativkontrolle. Die erfolgreiche Kopplungsreaktion konnte damit bestatigt
werden. Um die Zuverldssigkeit der Kopplungsreaktion zu Uberprifen, wurde in den
ersten Versuchsreihen jeweils eine Kopplungskontrolle mit einer Cy3-markierten-Sonde
mitgefiihrt.  Bei der Auswertung am FACS Canto'™ Il zeigte sich, dass die
Kopplungsreaktion zuverlassig funktionierte und nur geringen Schwankungen (MFI von
22242 — 39480, n=7) unterlag. Aus diesem Grund wurde die Kopplungskontrolle aus
Kostengriinden bei den spateren Versuchsreihen nicht mehr mitgefiihrt.

Die wiederholte Zugabe von EDAC war essentiell fir die Kopplung. Eine ergdanzende
Zugabe von S-NHS (N-hydroxysulfosuccinimide), wie es vom Hersteller der Beads (Bio
Rad Laboratories GmbH) empfohlen wird, wurde in der vorliegenden Arbeit nicht
verwendet. Die Kopplungsreaktion wurde urspriinglich mit S-NHS ausprobiert und
lieferte  keine positiven Ergebnisse. Erst durch die Entwicklung eines
Kopplungsverfahrens, das ohne S-NHS aber mit zweifacher Gabe von EDAC durchgefiihrt
wurde, konnte eine erfolgreiche Kopplungsreaktion nachgewiesen werden. Mehrfache
EDAC-Zugabe wahrend der Kopplungsreaktion ist schon aus verschiedenen
Publikationen bekannt (Armstrong et al. 2000, Hindson et al. 2008, Rockenbauer et al.
2005, Taniuchi et al. 2011).

Wie Wittebolle et al. bereits gezeigt hatte, konnte bei der Kopplung von
Oligonukleotiden an Beads durch die Verwendung eines MES-Borat-Puffers mit einem
pH von 4,5 die Kopplungseffizienz drastisch angehoben (Wittebolle et al. 2006) und
Hintergrundsignale minimiert werden. Inzwischen ist die Verwendung von MES (pH 4,5)

ein etabliertes Verfahren zur Kopplung bei CBAs und wurde schon in mehreren



4 Diskussion 90

Veroffentlichungen angewendet (Deregt et al. 2006, Letant et al. 2007, Oh et al. 2007,
Schmitt et al. 2006), weshalb MES (pH 4,5) auch im Rahmen dieser Arbeit verwendet
wurde.

Grundsatzlich bleibt das Kopplungsverfahren noch optimierbar. Eine deutliche
Effizienzsteigerung wurde durch das Zufligen von BSA-Puffer erreicht, da auf diese Weise
freie COOH-Gruppen abgesattigt wurden (s. Kap. 3.3.1.3., S.62). Eventuell kénnte die
Kopplungsreaktion durch ein besseres Verhéltnis von Oligonukleotidsonden zu Beads
oder durch Optimierung der Reaktionbedingungen (z.B.: Lagerungsbedingungen,
erhohte Zugabe von EDAC) effizienter gestaltet werden.

