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1. Einleitung

1.1 Das Chikungunya-Fieber (Infektion mit dem Chikungunya Virus)

Das Chikungunya Virus (CHIKV) zahlt zu den Arboviren (arthropod-borne) und wird von
Moskitos der Gattung Aedes Ubertragen. Ein enzootischer sylvatischer Zyklus ist in Afrika
nachgewiesen worden, wobei hier das Virus zwischen nicht-menschlichen Primaten und
verschiedenen waldbewohnenden Moskitoarten (Aedes-Arten) zirkuliert. Fur die Infektionen
des Menschen sind die anthropophilen Moskitos Aedes aegypti (Gelbfiebermiicke) und
Aedes albopictus (Tigermulcke) verantwortlich (Coffey et al. 2014).

Heutzutage ist Chikungunya vor allem in Indien, im Indischen Ozean, Sidostasien und im
subsaharischen Afrika endemisch und I6st immer wieder weltweit gro3e Epidemien aus, wie
zuletzt in der Karibik (2013) und Latein Amerika mit 351,000 vermuteten Fallen im Jahr 2016

(www.paho.org, Lourengo-de-Oliveira und Failloux 2017).

1.1.1 Klinisches Erscheinungsbild der Erkrankung

Eine Infektion mit dem CHIKV &aufllert sich mit einem plétzlichen Einsetzen von
unspezifischen klinischen Symptomen, die dem Erscheinungsbild einer Grippe dhneln. Nach
einer Inkubationszeit von 2-4 Tagen klagen infizierte Personen Uber starke Kopfschmerzen,
hohes Fieber, Ubelkeit, Erytheme, Petechien, sowie Muskel- und Gelenkschmerzen. In den
meisten Fallen ist eine CHIKV-Infektion selbstlimitierend und die akute Phase, mit den zuvor
beschriebenen Symptomen, ist innerhalb kurzer Zeit (Tage bis Wochen) lberwunden
(Schwartz und Albert 2010). Andere Verlaufe zeigen eine Persistenz des Virus, sowie eine
persistierend-rezidivierende Arthritis (12-49%) mit oder ohne anhaltender Myalgie, die Uber
Monate und Jahre andauern kann (Dupuis-Maguiraga et al. 2012). Bei der Arthritis sind
verschiedene Gelenke betroffen, die Manifestation im unteren Ricken und der daraus
resultierende gebeugte Gang der Betroffenen fihrte zur Namensgebung. Chikungunya
bedeutet ,der gebeugt Gehende“ und stammt aus der Sprache der Makonde, ein Stamm in
Sudosttansania (Burt et al. 2017). Weitere Komplikationen konnten in sehr jungen (<1 Jahr)
oder alteren (>65 Jahren), sowie durch weitere Infektionen immunsupprimierte Patienten
beobachtet werden. So ist von klinischen Fallen mit Enzephalitis, Enzephalopathien,
Myokarditis und Kreislaufversagen berichtet worden (Alvarez et al. 2017; Inglis et al. 2016).
Im Allgemeinen ist die Todesrate bei einer Chikungunya-Erkrankung zwar gering (0,1%)
(Caglioti et al. 2013) und bei 15% der Infektionen liegt sogar ein asymptomatischen Verlauf
vor (Schwartz und Albert 2010), dennoch flihren gerade die persistierenden Arthritiden zu
einer starken Einschrankung der Betroffenen und zu 6konomischen Kosten wahrend grof3er
Epidemien. AuRerdem konnte bereits die vertikale Ubertragung (Mutter-Kind) nachgewiesen

und das CHIKV in der Brustmilch einer stillenden Mutter detektiert werden (Cardona-Correa
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et al. 2017; Campos et al. 2017). Das erhdht die Gefahr der Neuinfektionen sehr junger
Individuen mit schweren Krankheitsverlaufen und starken Komplikationen. Dies ist von
grolRer Bedeutung gerade im Hinblick auf die immer grélRer werdende Pravalenz des Virus
auf der ganzen Welt. Zusatzlich ist CHIKV in Gebieten endemisch und epidemisch, in denen
auch andere Viren zirkulieren, die denselben Vektor (Aedes-Arten) zur Ubertragung nutzen.
Dies kann zu Co-Infektionen und Komplikationen flhren. Eine Infektion mit mehreren Viren
kann eine synergistische, negative Wirkung der Viren auf den Wirt zur Folge haben. Es
konnen Erkrankungen mit schweren Verlaufen auftreten und Fehlbehandlungen, durch den
Nachweis nur eines Virus, durchgefuhrt werden (Yamamoto, David W. (CDC/OID/NCEZID)
(CTR)). Co-Infektionen mit Dengue (DENV) oder dem Zika-Virus sind bereits nachgewiesen
worden (Goertz et al. 2017; Furuya-Kanamori et al. 2016). Bislang sind noch keine
spezifischen Medikamente gegen eine Chikungunya-Infektion vorhanden, sodass nur eine

symptomatische Behandlung mdglich ist (Abb.1).

WATCH OUT FOR DOCTOR’S DIKTAT
® Fever ranging from three - ® Try and avoid mosquito - A
days to more than a week ~ bites
~ =
- : \\ ® Take Paracetamol for fever - .
® Severe joint pain O »
;&_;)—,_q‘ ® Don't take steroids without @
\ : medical guidance for -
® Headache = joint pain 2
= N
|
® Rashes . @ Drink lots of water \ f

Abb. 1 Klinische Symptome einer CHIKV-Infektion

Menschen, die sich mit CHIKV infiziert haben, leiden an grippedhnlichen Symptomen, welche mit gangigen
Mitteln behandelt werden. Spezifische Medikamente gegen das Chikungunya-Fieber sind bislang noch nicht
erhaltlich.

(https://www.telegraphindia.com/1111121/jsp/calcutta/story 14779176.jsp)
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1.1.2 Wirtszelltropismus und Pathogenese

Die Ubertragung des CHIKV erfolgt (iblicherweise horizontal Giber einen Moskitobiss (Aedes-
Arten). Zwar ist auch eine vertikale Ubertragung (maternal-neonatal) méglich, jedoch macht
dies nur einen geringen Anteil der Neuinfektionen aus (Gérardin et al. 2008).

Der Ubertragungskreislauf zwischen Vektor (Moskito) und Wirt (Primaten, vielleicht auch
andere Vertebraten) verhalt sich im sylvatischen (,Waldzyklus®, Tier-Tier) und urbanen
(,Stadtzyklus®, Mensch-Mensch) Zyklus gleich. Der Vektor nimmt das Virus Uber eine
Blutmahlzeit an einem infizierten Wirt auf. Das CHIKV besiedelt die Epithelzellen des
Mitteldarms des Moskitos und wandert Giber das Hamocoel zu den Speicheldriisen. Bei einer
erneuten Blutmahlzeit gelangen die Viren Uber den infizierten Speichel in einen neuen Wirt
(Coffey et al. 2014) (Abb. 2) .

