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Abstract

Besides the classical production in embryonated chicken eggs, influenza vaccines can also
be produced in cell culture-based processes. These cell culture processes have many
advantages over egg-based processes such as a higher flexibility regarding lead times of
production campaigns and as an alternative for vaccine manufacturing in case of avian
influenza epidemics. To optimise productivity of cell culture processes not only improved
cell growth but also the understanding of virus host cell interaction is of crucial
importance. Thereby, limiting steps and starting points for optimisation of upstream
processing can be identified. In order to contribute to this understanding, aim of this thesis
was to characterise influenza virus infection dynamics and virus-induced apoptosis of host
cells. Flow cytometric staining of the influenza virus NP protein was used to monitor the

time course of infection and a TUNEL assay to characterise progress of apoptosis.

Firstly, studies on statistical analysis of flow cytometric data including the choice of
cytometric control samples were carried out. Secondly, infections of adherent Madin-
Darby canine kidney (MDCK) cells with different influenza virus strains at several
multiplicity of infection (MOI) were performed, followed by studies on defective
interfering particles (DIPs). Thirdly, infections of adherent MDCK cells were additionally
performed in stirred tank bioreactors (STR). Finally, the MDCK.SUS2 suspension cell line
was characterised for influenza virus propagation. Analysis of virus-induced apoptosis and
infection dynamics both in dependence of virus strain and MOI as well as for an adherent
and a suspension cell line are unique features of this thesis. In addition, data obtained in
this work were used in research collaborations for stochastic as well as deterministic

mathematical models of influenza virus propagation in cell culture.

At MOI 10* all influenza virus strains tested in adherent MDCK cells in T25-flasks
(A/PR/8 from the Robert Koch Institute (RKI) and from the National Institute for
Biological Standards and Control (NIBSC), A/Uruguay/716/2007-like high growth
reassortant (HGR) and A/Wisconsin/67/2005-like HGR) showed few strain-specific
differences in haemagglutination (HA) titre and Tissue Culture Infective Dose 50 (TCIDsp)
and a late apoptosis induction. In MOI 3 infections with influenza A/PR/8 NIBSC an early
and strong apoptosis induction and no increase in TCIDsy was observed. For all strains,
except for the Wisconsin-like HGR, maximum HA titre was not affected by the MOIL, with
3.0 logjo HAU/100 pL as highest HA titre obtained in infections with the Uruguay-like
HGR. In contrast, maximum TCIDs, decreased with increasing MOI, probably caused by
DIPs. Overall, these data demonstrate the importance of low MOI infection conditions in

virus production to obtain high infectious virus titres.



The influence of DIPs on infection dynamics, HA titre, and TCIDs, was demonstrated in
infections of adherent MDCK cells with influenza A/PR/8 NIBSC seed virus containing
5.4x 10°to 1.0 x 10 infectious virus particles (IVP)/mL (0.2% to 21.3% IVP of total virus
particles). A high percentage (21.3%) in the seed virus resulted in maximum TCIDsq of
3.2 x 10° IVP/mL, while in infections with virus seeds containing low amounts of IVP
(0.2%) no increase in TCIDs, was observed. This demonstrates that virus seeds have to be

carefully controlled to guarantee high yield virus production.

Infections of adherent MDCK cells with influenza virus A/PR/8 NIBSC in STR showed a
4 h earlier onset of infection with a 0.6 log;o HAU/100 pL lower final HA titre, compared
to infections with influenza A/PR/8 RKI. Influenza Uruguay-like and Wisconsin-like
HGRs did not reach final HA titres and maximum TCIDs, of infections with A/PR/8 RKI
(3.3 logip HAU/100 puL, 1.3 x 10° IVP/mL). A low MOI infection (10'5) of MDCK cells
with influenza A/PR/8 RKI resulted in an increased maximum TCIDsy of
2.4x 10° IVP/mL compared to MOI 0.025 infections. In addition, infection of adherent
MDCK cells with influenza A/PR/8 RKI in serum-free medium without washing steps was
performed that showed final HA titre, maximum TCIDsj, and infection dynamics
comparable to infections with washing steps. Thus, direct infection was successfully

demonstrated to be a possible alternative for influenza virus propagation.