Fir die Hybridisierungsreaktionen der PCR-Produkte an die Oligonukleotidsonden
wurden die PCR-Amplifikate (1:2 mit Tris-EDTA, pH 8,0, verdiinnt) nach einer 5-
minltigen Denaturierung bei 96°C fir eine Stunde bei 60°C mit den gekoppelten Beads
inkubiert. In der Literatur lassen sich verschiedene Angaben zum Hybridisierungsvorgang
finden. Grundsatzlich bestehen die verdffentlichten Protokolle aus einer 2-10 min
Denaturierungsphase vor einer Hybridisierungsphase von 30-120 min (Armstrong et al.
2000, Deregt et al. 2006, Jiang et al. 2006, Letant et al. 2007, Oh et al. 2007,
Rockenbauer et al. 2005, Taniuchi et al. 2011, Wallace et al. 2005). Lediglich Schmitt et
al. verwendete ein Protokoll mit einer Hybridisierungsreaktion unter dauerhafter
Agitation ohne vorangegangene Denaturierungsphase (Schmitt et al. 2006). Als Puffer in
der Hybridisierungsreaktion wurde Tween 20 (Jiang et al. 2006), TMAC
(Tetramethylammoniumchlorid) (Deregt et al. 2006)(Schmitt et al. 2006)(Wallace et al.
2005), FACS Flow (Spulflussigkeit des FACS Canto'™) (Horejsh et al. 2005), Etway
Hybridsol und Triton X-100 (Oh et al. 2007), Tris NaCl (Letant et al. 2007) oder Phosphat
Puffer (Rockenbauer et al. 2005) verwendet. Der qualitative Nachweis der
Hybridisierung erfolgt durch die Bindung von SARPE (1pug/100ul) an die biotinylierten
PCR-Produkte (Deregt et al. 2006, Greve et al. 2009, Hindson et al. 2008, Jiang et al.
2006, Letant et al. 2007, Oh et al. 2007, Schmitt et al. 2006, Wallace et al. 2005). Dieses
Fluoreszenzsignal konnte im Anschluss am Durchflusszytometer gemessen werden.

Der qualitative Nachweis der Hybridisierungsreaktion wurde durch eine erfolgreiche

Hybridisierung im Uniplex-System (s. Kap. 3.3.2, 5.63) und im Multiplex-System (s. Kap.
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3.3.3, S.65) fur die acht afrikanischen HFV bestéatigt. Die BP mit der spezifischen Sonde
zeigte ein vielfach stdrkeres Fluoreszenzsignal im Vergleich zu der BP mit der
unspezifischen Sonde oder der BP mit der NK mit negativem Humanserum.

Im Anschluss an die Hybridisierungsreaktion erfolgte die Analyse der einzelnen Mixe
(Mix 1-3) am FACS Canto™ IL.

Dabei zeigten jeweils die Beads, an welche die spezifischen Sonden gekoppelt waren, ein
deutlich héheres Signal als die Beads mit unspezifischen Sonden. Die MFI-PE-Werte der
unspezifischen Sonden entsprachen denen der Negativkontrollen, bei denen negatives
Humanserum anstelle von viraler RNS verwendet wurde. Auf diese Weise konnte
bewiesen werden, dass lediglich die spezifischen Sonden eine Hybridisierung mit den
PCR-Produkten eingingen.

Die absoluten Fluoreszenzwerte unterschieden sich meist deutlich im Inter-Assay-
Vergleich, wahrend die relativen Verhaltnisse zwischen den spezifischen zu den
unspezifischen Proben gleich blieben. Das bedeutete, dass die Fluoreszenzwerte jedes
Versuchsdurchganges nur im Verhaltnis zu den Ergebnissen der anderen Proben
desselben Versuchsdurchganges analysiert werden konnen. Ein Vergleich der
Fluoreszenzwerte zwischen verschiedenen Versuchsdurchgangen (Inter-Assay-Vergleich)
war deshalb erschwert.

Beim Vergleich mit anderen veroffentlichten CBAs fiel auf, dass die Schwankungen dort
meist geringer ausfielen, da mehr Versuchsdurchgiange ausgewertet wurden. Bei Lee et
al. wurde zur Detektion von Viren, die Atemwegsinfektionen auslosen, der LOD z.B.
anhand von 101 klinischen Proben (Rachenabstriche) evaluiert (Lee et al. 2007). In der
statistischen Analyse fielen die Inter-Assay-Schwankungen aus diesem Grund nicht so ins
Gewicht.

Auf Grund der Fluoreszenzunterschiede im Inter-Assay-Vergleich lassen sich in der
Literatur keine absoluten Werte zur LOD-Definition finden. Meist wurde der LOD in
Abhéngigkeit von der NK des jeweiligen Versuchsdurchganges ermittelt (Horejsh et al.
2005, Lee et al. 2007, Oh et al. 2007, Schmitt et al. 2006, Wallace et al. 2005).