\/uusas replicate in \
the midgut, crva

neural !nssue;

’_& bodies, etc :g: gE
iruses in the hum3h Viruses enter the
biod enter the dy cavity
‘fsquim body cavity :

\iruses enter the human  Viruses enter the

By w3 the saliggland salwa gland
“of the mosqk 2

Abb. 2 Virus-Vektor-Zyklus
Eine Blutmahlzeit des Vektors an einem infizierten Wirt fuhrt zu einer Aufnahme des Virus. Das Virus dringt in die
Darmzellen des Vektors ein, repliziert und verteilt sich in der Speicheldriise. Neuinfektionen erfolgen Uber den

infizierten Speichel eines Vektors wahrend einer Blutmahlzeit an einem neuen Wirt. (http://www.chikungunya.in/)

Durch den Moskitobiss wird dem Wirt intradermal CHIKV injiziert und eine sofortige
Replikation in den subkutanen Blutgefalen und empfanglichen Zellen der Haut
(Fibroblasten, Makrophagen und Endothelzellen) schlieRt sich an. Uber die Blutbahn gelangt
das Virus zu den Zielorganen Leber, Muskel, Gelenke, Lymphorgane und Gehirn (Schwartz
und Albert 2010; Caglioti et al. 2013). Nach einer Inkubationszeit von 2-4 Tagen kommt es
zu einem plétzlichen und heftigen Einsetzen der Krankheitssymptome. Dieses Ereignis
korreliert mit der Viramie (mit Virustitern von bis zu 108 viralen Partikeln pro ml Blut) und
einem simultanen Anstieg der Typ-l-Interferonkonzentration. Die Interferonantwort gehort
zum angeborenen Immunsystem, die erste Antwort, die auf ein eindringendes Pathogen

erfolgt. Die Kombination aus angeborener und adaptiver Immunantwort (vor allem durch
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Stimulation der CD4+ T-Lymphozyten und Zytokine) scheint das CHIKV gut bekédmpfen zu
konnen, denn in den meisten Fallen ist eine Chikungunya-Infektion selbstlimitierend und eine
Virusdetektion nach ca. 7-10 Tagen nicht mehr moglich (Caglioti et al. 2013). Andererseits
konnten auch RAG-defiziente Mause (Mangel an Lymphozyten) eine CHIKV-Infektion
effektiv bekdmpfen und den Organismus vom Virus befreien. Dies lasst darauf schliel3en,
dass die adaptive Immunantwort keine entscheidende Rolle in der Bekdmpfung des Virus
spielt, auch wenn Mause keinen natlrlichen Wirt des CHIKV darstellen (Schwartz und Albert
2010) (Abb. 3).

IFN response

Antibodies

T cells?
Viral load
$ 2—-4 days 3-5 days Months—years
Mosquito bite and Clinical presentation; B

CHIKV transmission acute disease Displaying disease symptoms

Nature Reviews | Microbiology

Abb. 3 Inmunantwort wahrend einer Chikungunya-Infektion

Wahrend einer Chikungunya-Infektion kommt es nach einer Inkubationszeit von 2-4 Tagen zu einem plétzlichen
Einsetzen der Krankheitssymptome. Zu diesem Zeitpunkt erreicht der Virustiter im Blut seinen Hoéhepunkt.
Gleichzeitig steigt auch die Typ-I-Interferon-Konzentration an und korreliert mit dem Einsetzen der
Krankheitssymptome. Nach 7-10 Tagen ist das Virus aus dem Wirtsorganismus entfernt und auch die Interferon-
Konzentration sinkt wieder. Erst nach dem Eliminieren des Virus ist eine effektive, spezifische adaptive

Immunantwort (spezifische Antikorper, spezifische T-Zellen) registrierbar. (Schwartz und Albert, 2010)

Weiterhin scheint eine Beteiligung von spezifischen Antikdrpern an der Elimination des Virus
nahezu ausgeschlossen, da das Virus, wie schon erwahnt, in den meisten Fallen nach ca. 7-
10 Tagen aus dem Wirtsorganismus verschwunden ist und spezifische Antikdrper erst in

dieser Zeit gebildet werden. Jedoch sind spezifische, neutralisierende Antikdrper nach der
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Genesung im Serum der Patienten detektierbar und fihren zu einer lebenslangen Immunitat
(Long und Heise 2015). Eine Uberschieffende Reaktion bzw. Fehlleitung der adaptiven
Immunantwort wird allerdings mit der persistierenden Polyarthritis in Verbindung gebracht.
Durch Kreuzreaktionen sollen B- und T-Lymphozyten gegen wirtseigene Strukturen gerichtet
worden sein, wodurch es zur Ausbildung einer Autoimmunreaktion kommt (Schwartz und
Albert 2010; Hoarau et al. 2010). Eine anhaltende Gelenksentzindung mit erhdhter Anzahl
von Entziindungszellen in der Synovialfliissigkeit ist lange nach Uberwindung der akuten
Phase in Patienten mit persistierender Polyarthritis zu vermerken (Hoarau et al. 2010). Her et
al. (2010) gehen davon aus, dass infizierte Monozyten/ Makrophagen fur die Verbreitung des
Virus im Wirtsorganismus, sowie durch ihre Migration in die Synovialzellen von Gelenken fur
die Persistenz des Virus und damit einhergehender persistierender Polyarthritis
verantwortlich sind. Bisher sind die Forschungen Uber die Pathogenese der persistierenden
Polyarthritis, sowie die Rolle des adaptiven Immunsystems noch nicht abgeschlossen.
Zusammengefasst repliziet das CHIKV in vitro in vielen verschiedenen adharent
wachsenden Zelllinien wie Epithel- und Endothelzellen, Fibroblasten, Makrophagen und
muskuldaren Satellitenzellen. So zeigten auch Untersuchungen im Mausmodel, dass CHIKV
vornehmlich in Muskel-, Gelenk- und Hautfibroblasten, sowie in Endothel- und Epithelzellen
vieler Organe (Leber, Milz, Gehirn) repliziert (Dagley und Julander 2013). Im Gegensatz
dazu sind sowohl B- und T-Lymphozyten, als auch ausdifferenzierte Myotubes nicht mit dem
CHIKYV infizierbar. Eine akute Infektion mit dem CHIKV fihrt zwar zu einer Lymphopenie,
diese ist jedoch nicht auf eine direkte Wirkung des Virus auf B- und T-Lymphozyten
zurtickzufiihren (Akahata et al. 2010).
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1.1.3 Globale Verteilung

Das Chikungunya-Fieber gehdrt zu den sogenannten ,vector-borne“Erkrankungen. Unter
vector-borne versteht man, dass das Virus Uber einen lebenden Organismus (Vektor), im
Falle von Chikungunya Uber Moskitos der Gattung Aedes, Ubertragen wird.