As an alternative to the use of adherent MDCK cells, the suspension cell line MDCK.SUS2
was characterised for influenza virus A propagation in serum-free medium. Testing
different medium exchange strategies revealed a 1:2 dilution of the culture broth at time of
infection as optimal to achieve fast onset of infection and to obtain high HA titres. MOI
10” infections of MDCK.SUS?2 cells with influenza A/PR/8 RKI showed lower HA titres
and TCIDso and more pronounced virus-induced apoptosis levels compared to adherent
MDCK cells. Future studies will have to clarify whether the increased apoptosis of
MDCK.SUS2 cells is related to changes in cellular factors during the cell line adaptation

process.

In summary, this work demonstrated low MOI infection conditions to be beneficial for
optimisation of TCIDs, yields in influenza A virus production. Infection dynamics
depended, however, on virus strain, especially in terms of virus-induced apoptosis. In
addition, presence of DIPs in seed virus strongly influenced infectious virus yields. Finally,
a MDCK suspension cell line was demonstrated to be an alternative to adherent MDCK
cells, offering a production process that is easier to scale-up. Still, in infections with
adherent MDCK cells higher HA titre and TCIDsy were obtained. Concluding, this work
contributed to the understanding of influenza virus propagation in cell culture, and
provided valuable insights for optimisation of upstream processing in influenza vaccine

production.



Kurzfassung

Als Alternative zur Produktion in bebriiteten Hithnereiern werden Influenza Vakzine heute
teilweise bereits in zellkulturbasierten Prozessen hergestellt. Diese Prozesse bieten einige
Vorteile wie eine hohe Flexibilitdt der Produktionsvorlaufzeiten und sind eine Alternative
zur Vakzinproduktion im Falle von Vogelgrippeausbriichen. Zahlreiche Zelllinien werden
in der Literatur als zur Influenzavirusvermehrung geeignet beschrieben. Zur Erhohung der
Produktivitit dieser zellkulturbasierten Prozesse ist nicht nur die Verbesserung des
Zellwachstums von Bedeutung, sondern auch das Verstindnis der Virus-Wirtszell-
Interaktion. Dies ermdglicht das Auffinden limitierender Schritte und Ansatzpunkte zur
Optimierung des Upstream Processing. Ziel dieser Arbeit war durch die Charakterisierung
von Influenza Virus Infektionsdynamiken und virusinduzierter Apoptose einen Beitrag
hierzu zu leisten. Dazu wurden eine durchflusszytometrische Farbung eines Virusproteins
sowie ein TUNEL Assay zur Apoptosemessung durchgefiihrt.

Zunichst wurde die statistische Auswertung durchflusszytometrischer- und Virustiter-
Daten sowie die Wahl der Kontrollproben fiir die Zytometrie untersucht. Dann wurde in
statischen KulturgefdBlen der Einfluss der multiplicity of infection (MOI) sowie die Rolle
von defective interfering particles (DIPs) analysiert. Im Anschluss wurden Riihrkesselver-
suche mit adhérenten Zellen durchgefiihrt. SchlieBlich wurde eine Suspensionszelllinie zur
Influenzavirusvermehrung charakterisiert. Die Analyse von Infektionsdynamik und virus-
induzierter Apoptose in Abhdngigkeit der MOI und des Virusstammes sowie im Vergleich
einer adhidrenten mit einer Suspensionszelllinie sind Alleinstellungsmerkmale dieser
Arbeit. Darliber hinaus wurden Daten dieser Arbeit zur mathematischen Modellierung der

Influenzavirusvermehrung in Zellkultur im Rahmen von Forschungskooperationen genutzt.

Infektionen adhérenter Madin-Darby canine kidney (MDCK) Zellen in T-Flaschen bei
MOI 10* zeigten geringe Unterschiede in Himagglutinations (HA) Titer und Tissue
Culture Infective Dose 50 (TCIDsp) und eine spéte virusinduzierte Apoptose aller ge-
testeten Virusstimme (A/PR/8 vom Robert-Koch-Institut (RKI) und vom National Institute
for Biological Standards and Control (NIBSC), A/Uruguay/716/2007-like high growth
reassortant (HGR) und A/Wisconsin/67/2005-like HGR). Infektionen mit Influenza
A/PR/8 NIBSC zeigten bei MOI 3 eine frithe und starke Apoptoseinduktion sowie keinen
Anstieg im TCIDso. Aufler fir Wisconsin-like zeigten die finalen HA Titer keine
Abhingigkeit von der MOI; der hochste Titer 3.0 log;o HAU/100 uL wurde in Infektionen
mit Uruguay-like HGR erzielt. Im Gegensatz zum HA Titer nahm der maximale TCIDs,
mit zunechmender MOI ab, vermutlich durch die Anreicherung von DIPs bei hohen MOL.
Die Daten zeigen damit, dass niedrige MOI eine besondere Rolle fiir hohe TCIDs spielen.