Zur Begrindung dieser Inter-Assay-Schwankungen kénnen verschiedene Erklarungen in

Betracht gezogen werden. So ist das Fluoreszenzsignal abhdngig von der GroRe,
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Sequenz, Sekundarstruktur und der Konzentration der PCR-Amplifikate. Besonders die
Konzentration kann variieren, da sie ihrerseits abhangig ist von der Zuverlassigkeit der
einzelnen PCR-Reaktionen. Eine regelmaRige Messung der Konzentration der PCR-
Amplifikate kdnnte zum Ausschluss dieser Fehlerquelle fihren.

Genauso konnten auch temperaturabhidngige Messfehler bei der Analyse im
Durchflusszytometer zu Schwankungen der MFI-PE-geflihrt haben. Unterschiedliche
Kompensationen zur Korrektur der spektralen Uberlappung fiir die verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffe kénnen in dieser Arbeit ausgeschlossen werden, da alle Ergebnisse
in der FACS-Diva-Software kompensationsunabhangig ausgewertet worden sind.

In einem weiteren Schritt sollte die analytische Sensitivitat des Verfahrens im Uniplex-
System (n=3) ermittelt werden und mit der Sensitivitat im Multiplex-System (n=1)
verglichen werden.

In diesem Fall wurden die PCR-Produkte von RNS-Standards bekannter Konzentrationen
(10'-10" Molekile/ul) an die gekoppelten Oligonukleotidsonden hybridisiert. Die
Ergebnisse wurden im Anschluss am FACS Canto™ Il gemessen und statistisch
analysiert. Der Zusammenhang zwischen den unabhéangigen Variablen wurde durch eine
polynome Regressionsgerade definiert und in dem Bestimmtheitsmal} R? ausgedriickt.
Je niher sich dabei das BestimmtheitsmaR R® an 1 anniherte, desto eher lieR sich der
Zusammenhang durch das polynome Regressionsmodell erklaren.

Bei den HFV CCHFV, MARV, EBOVZ, EBOVS, YFV und DENV ergab sich ein R2>O,93, womit
sich ein polynomer Wertezusammenhang vermuten lieS. Nur bei RVFV fiel R? deutlich
niedriger aus (R?=0,36). Dies konnte durch eine frilhe Sattigung der
Oligonukleotidsonden erklart werden. SchlieRlich wurden schon bei 10> Molekilen/pl
die Maximalwerte erreicht. Die Hybridisierung scheint hier derartig optimal zu sein und
zur Sattigung zu fuhren, dass fiir eine Optimierung der Hybridisierung entweder das
Angebot an Sonden erhdht oder an eine Vorverdiinnung des PCR-Produktes gedacht
werden muss (Abb. 3.19).

Der LOD wurde zur Definition positiver Ergebnisse bei der 6-fachen SD oberhalb des
Hintergrundrauschens (Mittelwert der NK) festgelegt. Eine statistische Analyse der

Ergebnisse im Uniplex-System mit dem Student-t-Test zeigte, dass eine statistische
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Signifikanz (p-Wert <0,05) bei den Viren RVFV, CCHFV, EBOVZ, YFV und DENV bis zu einer
Konzentration von 10" Molekile/pl und bei MARV bis zu 10? vorliegt (s. Tab. 3.5, S.78).
Fir LASV konnte keine statistische Analyse durchgefihrt werden, da keine

Hybridisierungen im Uniplex-System durchgefiihrt wurden.

Tab. 4.1: Durchschnittliche Viruslast nach HFV-Infektion im Vergleich zur erreichten Sensitivitat im
Uniplex-Verfahren des CBAs aus dieser Arbeit. Die aufgefiihrten Referenzwerte der durchschnittlichen
Viruslast und die Sensitivitat im CBA werden als Molekile/ml angegeben.