CHIKV zirkuliert in Afrika in einem enzootischen, sylvatischen Zyklus zwischen
waldbewohnen Moskitos und nicht-menschlichen Primaten (Jupp und Mcintosh 1990). Durch
anthropophile Aedes-Arten erfolgt die Ubertragung des Virus auf den Menschen. In Afrika
zirkulieren zwei grof3e enzootische Virusstamme. Der Westafrikanische (WA) und der ost-
/zentral-/sUdafrikanische Stamm (ECSA) (Volk et al. 2010).

1952 wurde CHIKV wahrend einer grolden Epidemie erstmals isoliert und wissenschaftlich
beschrieben, wobei Aedes agypti (Gelbfiebermicke) als Ubertragender Vektor identifiziert
werden konnte (Coffey et al. 2014). 1958 wurde Uber einen ersten Ausbruch in Asien
(Thailand) berichtet und ein weiterer Virusstamm (asiatischer Stamm) identifiziert (Coffey et
al. 2014). Seit dieser Zeit kam es immer wieder zu kleineren Epidemien in Afrika, Asien und
Indien. Fur groRes Aufsehen sorgte der Chikungunya-Ausbruch 2005 auf der franzdsischen
Insel La Réunion (Indischer Ozean), bei dem ein Drittel der Bevdlkerung (ca. 266.000
Bewohner) infiziert wurde. Der ECSA-Stamm hatte sich durch Reisende im Indischen Ozean,
Indien und Sildostasien ausgebreitet und traf hier auf eine immunologisch naive
Bevolkerung. Dies fiihrte zu einem hoch infektidsen Virus, das viele Menschen infizieren
konnte und einige schlimme Erkrankungsfalle ausléste (Schuffenecker et al. 2006; Weaver
2014). Wahrend dieser Ausbreitung kam es zu der Ausbildung eines neuen Virusstamms
(Indischen Ozean Stamm (IO)), der verschiedene Punktmutationen aufwies. Die
bedeutendste Mutation ist der Aminosaureaustausch an der Stelle 226 des Glykoproteins E1
von Alanin (A) zu Valin (V) (Schuffenecker et al. 2006). Diese Mutation flhrte zu einer
verbesserten Replikation in Aedes albopictus (asiatische Tigermicke), wahrscheinlich durch
die bessere Anpassung an das Lipidmuster auf der Zellmembran dieser Moskitoart (Coffey et
al. 2014). Auch im Semliki-Forest-Virus hat die Stelle 226 im Glykoprotein E1 die
Cholesterol-abhangigkeit wahrend der Zellfusion (Chatterjee et al. 2002) beeinflusst. Die
Mutation im CHIKV-Genom hatte jedoch keinen Nachteil auf die Nutzung des urspriinglichen
Vektors (Aedes aegypti). Die ErschlieRung des neuen Vektors legte die Basis flir die globale
Verbreitung des CHIKV, denn Aedes albopictus ist nicht nur in Tropen und Subtropen der
Erde beheimatet, sondern kann auch in den gemaRigten Klimazonen gut Gberleben. So kam
es bereits 2007 zur ersten Epidemie in Europa. Von ungefahr 200 Fallen in der Region um
Ravenna ist berichtet worden (Lines 2007). Im Jahre 2008 wurde der IO-Stamm auch in
Sldostasien entdeckt (Hapuarachchi et al. 2010) und fihrte im September 2010 in
Frankreich zur lokalen Ubertragung von CHIKV durch dort anséassige asiatische

Tigermucken (Gould et al. 2010). Die ersten Berichte Uber Chikungunya-Ausbriche auf dem
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amerikanischen Kontinent erfolgten im Dezember 2013. Das CHIKV erreichte die Karibik,
breitete sich nach Zentral- und Stidamerika aus und fuhrte dort zu einer immer noch
andauernden Epidemie. Interessant ist hier, dass die lokale Ubertragung durch Aedes
aegypti erfolgte und Infektionen vom asiatischen Virusstamm hervorgerufen wurden (Leparc-
Goffart et al. 2014). In Europa kam es 2014 in Frankreich und 2015 in Spanien zu CHIKV-
Ausbriichen mit lokaler Ubertragung durch Aedes albopictus (Delisle et al. 2015,

www.who.int/csr/don/archive/disease/chikungunya/en/). Reisende brachten das Virus ins

Land und die ortsansassigen asiatischen Tigermucken verbreiteten CHIKV in der
Bevolkerung. Gefahrlich am unspezifischen klinischen Erscheinungsbild einer Chikungunya-
Erkrankung ist, dass es haufig zu Verwechslungen mit anderen viralen Infektionen fuhrt, wie
z.B. mit dem Dengue-Fieber. Auflerdem nutzen mehrere Viren die Aedes-Arten als
Ubertrager, sodass oftmals eine CHIKV-Infektion nicht erkannt oder bei einer Co-Infektion
Ubersehen wurde und so eine vollstandige epidemiologische Geschichte des CHIKV
eventuell nicht darstellbar ist (Yamamoto, David W. (CDC/OID/NCEZID) (CTR)).

\Qﬁ-: "
’ \T}};
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{

Abb. 4 Zeitliche und geografische Verbreitung des Chikungunya Virus

Nach der ersten Beschreibung des CHIKV 1952 in Tansania folgten mehrere Ausbriiche in Afrika und Asien, bei
denen CHIKYV Uber Aedes aegypti tbertragen wurde. 2005 breitete sich das Virus im Indischen Ozean aus und
ein neuer Virusstamm (lIO), der besser in Aedes albopictus replizieren konnte, entstand. 2007 sind erste
Epidemien in Europa beschrieben worden und seit Ende 2013 hat CHIKV auch den amerikanischen Kontinent
erreicht.

CHIKV ist endemisch im subsaharischen Afrika, Sitidostasien, Indien und im Indischen Ozean. Grof3e, noch
andauernde Epidemien sind aktuell auf dem amerikanischen Kontinent zu verzeichnen. Hier scheinen die

Bedingungen fur CHIKV gut zu sein, sodass das Virus endemisch werden kénnte. (Coffey et al. 2014)


http://www.who.int/csr/don/archive/disease/chikungunya/en/).Reisende
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Die Gefahr vor weiteren grof3en Epidemien weltweit oder auch vor der Ausbildung neuer
endemischer Zyklen (z.B. im tropischen Amerika; Lourencgo-de-Oliveira und Failloux 2017)
nimmt immer weiter zu, da sich Chikungunya, nicht zuletzt durch die Nutzung der asiatischen
Tigermlcke als Vektor und den zunehmenden Reisetourismus, global ausbreitet. Die
asiatische Tigermlcke ist bereits in vielen Landern der gemaRigten Klimazone gesichtet
worden, die Pravalenz ist steigend (Kraemer et al. 2015). AulRerdem ist CHIKV in vielen
beliebten Urlaubszielen aktiv, was zu einer steigenden Anzahl importierter Chikungunya-
Falle fihrt. So werden auch in Deutschland regelmafig importierte Infektionen registriert
(https://www.abig.rki.de/ABiG/DE/Content/Agenzien/Agenzien.html?eigenschaft=4195394&a
gens=4694152, in Deutschland besteht Meldepflicht). Generell ist die Globalisierung bei der

Verteilung verschiedener Viruserkrankungen beteiligt. Daher ist es von enormer Bedeutung,
sowohl vorliegende Infektionen grindlich zu diagnostizieren, als auch antivirale Mittel bzw.
praventive Mittel (Impfstoffe) zu entwickeln, um die Verbreitung des Virus und das Ausmalf}
der Epidemien einddmmen zu koénnen. Momentan kann nur symptomatisch behandelt

werden und Reisenden wird geraten, sich gegen Moskitos zu schiitzen.