Der Einfluss von DIPs auf Infektionsdynamik und Virustiter wurde weiter in einer Studie
mit verschiedenen Chargen A/PR/8 NIBSC Saatvirus untersucht, die TCIDs, zwischen
5.4 x 10° und 1.0 x 10° infektidse Viruspartikel (IVP)/mL (0.2 bis 21.3% IVP) besitzen.
Saatvirus mit hohem Anteil an IVP (21.3%) erzielte einen maximalen TCIDsy von
3.2x 10° IVP/mL, wohingegen Saatvirus mit geringem Anteil an IVP (0.2%) keinen
Anstieg im TCIDso bewirkte. Dies zeigt, dass die Saatviruszusammensetzung kontrolliert

werden muss, um hohe Virustiter in der Influenzavakzinproduktion zu erhalten.

Riithrkesselinfektionen adhdrenter MDCK Zellen mit A/PR/8 NIBSC zeigten einen um
4 Stunden fritheren Anstieg und einen um 0.6 log;o HAU/100 pL niedrigeren HA Titer im
Vergleich zu A/PR/8 RKI Infektionen. Auch mit Influenza Uruguay-like und Wisconsin-
like HGRs wurden nicht so hohe Titer wie mit A/PR/8 RKI (3.3 log;o HAU/100 pL,
1.3x 10° IVP/mL) erreicht. Infektionen mit A/PR/8 RKI bei niedriger MOI (10"5) zeigten
im Vergleich zu MOI 0.025 einen erhdhten maximalen TCIDsy von 2.4 x 10° IVP/mL.
AuBerdem zeigte eine direkte Infektion in serumfreien Medium ohne Waschschritte kaum
Veridnderungen in HA Titer, TCIDsy und Infektionsdynamik verglichen mit Infektionen
mit Waschschritten. Damit wurde eine komplett serumfreie Virusvermehrung als gute

Alternative zu Prozessen mit Zellwachstum in serumhaltigem Medium aufgezeigt.

Als Alternative zu adhdrenten Zellen wurde die Suspensionszelllinie MDCK.SUS2 zur
Virusvermehrung in serumfreiem Medium charakterisiert. Der Vergleich verschiedener
Mediumswechselstrategien zeigte, dass eine direkte Infektion ohne Waschschritte zwar
moglich, eine 1:2-Verdiinnung zum Zeitpunkt der Infektion aber optimal ist, um eine
schnelle Infektionsdynamik und hohe Virustiter zu erzielen. MOI 10~ Infektionen zeigten
allerdings niedrigere HA Titer und TCIDs, sowie eine deutlich verstirkte virusinduzierte
Apoptose als bei adhdrenten MDCK Zellen beobachtet. Weitere Studien werden kldren
miissen inwieweit die verstirkte Apoptose mit zelluldren Verdnderungen durch den

Adaptationsprozess zusammenhéangt.

Zusammenfassend hat diese Arbeit den positiven Einfluss niedriger MOI auf infektiose
Virustiter in der zellkulturbasierten Influenzavermehrung dargelegt. Der Einfluss der MOI
hing dabei stark vom Virusstamm ab, besonders in Hinblick auf virusinduzierte Apoptose.
Des Weiteren wurde gezeigt, dass DIPs die infektiose Virusausbeute beeinflussen.
Schlieflich wurde die MDCK.SUS2 Zelle als leicht hochzuskalierende Alternative zur
adhdrenten MDCK Zelle getestet. Allerdings blieben HA Titer und TCIDso unter denen
adhidrenter MDCK Zellen. Damit tragt diese Arbeit zum Verstidndnis der Virusvermehrung
in Zellkultur bei und zeigt wertvolle Mdglichkeiten zur Optimierung des Upstream
Processing der Influenzavakzinproduktion auf.
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