Durchschnittliche Post- Sensitivitit des

Virus | Viruslast nach Infektion | infektioser Quelle CBA im Uniplex-
(Molekiile/ml) Tag System

(Molekiile/ml)
RVFV 8,6 x 10° kA (Njenga et al. 2009) 1x10*
CCHFV 1x10° 6.Tag (Wolfel et al. 2007) 1x10°
MARV 4,1x 10 kA (Weidmann et al. 2007) 1x10’
EBOV 10%-10° 6.Tag (Towner et al. 2004) 1x10°
YFV 2,4 x10°% 3 x 10’ kA (Bae et al. 2005) 1x10*
DENV 1x 10’ 6.Tag (Gurukumar et al. 2009) 1x10*

LASV 1x10° 6.Tag (Schmitz et al. 2002) kA

Die durchschnittliche Viruslast nach einer HFV-Infektion kann stark variieren, da sie
abhangig von der Schwere der Erkrankung, der Analysemethode und vom Zeitpunkt der
Probenentnahme ist (Saksida et al. 2010). Bei der Analyse der Viruslast eines HFV-
Patienten muss folglich die Inkubationszeit berlicksichtigt werden, da die Viruslast nach
der Infektion zwar anfangs rapide steigt (virdmische Phase), nach einigen Tagen
allerdings wieder abfallt, zugunsten spaterer Diagnostikparameter (Antikérper, Zytokine)
(s. Abb. 1.7, S.17). Die in Tab. 4.1 aufgefiihrten Referenzwerte der durchschnittlichen
Viruslast variieren von 10* — 10° Molekiilen/ml. Wihrend bei CCHFV, EBOV, DENV und
LASV konkrete Angaben zum Entnahmezeitpunkt der Proben gemacht wurden (6.
Postinfektioser Tag), fehlen jegliche Angaben dieser Art zu RVFV, MARV und YFV. Ein
direkter Vergleich dieser Proben ist deshalb nur begrenzt moglich. Dennoch wird
deutlich, dass der in dieser Arbeit entwickelte CBA im Uniplex-System mit einer
Sensitivitdt von 10* bzw. 10°> Molekiile/ml mindestens zum 6. Postinfektidsen Tag fiir

RVFV, CCHFV, EBOV, YFV, DENV ausreicht um eine zuverlassige Diagnostik bei einer HFV-
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Infektion zu gewadhrleisten. Lediglich bei MARV liegt die durchschnittliche Viruslast
unterhalb der signifikanten Sensitivitat des CBA-Verfahrens.

Sowohl fiir EBOV als auch fur CCHFV gilt eine Viruslast von 10® Molekile/ml als klinisch
relevanter Grenzwert, mit dem ein todlicher Ausgang der Infektion bis zu 90% voraus
gesagt werden kann (Saksida et al. 2010, Towner et al. 2004). Diese klinisch relevante
Konzentration wiirde durch die Diagnostik mit dem CBA aus dieser Arbeit eindeutig
erkannt werden.