B current or previous local transmission of chikungunya virus

Abb. 5 Aktuelle Verbreitung von Chikungunya mit lokaler Ubertragung
Diese Karte zeigt Lander, in denen Chikungunya aktuell aktiv ist und lokal tbertragen werden kann. Lander, in
denen nur von importierten Fallen berichtet worden ist, sind in dieser Darstellung nicht aufgefiihrt.

(https://www.cdc.gov/chikungunya/geo/index.html)



https://www.abig.rki.de/ABiG/DE/Content/Agenzien/Agenzien.html?eigenschaft=4195394&agens=4694152
https://www.abig.rki.de/ABiG/DE/Content/Agenzien/Agenzien.html?eigenschaft=4195394&agens=4694152
https://www.cdc.gov/chikungunya/geo/index.html
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1.2 Das Chikungunya Virus

Das Chikungunya Virus (CHIKV) gehért der Gattung Alphavirus an, die wiederum zur Familie
Togaviridae zahlt.

Die Familie der Togaviridae (Toga = Mantel) umfasst zwei Gattungen, die bereits erwdhnten
Alphaviren und die Rubiviren. Die Gattung Rubivirus ist monotypisch, d.h. sie umfasst nur
den Erreger der Rételn (Spezies: Rubillavirus). Zu den Alphaviren zéhlen bis zu 30 Spezies,
die alle im Virusgenom eine positiv-einzelstrangige RNA aufweisen. Weiterhin sind die Viren
behullt und besitzen auf der Virushille charakteristische Spikes, die aus den Glykoproteinen
E1 und E2 bestehen. Untereinheiten der Virionen sind in ikosaedrischer Symmetrieform
angeordnet und ein Virion misst eine Grofe von etwa 60-70nm Durchmesser. Ein veralteter
Name der Gattung Alphavirus ist Arbovirus A (Arthropode Born viruses), was ehemals vom
Ubertragungsweg der Viren via Miicken abgeleitet wurde und immer noch ein gemeinsames
Merkmal der meisten Mitglieder dieser Gattung ist (Doerr und Gerlich 2010).

CHIKV lasst sich mit nah verwandten Spezies, wie zum Beispiel dem O'Nyong-nyong-Virus
(ONNV), Ross-River-Virus (RRV), Semliki-Forest-Virus (SFV) u.a. zum Semliki-Forest-
Komplex zusammenfassen. Dieser Komplex, wie auch das gut untersuchte Sindbis-Virus
(SINV) gehéren zu den Alphaviren der ,Alten Welt und pragen das Kklinische
Erscheinungsbild durch Arthralgien, Polyarthritis, Fieber und Hautausschlage (Arthritogene
Alphaviren). Alphaviren der ,Neuen Welt“ werden oft mit den vorherrschenden klinischen
Symptomen einer Enzephalitis assoziiert, jedoch kénnen auch Infektionen mit Alphaviren der
JAlten Welt* bzw. Arthritogene Viren zur Ausbildung einer Enzephalitis (z.B. CHIKV) fihren.
Wichtige Vertreter der Enzephalitis-Untergruppe sind das Eastern-Equine-Encephalomyelitis-
Virus (EEEV), Western-Equine-Encephalomyelitis-Virus (WEEV) und das Venezuelan-
Enzephalomyelitis-Virus (VEEV) (Fields et al. 2001).
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7 emelope 35

24-30 ss(+) Picomaviridae  Enterovirus Poliovirus, echovirus, coxsackie viruses
Hepatovirus  Hepatitis A virus
Rhinovirus  Rhinovirus 1-117
[ Parechovirus  Parechoviruses
30 ss(+) Astrovindae Astrovirus Astrovinuses
33 ss(+) Colicvindae Calicivirus Hepatitis E virus
60-80 ds segm. Reoviridae Coltivirus Colorado tick fever virus
Orthoreovirus  Reowirus 1-3
Rotavirnus i
60-70 ss(+) Togaviridae Alphavirus  Sindbis virus
Lenvelope [_ Rubivicus, Bubellavioue |
L_40 ss(+) Floviviidoe ~ Flavivirus  Yellow fever virus
Hepacivirus  Hepatitis C virus
— 80-220 ss(+) Coronavindoe  Coronavirus  SARS virus
— 80-120 sssegm(-) Orthomyxovindoe Influenzavirus  Influenza A, B, C virus
L 150-300 ss(-) Poramyovindoe  Preumovirus  Human respiratory syncytial virus
Paramyxovirus  Human parainfluenza virus 1 and 3
Rubulavirus  Mumps virus
Morbillivirus  Measles virus
L— 60 x 180 ss(~) Rhabdoviridae  Lyssavirus Rabies virus
— 80 x filament. ss(-) Filovindae Filovirus Marburg virus, Ebola virus
L 100 ss segm, (-) Bumpvindoe  Bunyavirus  Bunyamwera virus
Nairovirus  Gimean-Congo hemorrhagic fever virus
Phlebovirus  Phlebotomus fever virus
Hantavirus  Hantaan virus
50-300 $s segm, (+/-) Arenoviidoe Arenavirus LCMV, Lassa virus
$s segm. (+)  Retrovindae HTLV-retrovicus HTWV 1 and |l
Spumavirus  Spumavirus
Lentivirus HIV 1 and 2

! = Configuration of nucleic acid: ss = single-stranded, ds = double-stranded; 2 = without/with envelope

Abb. 6 Einteilung der RNA-Viren
CHIKYV ist ein +ss-RNA-Virus, das zur Gattung der Alphaviren und diese wiederum zur Familie der Togaviridae

gehort. CHIKV ist behiillt, besitzt charakteristische Spikes auf der Virushille und weist eine ikosaedrische Form,

mit einem Durchmesser von 60-70nm auf. (http://biosiva.50webs.org/virus.htm)
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1.2.1 Das Virusgenom

Das CHIKV-Genom besteht aus einer positiven (+) einzelstrangigen (ss) RNA, die 11,8 kB
umfasst. Der virale RNA-Strang kann aufgrund seiner positiven Orientierung in der Wirtszelle
direkt als mRNA genutzt werden. Zur Stabilisierung weist die RNA am 5°-Ende eine Cap-
Struktur und am 3°-Ende einen Poly-A-Schwanz auf. Der Cap-Struktur folgt eine 76
Nukleotide (nt) lange nicht-translatierbare Region (NTR). Eine weitere NTR befindet sich
auch am 5°-Ende, die dort 526 Nukleotide (nt) umfasst (betrachtet wurde der CHIKV-Stamm
S27) (Solignat et al. 2009). Diese NTRs bestehen aus sich wiederholenden Sequenzen
(RSE) und werden zwar nicht translatiert, scheinen aber wahrend der Translation eine
regulierende Rolle einzunehmen. Weiterhin besitzt das Virusgenom zwei offene Leseraster
(ORF), wobei der erste (von 5" gesehen) 7424 nt grol3 ist und flir die Nichtstrukturproteine
nsP1-4 kodiert. Der zweite ist 3732 nt lang und beinhaltet die genetische Information flr die
drei wichtigsten Strukturproteine das Kapsidprotein (C), sowie die beiden Glykoproteine E1
und E2. Fur beide Proteingruppen wird zuvor ein Vorlauferprotein gebildet, das durch
spatere proteolytische Spaltung in die einzelnen Proteine unterteilt wird (Tsetsarkin et al.
2011). Zusammengefasst lasst sich die Genomorganisation folgendermal3en beschreiben:
5°cap-nsP1-nsP2-nsP3-nsP4-(junction region)-C-E3-E2-6K-E1-poly(A) 3" (Khan et al. 2002)
(siehe Abb. 7). Die Verbindungsregion (junction region) ist, wie die oben beschriebenen
NTRs, eine Sequenz, die nicht translatiert wird. Allerdings befindet sich in dieser 68nt langen
Region unter anderem ein interner Promotor, der die Synthese der 26S subgenomischen
MRNA steuert. Die 26S subgenomische mRNA kodiert fir die Strukturproteine Kapsidprotein
(bildet das virale Kapsid), das Glykoprotein E1 (Klasse IlI-Fusionsprotein) und E2
(verantwortlich fiir die Rezeptorbindung) (Solignat et al. 2009).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 kb

A L 1 L

=
-
S
-

5 NTR Junction 3' NTR

76 (nt) 68 (nt) -

-1 nsP1 nsP2 nsP3 nsP4 c E2 E1 [Hll— PolyA
E3 6K

Abb. 7 Organisation des CHIKV-Genoms

Auf der ca. 12 kb langen CHIKV-RNA befinden sich zwei offene Leserahmen (ORF), wobei der erste fiir die
Nichtstrukturproteine und der zweite fir die Strukturproteine kodiert. Zwischen den beiden ORFs befindet sich die
Verbindungsregion (junction region), die genauso wie die NTRs an den Genomenden nicht translatiert wird und
den Promotor fir die subgenomische mRNA enthalt. Die Virus-RNA besitzt aulRerdem eine 5°-Cap-Struktur,

sowie einen 3’-Poly-A-Schwanz. (Khan et al. 2002)
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1.2.2 Replikationszyklus

Der Replikationszyklus der Alphaviren (Abb.8) findet im Zytoplasma der Wirtszelle statt und
verlauft Uber die Dauer von etwa 4 Stunden (Thiboutot et al. 2010; Caglioti et al. 2013).
CHIKV wird Uber eine Rezeptor-vermittelte Endozytose in die Wirtszelle aufgenommen,
wobei das gebundene Virus von der Wirtsmembran umschlossen und innerhalb von
Endosomen ins Zellinnere transportiert wird (Lee et al. 2013). Verantwortlich fur die Bindung
der noch immer unbekannten zelluldren Rezeptoren ist das virale Glykoprotein E2, das sich
als E2/E1-Heterodimer auf der Virusoberflache befindet. Durch den im Endosom
vorherrschenden sauren pH-Wert kommt es zur Konformationsénderung im E2/E1-Komplex
und das Fusionsprotein E1 wird freigelegt (Kielian 2010) (siehe 1.2.4). Es folgt die
Verschmelzung der viralen mit der zellularen Membran und das virale Nukleokapsid wird ins
Zytoplasma der Wirtszelle entlassen. Das Kapsidprotein besitzt in seiner Sequenz C-terminal
ein Bindungselement, was ihm ermdglicht, an grof3e ribosomale Untereinheiten zu binden
(Singh und Helenius 1992), woran sich dann die Replikation des viralen Genoms in zwei
Schritten anschlieft.

Das Virusgenom besteht, wie in 1.2.2 beschrieben, aus einer positiven einzelstrangigen
RNA, die direkt von zellularen Enzymen des Wirts als mRNA genutzt werden kann. Von ihr
wird das Vorlauferprotein der Nichtstrukturproteine (nsP) (erster ORF), nsP1234, abgelesen
und gebildet. Die nsP sind von besonderer Bedeutung bei sich anschlieRenden
Replikationsvorgangen und steuern diese. Durch proteolytische Spaltung wird zuerst das
nsP4 vom restlichen Polyprotein getrennt. Das nsP4 bildet mit dem Polyprotein nsP123 und
Wirtszellproteinen einen Komplex und synthetisiert einen negativ(-)-Strang, komplementar
zur viralen (+)ss-RNA, der als Template fir die subgenomische 26S mRNA und die
genomische 49S RNA dient (Barton et al. 1991). Ist eine ausreichende Konzentration vom
Polyprotein nsP123 erreicht, wird dieses Protein proteolytisch in seine einzelnen
Nichtstrukturproteine geteilt. Alle nsP (ben zusammen mit zellularen Proteinen eine (+)-
RNA-Strang-Replikase-Funktion aus und bilden vom negativen RNA-Strang die 26S
subgenomische mMRNA (Shirako und Strauss 1994). Bei diesem Prozess ist vor allem nsP2
durch seine Aktivitat als Helikase und Protease von Bedeutung. Von der subgenomischen
mRNA wird das Vorlauferprotein pE2-E1 (C-E3-E2-6k-E1) der Strukturproteine synthetisiert.
Durch autoproteolytische Serin-Proteasen spaltet sich das Kapsidprotein (C) in cis vom
ubrigen Polyprotein ab. Durch die Abspaltung des C-Proteins wird am N-Terminus von pE2
eine Signal-Sequenz frei, die fur die eigene Translokation ins Endoplasmatische Retikulum
(ER) sorgt. Im ER wird das pE2 weiter prozessiert und das Protein 6k abgespalten. Das
Protein 6k ist nach Solignat fur die Translokation von E1 verantwortlich (Solignat et al. 2009).
Die Glykoproteine pE2 und E1 werden vom ER zum Golgi-Apparat transportiert. In Clathrin-

Vesikel verpackt, gelangen sie zur Zellmembran, wobei pE2 im Golgi-Apparat durch Furin-
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Proteasen in die Hullproteine E2 und E3 unterteilt wird (Jose et al. 2009). E3 ist fur die
richtige Faltung des pE2 sowie fur die Verbindung und Interaktionen zwischen den
Glykoproteinen E2 und E1 von Bedeutung (Voss et al. 2010).