AuBerdem konnte mithilfe der statistischen Analyse bewiesen werden, dass der LOD
eine eindeutige Trennung zum Hintergrundrauschen ermoglicht (Tab. 3.7, S.79). Dabei
entsprachen die LOD-ermittelten sensitiven Konzentrationen weitestgehend den
Konzentrationen, die auch durch den Student-t-Test als signifikant (p < 0,05) erkannt
wurden. Bei EBOVS lag der LOD bei einer Konzentration von 10° Molekulen/ul, obwohl
bei dieser Konzentration noch keine statistische Signifikanz (p-Wert=0,087) bestand.
Allerdings lag der p-Wert fiir die Fluoreszenzintensitat von EBOVS bei der ndachsthdheren
Konzentration (10* Molekilen/ul), bei der auch die MFI-PE-Signale der nachsthéheren
log-Stufe erreicht wurden, mit p-Wert=0,009 wieder im signifikanten Bereich. Bei der
statistischen Analyse der Ergebnisse von CCHFV konnte keine Signifikanz bis zur
héchsten Konzentration (10" Molekile/pl) bestitigt werden, obwohl aufgrund des LOD
eine Sensitivitat bis zu 10* Molekiile/pl vorliegen sollte. Dabei muss bedacht werden,
dass die Ergebnisse der Hybridisierungsreaktion von CCHFV bisher unbefriedigend
waren. Eine konzentrationsabhangige Steigerung der MFI-PE von CCHFV im
Durchflusszytometer war nicht erkennbar, wohingegen die Auswertung der Multiplex-
PCR auf dem Agarosegel eine erfolgreiche Amplifikation bewies. Aus diesem Grund muss
der Assay fiir CCHFV verbessert werden. Eine Verbesserungsmoglichkeit besteht z.B. in
der Herstellung neuer Sonden und Primer fir CCHFV.

Im Multiplex-System ergaben sich fiir EBOVZ und EBOVS vergleichbare Sensitivitaten wie
im Uniplex-System, fur CCHFV, YFV und DENV war der CBA weniger sensitiv und fir
MARV und RVFV sogar sensitiver als im Uniplex-System. Es scheint also einen
Unterschied zu machen, ob eine Oligonukleotidsonde oder mehrere

Oligonukleotidsonde wahrend der Hybridisierung in der Probe enthalten sind. Zu
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erwarten gewesen wadre eine vergleichbare Sensitivitat. Dass sich die Fluoreszenzen
zwischen dem Multiplex- und Uniplex-System unterscheiden, kann mehrere Griinde
haben. Es ist denkbar, dass durch Kreuzreaktionen zwischen den verschiedenen
Oligonukleotidsonden die Ergebnisse im Multiplex-System beeinflusst wurden. Ebenso
verschiebt sich im Multiplex-System das Verhaltnis Beads/PCR-Amplifikate (Mix 1: 1/3-
Verhaltnis, Mix 2: 1/4-Verhaltnis, Mix 3: 1/5-Verhaltnis) durch die pipettierten anteiligen
Volumina zugunsten der Beads, sodass eine Hybridisierung der PCR-Produkte an die
spezifischen Sonden beeinflusst werden kénnte.

Dennoch ist diese Verdlinnung eher von geringfligiger Bedeutung und kann deswegen
als Ursache ausgeschlossen werden. Eine mogliche Begriindung fiir die verringerte
Sensitivitdat konnte die vermehrte Kompetition der Oligonukleotidsonden untereinander
sein. So konnten komplementare Sequenzen der Sonden am 3‘-Ende zu unspezifischen
Hybridisierungen der Sonden miteinander gefiihrt haben (z.B. in Mix 2: EBOVS-Sonde: 5'-
..AAGG-3‘, DENV-Sonde: 5-...GACC-3’).

Allerdings weist die Tatsache, dass die MFI-PE-Werte teilweise in einer Konzentration
von 10° Molekilen/ul héher sind als bei 10° Molekulen/ul vermutlich darauf hin, dass
durchaus bereits eine Sattigung aller Oligonukleotidsonden erreicht wurde.

Aufgrund der geringen Versuchszahl der Multiplexhybridisierung (n=1) ist die
Aussagekraft der Ergebnisse nur schwach. Fir statistisch aussagekraftige Ergebnisse bei
konkreteren Fragstellungen bezlglich der Fehlerquellen missen weitere Versuche
durchgefiihrt werden. Durch hohere Versuchszahl konnten Werteschwankungen, z.B.
Inter-Assay-Schwankungen der Fluoreszenzsignale in der Uniplex- und Multiplex-
Hybridisierung minimiert werden. Im Vergleich dazu finden sich in der Literatur
wesentlich groRere Versuchszahlen im CBA mit Patientenproben: 190-319 Proben
(Taniuchi et al. 2011), 103 Proben (Lee et al. 2007), 132 Proben (Oh et al. 2007), 133
Proben (Jiang et al. 2006). Eine Testung mit HFV-Patientenproben ware schwierig, da
HFV-positive Patientenproben eine Raritat sind.