Das virale Genom wird von 240 Kapsidproteinen in ikosaedrischen Symmetrieform (T=4)
verpackt und diffundiert als Nukleokapsid (Core) diffus durchs Zytoplasma in Richtung
Zellmembran (Perera et al. 2001). Das Entlassen neuer, fertiger Virionen erfolgt durch
Knospung aus der Wirtszelle, wodurch das Nukleokapsid eine Virushille erhalt. Die
Virushille besteht aus einer Doppellipidschicht, die von der Zellmembran der Wirtszelle
stammt. Aulerdem befinden sich die Glykoproteine E2-E1 als Heterodimere auf der
Oberflache der Virushlille, da diese schon vorher zur Zellmembran gelangten und in diese
integriert wurden (Abb.8) (Strauss und Strauss 1994).

Plasma
membrane

Receptor-
mediated
endocytosis

Cytoplasm /
Endosome @

¢ Nucleocapsid Processed
H* core assembly glycoproteins
El peptide and genomic transported
Release of exposed RNApackaging to plasma
nucleocapsid core membrane
and viral genome /
,49S RNA genome

O,
: . /y %0
| 76 95 RNA genome A3 C%olgi

5
Translation and . | : Processing and
[ :
processing epication @ Replication maturation of
l l glycoprotein

j . U5 —_—
&9 Minus strand RNA %:%\
Replication lw C%

| ER
SRRCER=S ¢, 265 MRNA ,
Translation l Pnrocessing Nucleus
—_— O O “
C—pE2-6K-El Capsid pE2 El a

Abb. 8 Replikationszyklus von Alphaviren
Durch Rezeptor-vermittelte Endozytose (Rezeptorbindung E2) und anschlielender viraler-zellularer
Membranfusion, gelangt das Virusgenom in die Zelle. Die Replikation startet mit der Translation der

Nichtstrukturproteine (Vorlauferprotein nsP1234, nachfolgend in einzelne Proteine prozessiert) direkt vom (+)ss-
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RNA-Strang. Die nsP und zellulare Enzyme bilden einen Komplex und synthetisieren einen (-)ss-RNA-Strang, der
als Template fiir das virale 49S RNA Genom und die 26S mRNA genutzt wird. Von der 26S mRNA wird das
Vorlauferprotein C-pE2-6K-E1 (pE2-E1, p62-E1) translatiert. Das Kapsidprotein (C) spaltet sich autoproteolytisch
vom Vorlauferprotein ab und umhdllt mit 240 Kopien das virale Genom. Das restliche Polyprotein wird durch
Furin-Proteasen weiter prozessiert (ER) und gelangt in Clathrin-Vesikeln (Golgi-Apparat) zur Zellmembran, wo sie
in die Virushiille, die von der Zellmembran gebildet wird, integriert werden. (Schwartz und Albert 2010)

1.2.3 Struktur und Morphologie der Virionen

Das CHIKYV ist ein behlilltes, positiv-einzelstrangiges RNA-Virus. Es besteht aus einem 11,8
kB grofden Virusgenom, (+)ss-RNA, das von einer Proteinhille, dem sogenannten Kapsid,
umhiillt ist. Diese Proteinhille setzt sich aus mehreren Untereinheiten, den Kapsomeren,
zusammen und ist im Durchmesser ca. 40 nm grof3. Bei den Alphaviren wird aus 240 (T=4)
dimeren C-Proteinen ein ikosaedrisches Kapsid gebildet (Modrow et al. 2010). Das C-Protein
steht Uber seine basischen Anteile mit der negativ geladenen Nukleinsdure des viralen
Genoms in nicht kovalenter Verbindung. Das Nukleokapsid ist aulierdem von einer
Virushille umgeben. Diese Hille besteht aus einer doppelten, von der Wirtszelle
stammenden, Phospholipidschicht, die wahrend der Freisetzung neuer Viruspartikel durch
die Knospung entstand (Kielian und Rey 2006). In die Lipidschicht sind zudem virale
Glykoproteine eingelagert, die wahrend der Replikation zur Wirtszellmembran gelangten und
sich im Bereich der Knospung anreicherten. Zelluldre Membranproteine wurden
weitestgehend verdrangt, sodass die Membranhille der Viren hauptsachlich aus
Phospholipiden und viralen Glykoproteinen besteht. Auf der Oberflache der viralen Hille sind
die beiden viralen Hillproteine E1 (Envelope Protein) und E2 zu finden, die als E2/E1-
Heterodimere vorliegen. Insgesamt sind 240 solcher E2/E1-Heterodimere vorhanden, wobei
sich jeweils drei zu Trimeren zusammenlagern und somit 80, in ikosaedrischen Symmetrie
angeordneten, sogenannte Spikes bilden (Voss et al. 2010) (Abb.9). Die Verbindung
zwischen Hulle und Nukleokapsid wird Uber den zytoplasmatischen Teil (C-Terminus) des
Glykoprotein E2 gewahrleistet (Solignat et al. 2009). Ein Viruspartikel misst im Durchmesser
eine Grole von 60-70 nm (Doerr und Gerlich 2010).
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Abb. 9 Atomare Darstellung des Chikungunya Virus

240 E2/E1-Heterodimere sind zu 80 Spikes zusammengelagert. Das Glykoprotein E2 ist in cyan (Doméane A),
dunkelgrin (Domane B), pink (Domane C) und dunkellila (B-ribbon-connector) gefarbt. E1 ist komplett in
sandfarben gehalten. (Voss et al. 2010)