Um das Potential des CBA als Diagnostikverfahren in der Routinediagnostik einschatzen
zu konnen, wurde die Sensitivitdt des Verfahrens im Uniplexsystem mit der Sensitivitat

einer qRT-PCR verglichen, in der die gleichen Primern verwendet worden sind.
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Dabei stellte sich heraus, dass die Uniplex-Hybridisierungsreaktion eine dhnliche
Sensitivitdt wie die gRT-PCR aufwies. Fiir YFV und DENV waren die Ergebnisse im CBA
sogar besser als in der qRT-PCR. Ein Vergleich mit CCHFV bleibt kritisch, da bei der
Uniplex-Hybridisierung von CCHFV in der Grenzwertermittlung eine NK-Probe nicht
bericksichtigt werden konnte und aus diesem Grund die SD nur sehr niedrig gewesen
sind (s. Kap. 3.3.6, S.76).

Auch Taniuchi et al. fihrte einen Vergleich seines CBAs fiir sieben intestinale Parasiten
(Taniuchi et al. 2011) mit den Ct-Werten aus gqRT-PCR mit denselben Primern durch.
Dabei wies der CBA bessere oder gleich gute Ergebnisse wie die gRT-PCR auf. Dennoch
fiel auf, dass der Zusammenhang zwischen der Parasitenquantitdt und Ct-Werten aus
der gRT-PCR linearer war, als der Zusammenhang zwischen der Parasitenquantitat und
der Fluoreszenzsignalen im CBA.

Obwohl die analytischen Sensitivitaten im CBA-Multiplex-System geringer waren als im
CBA-Uniplex-System, waren sie dennoch mit den analytischen Sensitivitaten der gRT-
PCR-Verfahren  vergleichbar. Die  ermittelte  Sensitivitit des  Multiplex-
Hybridisierungsverfahren von RVFV, MARV, EBOVZ und YFV entsprach genau der
Sensitivitdt in der qRT-PCR, die Sensitivitat von EBOVS und DENV war jeweils nur eine
10er-Potenz schwacher als in der qRT-PCR und nur bei CCHFV nahm die Sensitivitat im
Multiplex-CBA um zwei 10er-Potenzen im Vergleich zur gRT-PCR ab.

Dabei sollte jedoch weiterhin bedacht werden, dass die verldngerte
Hybridisierungsdauer im Multiplex-CBA (TagMan-PCR: max. 1 min. und Multiplex-CBA: 1
Std.) zu einem erhoéhten Risiko fir Kreuzreaktivitaten fiihren kann.

Zur Untersuchung von Kreuzreaktivitaten zwischen den Oligonukleotidsonden und den
PCR-Produkten aus Mix 1 und Mix 2 wurden die bead-gekoppelten Olignukleotidsonden
jeweils mit PCR-Produkten aus beiden Mixen fiir eine Stunde bei 60°C inkubiert.

Dabei waren die Fluoreszenzsignale der Oligonukleotidsonde mit dem spezifischen PCR-
Amplifikat deutlich héher als die Fluoreszenzsignale der Sonden mit unspezifischen PCR-
Produkten, die den gemessenen Ergebnissen von NK &hnelten. Kreuzreaktivitaten
wurden allgemein im CBA nicht beobachtet aulRer bei der EBOVZ-Sonde. Dort kam es zu

einem leichten Anstieg der Fluoreszenzintensitat bei der Zugabe von EBOVS-PCR-
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Amplifikaten. Die MFI-PE der EBOVZ-Sonde und dem EBOVS-Amplifikat war immerhin
0,3-fach so hoch wie die MFI-PE der spezifischen EBOVS-Sonde. Die Ursache konnte
moglicherweise eine Kreuzreaktionen zwischen der EBOVZ-Sonde und dem EBOVS-PCR-
Amplifikat sein, die auf eine ahnliche Sequenz der eng verwandten Viren zuriickgefihrt
werden kann. Bei der Analyse mit der ,MegAlign-Software” fiel auf, dass die Amplikons
von EBOVZ und EBOVS zu 55,8% identisch waren. Zum MARV-Amplikon z.B. gab es
jeweils lediglich 33,3%ige (EBOVS) bzw. 36,4%ige (EBOVZ) Ubereinstimmung. Die Daten
der Ubrigen Sonden in der vorliegenden Arbeit demonstrierten eine gute Spezifitdt des
CBAs und bewiesen, dass keine unspezifischen Bindungen an die Oligonukleotidsonden
stattgefunden haben.

Kreuzreaktionen in Multiplex-CBAs sind bekannt. Taniuchi et al. |6sten das Problem,
indem sie den CBA fiir sieben intestinale Parasiten in zwei Versuchsreihen aufteilten:
eine Versuchsreihe fiir Protozoen und eine Versuchsreihe fiir Helminthen (Taniuchi et al.
2011). Bei der Detektion von Humanen Papillomaviren (HPV) mittels Multiplex-CBA
fielen ebenfalls Kreuzreaktionen zwischen einigen HPV auf, die zur Verringerung der
Fluoreszenzintensitat fihrten (Oh et al. 2007, Wallace et al. 2005). Diese Problematik
konnte durch Herabsetzen des Detektionsgrenzwertes (Oh et al. 2007) oder durch das
Herausselektieren einiger HPV aus der Versuchsreihe umgangen werden (Wallace et al.
2005).

Dennoch ist der CBA, der in der vorliegenden Arbeit entwickelt wurde, eine mogliche
Alternative zur quantitativen Real-Time-PCR, dem bisher meist verwendeten

Diagnostikverfahren fir HFV.
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4.1 Ausblick

Der in dieser Arbeit entwickelte CBA zur Detektion von acht afrikanischen HFV bietet
eine gute Alternative zu bisher verwendeten Diagnostikverfahren (z.B. gRt-PCR).
Dennoch gibt es weitere Moglichkeiten den CBA zu optimieren wie die
Verbesserungsansatze in Kap. 3.3.1 (S.60) zeigen: (1) Durch eine Lagerung der
gekoppelten Beads bei -20°C (.N. konnten die Fluoreszenzintensititen der
Hybridisierungsergebnisse von MFI-PE: 50913 erreicht werden, die um den 3,5-fachen
Wert hoher waren als die Fluoreszenzintensititen der Beads, die direkt nach
Kopplungsreaktion zur Hybridisierung verwendet wurden (MFI-PE: 14654). (2) Die
Spezifitat der Fluoreszenzsignale konnte durch Verwenden eines Blockpuffers (z.B. BSA,
SM) verbessert werden (s. Kap. 3.3.1.3, S.62). (3) Eine optimale
Hybridisierungstemperatur zu ermitteln war ein notwendiger Schritt um einen CBA im
Multiplex-System zu ermoglichen. Dabei musste berlcksichtigt werden, dass die
Hybridisierungstemperatur unterhalb der jeweiligen Schmelztemperatur Tys der
einzelnen Sonden lag und dennoch hoch genug war, um unspezifische Hybridisierungen
zu verhindern.

Weitere Moglichkeiten zur Verbesserung des CBAs wadren die Zugabe von apolarem
Formamid oder DMSO. In dieser Arbeit ist darauf jedoch verzichtet worden um das
Verfahren nicht zu kompliziert zu machen.