1.23.1  Organisation und Morphologie der Hiillproteine E1 und E2

Auf der Oberflache von Chikungunya Viruspartikeln befinden sich 80 Spikes, die aus jeweils
drei zusammengelagerten E2/E1-Heterodimeren bestehen. Diese beiden Glykoproteine sind
fur den Virus-Eintritt in die Wirtszelle verantwortlich. Auf der Virusoberflache wird E1 von E2
Uberlagert, sodass E2 als erstes mit der Wirtszelle in Kontakt tritt. Uber das Glykoprotein E2
bindet das Virus an einen noch immer unbekannten zellularen Rezeptor, wodurch die
Virusaufnahme in Endosomen und der Transport ins Zellinnere getriggert wird (Kielian 2010).
E2 entstammt dem Vorlauferprotein pE2, das wahrend der Reifung in E2 und E3 geteilt
wurde. E3 umfasst die ersten 64 Aminosauren (AS) vom N-Terminus des pE2 und weist N-
terminal eine B-Schleife auf, der sich drei a-Helix anschlielRen. Wie auch die Ubrigen
Glykoproteine besitzt auch E3, an Position 12, eine Glykosylierungsstelle. In der raumlichen
Darstellung bilden E1 und E2 die Form einer gedrehten Platte von 150A Lange, 50A Héhe
und 25A Breite, aus der E3 seitlich herausragt und der Form eines ,Pferdeschuhs® dhnelt.
Das 432 AS groRRe Glykoprotein E2 besteht ausschliellich aus B-Faltblattstrukturen und

gehort der Immunglobulin-Superfamilie an. Seine Unterteilung erfolgt in die drei
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Immunglobulin-Doméanen A, B und C. Doméne C liegt dabei der viralen Membran am
nachsten. Das distale Ende bildet Domane B, die sich an der Spitze eines langen [B-ribbon-
connectors befindet. Domane A befindet sich im Zentrum des Proteins. Der [(-ribbon-
connector verbindet die Domanen von E2 untereinander und tritt mit E3 in Kontakt,
auflderdem enthalt er eine saureempfindliche Region (ASR). Durch die Kommunikation mit E3
kommt es zur richtigen Faltung des Proteins und zur Bildung einer Grube zur Einlagerung
der Fusions-Schleife von E1. Auch E2 ist glykosyliert und zwar an Position 263 und 345,
wobei sich die Stelle 263 in der Sequenz des [-ribbon-connector und 345 in der
Stammregion befindet (Voss et al. 2010). Die Stammregion ist mit der Transmembranregion
verbunden und schlief3t sich an Domane C an. Die Transmembranregion sorgt fur die
Verankerung in der Virushulle und tritt Gber seinen 32 AS langen zytoplasmatischen Anteil
mit dem Kapsid in Kontakt (Solignat et al. 2009).

E1 ist ein Klasse IlI-Fusionsprotein und sorgt fiur die Fusion der viralen mit der
Endosommembran (Kielian und Rey 2006). Es umfasst 439 AS und ist weiter in drei
Doménen unterteilt, die reich an B-Faltblattern sind und als Domane |, Il, lll bezeichnet
werden. E1 steht mit E3 in keiner direkten Verbindung, kommuniziert jedoch mit E2 Gber die
gesamte Lange der Domane Il. AufRerdem befindet sich am Ende der Doméane Il die
hydrophobe Fusionsschleife, die bis zur pH-Wert-Anderung im Endosom in der durch
Doméane A und B (E2) gebildeten Grube lagert, wodurch eine vorzeitige Fusion verhindert
wird (Li et al. 2010). Diese Konformation wird von einigen Histidin-Seitenketten des E2-
Proteins unterstitzt. Im E1-Protein bildet Domane | das Zentrum und ist Uber eine Linker-
Region mit Doméane Ill verbunden, die eine weitere Verbindung zu E2, in diesem Fall
Domane C, schafft. Doméane Il befindet sich nahe der viralen Membran und ist Uber die
Stammregion mit der Transmembranregion verbunden. An Position 141 befindet sich eine
Glykosylierungsstelle (Sanchez-San Martin et al. 2008) (Abb.10).

Fir die Interaktionen, die innerhalb und zwischen den einzelnen Spikes ablaufen, sind nur
die Glykoproteine E1 und E2 verantwortlich. Durch die raumliche Anordnung von E2
Domane A im Zentrum, wobei alle A-Domanen der drei Heterodimere miteinander
interagieren, und Domane B zur Seite, wird den Spikes die charakteristische
Propellerstruktur verliehen (Voss et al. 2010) (Abb.9).
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Abb. 10 Schematische Darstellung des pE2-E1-Heterodimers

A) zeigt verkleinert eine vereinfachte Darstellung und in grof3 ein Schleifendiagramm der einzelnen Glykoproteine
E3 (grau), E2 mit den Doméanen A (blau), B (dunkelgriin) und C (pink) sowie E1 mit den Doméanen | (rot), Il (gelb)
und Il (dunkelblau). Der B-ribbon-connector von E2 ist in dunkelviolett gehalten. Die Sterne markieren den C-
Terminus der Domane C (E2) bzw. der Domane Il (E1), der Uber die Stammregion mit der Transmembranregion
verbunden und somit der viralen Membran am nachsten ist.

B) zeigt dasselbe Schleifendiagramm um 90° gedreht, um eine bessere Aufsicht auf das Glykoprotein E3 zu
gewahren. Die grinen Nummern markieren die Disulfide. (Voss et al. 2010)

1.2.4 Virus-Eintritt in die Wirtszelle

Das CHIKV gelangt lber eine Rezeptor-vermittelte Endozytose ins Zellinnere der Wirtszelle
(Lee et al. 2013). Nahezu alle Zellen sind infizierbar, jedoch scheinen B- und T-
Lymphozyten, von Monozyten stammende dendritische Zellen sowie ausdifferenzierte
Muskelzellen resistent fir eine CHIKV-Infektion zu sein (Sourisseau et al. 2007). Wie bereits
erwahnt bindet das virale Glykoprotein E2 an den zellularen Rezeptor und induziert so die
Aufnahme in das Endosom. Ob die Endozytose Clathrin-abhangig ist oder nicht, wird viel
diskutiert. Lee et. al konnten nachweisen, dass in Moskitozellen eine Endyzytose von
Clathrin abhangt (Lee et al. 2013). Bei der Aufnahme in Mammaliazellen wurde lange von
einer Clathrin-vermittelten Endozytose ausgegangen, wobei neuere Forschungsergebnisse
ermitteln konnten, dass nicht Clathrin, sondern Eps15 bei der Endozytose unverzichtbar sei
(Bernard et al. 2010). Das Protein Eps15 (epidermal growth factor receptor substrate 15) ist
zwar auch bei der Clathrin-abhangigen Endozytose beteiligt, sorgt aber auch fir einen
Clathrin-unabhangigen Aufnahmeprozess ins Endosom (Sigismund et al. 2005). Weiterhin ist
noch nicht ausreichend geklart, welche Strukturen des E2-Proteins in die Rezeptorbindung
involviert sind. Es besteht die Annahme, dass Domane A und B sowie das
Verbindungsstlck, der B-ribbon-connector, zum Teil aufgrund ihrer exponierten Lage
innerhalb der rdumlichen Anordnung (Voss et al. 2010, Abb.9) und der Tatsache, dass
gegen sie gerichtete neutralisierende Antikorper eine Bindung bzw. ein Eintreten des Virus in

die Wirtszelle verhindern kdnnen (Selvarajah et al. 2013; Weber et al. 2015a; van Duijl-
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Richter et al. 2015), fir die Rezeptorbindung verantwortlich sind (van Duijl-Richter et al.
2015; Weber et al. 2017). AuBerdem bedarf auch die Identifikation zellularer Strukturen, an
die das CHIKV bindet, weiterer Untersuchung. Eine mdgliche Beteiligung des
Membranproteins Prohibitin (Wintachai et al. 2012), des Phosphatidylserine (PtdSer)-
Mediated Virus Entry-enhancing Rezeptors (Moller-Tank et al. 2013), Glykosaminoglykane
(Christianson und Belting 2014) (siehe unten) in Mammaliazellen, und die B-Untereinheit der
ATP-Synthase in Moskitozellen (Fongsaran et al. 2014) wurde bereits angedeutet, jedoch
konnte das Fehlen dieser zellularen Strukturen eine Infektion nicht vollends verhindern,
sodass weitere Faktoren im Zell-Eintritt eine Rolle spielen mussen (van Duijl-Richter et al.
2015).