Durch den hohen Verbrauch an Beads (1,25x10° Beads/Probe d.h. 5ul) waren die Kosten
(1,85€/5ul) eines Multiplex-CBAs zu hoch verglichen mit anderen etablierten Verfahren
wie z.B. gRT-PCR. Um den in dieser Arbeit entwickelten CBA in afrikanischen Laboren
(z.B. Institute Pasteur de Dakar, Senegal) zu etablieren, missen die Kosten zur
Anwendung in der Routinediagnostik noch gesenkt werden. Eine Mdglichkeit liegt in der
Reduzierung der Beadkonzentration. Laut Hersteller (Biorad) kann eine statistisch
relevante Evaluation schon mit 35 Beads/Probe erreicht werden. Dies gilt zumindest flr
das Bioplex-System von Biorad. Es sollte kritisch untersucht werden, ob es sich auf den
CBA, bei dem bisher jeweils 1000 Beads/Probe ausgewertet wurden, Ubertragen lasst. Es

misste dabei die Effizienz der Hybridisierungsreaktion neu lberpriift werden, da das
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veranderte Verhdltnis der Beads zu den PCR-Produkten zur Abschwachung der
Fluoreszenzsignale im Durchflusszytometer fihren konnte. Es konnte dabei auch
Uberlegt werden, ob nicht auch durch Umstellung auf ein anderes System, bzw. anderes
Material, die Kosten gesenkt werden kdénnten. So kénnte z.B. durch die Verwendung von
magnetischen Beads der Beadverlust durch die Waschschritte minimiert werden und
Kosten gesenkt werden.

Dennoch bleibt der Multiplex-CBA der gRT-PCR in einigen Punkten iberlegen. Schliefilich
wird durch die kombinierte Detektion von Virusgenomen, Zytokinen und AK das gesamte
diagnostische Fenster abgedeckt und die gesamte molekulare Diagnostik von acht

afrikanischen HFV auf ein gemeinsames Verfahren beschrankt.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Optimierung eines nukleinsdure-basierenden
Cytometric Bead Array (CBA) zum Nachweis von hamorrhagischen Fieberviren. Um den
CBA entwickeln zu konnen, wurden spezifische PCR-Amplifikate fir acht
hdamorrhagischen Fieberviren (HFV) an bead-gekoppelte Oligonukleotidsonden
hybridisiert. Bei den acht HFV handelte es sich um Rift-Valley-Fieber-Virus (RVFV), Krim-
Kongo-Hamorrhagisches-Fieber-Virus (CCHFV), Marburg-Virus (MARV), Ebola-Zaire-Virus
(EBOVZ), Ebola-Sudan-Virus (EBOVS), Gelbfieber-Virus (YFV), Dengue-Virus (DENV) und
Lassa-Virus (LASV).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Multiplex-RT-PCRs fiir die ausgewahlten Sequenzen
der acht HFV entwickelt und in der gRT-PCR aufeinander abgestimmt. Die
Oligonukleotidsonden wurden mithilfe von 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)-
Carbodiimid (EDAC) an die carboxylierten Beads gekoppelt. Durch diese
Oligonukleotidsonden konnten die spezifischen PCR-Amplifikate aus den Multiplex-RT-
PCRs an die Beads hybridisiert werden. Mit Hilfe von RNS-Standards bekannter
Konzentrationen konnte die analytische Sensitivitdt der bead-gekoppelten Sonden
ermittelt werden. Die Analyse erfolgte am Durchflusszytometer (FACS Canto'™ Il). Die
Spezifitat der Oligonukleotidsonden konnte durch Abwesenheit von Kreuzreaktionen im
Multiplex-Hybridisierungsverfahren bewiesen werden. Die Sensitivitdten des Cytometric
Bead Array sind mit den Sensitivititen einer gRT-PCR, dem meist verwendeten
Verfahren zur HFV-Diagnostik, vergleichbar. Damit ist in der vorliegenden Arbeit ein
Diagnostikverfahren entwickelt worden, das eine Alternative zur Routinediagnostik von

HFV bietet.
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