Nachdem das Virus ins Endosom aufgenommen wurde, wird es mit einem dort herrschenden
sauren pH-Wert konfrontiert. Eine milde pH-Wert-Senkung fuhrt zu einer
Konformationséanderung im EZ2/E1-Heterodimer, wodurch die Fusionsschleife von E1
freigelegt wird (Li et al. 2010) (Abb.11 b)). Innerhalb der Spikes auf der Virushille wird das
Fusionsprotein E1 vom Rezeptor-Bindungs-Protein E2 (iberdeckt. Domane A und B sowie
das Verbindungsstiick B-ribbon-connector des E2-Proteins bilden eine Grube, in die die
Fusionsschleife von E1 eingelagert ist (Voss et al. 2010). Die Domane B bildet im E2-
Protein, Gber den [B-ribbon-connector mit den anderen Domanen verbunden, das distale
Ende und bedeckt dabei die Fusionsschleife von E1. Der f-ribbon-connector weist eine
flexible Struktur sowie eine sauresensitive Region (ASR) auf (Voss et al. 2010). Die ASR
reagiert auf die pH-Wert-Anderung, vor allem Histidine spielen hier eine Rolle (van Duijl-
Richter et al. 2015), und fihrt dazu, dass Doméane B bewegt wird.

Durch das Verschieben von Domane B gelangt die hydrophobe Fusionsschleife von E1 in
eine exponierte Lage und kann aktiv werden, indem sie in der Endosommembran inseriert (Li
et al. 2010; van Duijl-Richter et al. 2015) (Abb.11 c)). Neben dem pH-Wert haben auch
Lipide in der Zielmembran einen unterstitzenden Einfluss auf den Fusionsschritt. So scheint
die E1-Insertion durch Cholesterol stimulierbar zu sein. Die Cholesterol-sensitive Region
befindet sich an Position 226 des E1-Proteins. Ist an dieser Stelle ein Valin (V) anstelle eines
Alanins (A) zu finden, erhoht dies die Cholesterolabhangigkeit und fiihrt dazu, dass ein
niedrigerer pH-Wert benétigt wird (Tsetsarkin et al. 2007; van Duijl-Richter et al. 2015). Diese
Mutation fihrte auRerdem zur besseren Nutzung des zweiten Vektors Aedes albopictus
(Tsetsarkin et al. 2007; Coffey et al. 2014).

Bei weiter abfallendem pH-Wert dissoziiert das Glykoprotein E2 ganzlich von E1 und drei E1-
Proteine lagern sich zu einem Trimer zusammen. Durch Lageanderungen in Domane Ill und
der Stammregion (E1) wird der E1-Trimer zurtick gefaltet und eine schleifenahnliche Struktur

des Homotrimers entsteht. Durch diesen Prozess trifft die Endosommembran der Wirtszelle
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auf die virale Membran (Abb.11d)). Uber eine gebildete Fusionspore gelangt das
Nukleokapsid ins Cytoplasma der Wirtszelle (Kielian 2010).

Fused membrane

Abb. 11 Fusionsprozess der viralen Membran mit der zelluliren Endosommembran

a) Auf der Virushille formen jeweils drei E2/E1-Heterodimere einen der insgesamt 80 Spikes. Das Klasse II-
Fusionsprotein E1 wird hierbei vom Rezeptor-bindenden Protein E2 Uberlagert. Gezeigt sind das Glykoprotein E1
mit den Domanen |, Il mit Fusionsschleife (Stern) und Ill, E2 mit Doméane A, B und C sowie das Glykoprotein E3,
das ein Spaltprodukt vom pE2 ist und im weiteren Prozess keine Rolle mehr spielt, hier vollstandigkeitshalber
dargestellt ist. b) Durch pH-Wert-Absenkung im Endosominneren wird Domane B bewegt und legt dadurch die
Fusionsschleife von E1 frei. c) Der pH-Wert wird weiter gesenkt und fihrt dazu, dass E2 ganzlich von E1
dissoziiert. Die hydrophobe Fusionsschleife von E1 inseriert derweil in die zellulare Endosommembran. d) Durch
Lageveranderungen in Doméane Ill und der Stammregion wird der Homotrimer zurlickgeklappt und eine
schleifenahnliche Struktur entsteht. Dargestellt sind hier der zuriickgefaltete E1-Homotrimer und die fusionierte
Membran. Direkt im Anschluss wird eine Fusionspore gebildet, durch die das virale Nukleokapsid ins Cytoplasma
der Wirtszelle gelangt. (Kielian 2010)

1.3 Glykosaminoglykane

Glykosaminoglykane (GAG), oder auch Mucopolysaccharide genannt, bestehen aus
repetierenden Disaccharideinheiten, wobei eine Einheit aus einer Uronsaure und einem
Aminozucker besteht, die 1-3-glykosidisch miteinander verbunden sind. Sie sind auf nahezu
allen Mammaliazellen zu finden. Meist sind sie kovalent an ein Protein gebunden und
werden dann als Proteoglykan bezeichnet, kdnnen aber auch in ungebundener Form
vorliegen. Alle Glykosaminoglykane sind negativ geladen, wobei die Ladungsstarke
zwischen den einzelnen Gruppenvertretern stark variiert. Eine besondere Eigenschaft dieser
biologischen Strukturen ist die Fahigkeit, Wasser aufzunehmen und eine hohe Elastizitat
aufzuweisen. Daher werden sie durch eine gallertige, viskose Substanz charakterisiert,
wodurch sie sich als biologische Schmierstoffe oder flexible Kitte eignen (Kreutzig 2006).
Wichtige Vertreter der GAG sind die Hyaluronsaure (HA), Heparin (HP) und Heparansulfat
(HS) sowie Chondroitin (CS)- und Dermatansulfat (DS). Die Hyaluronsdure nimmt hierbei

eine Sonderstellung ein. Sie kann aus bis zu 100.000 aufeinanderfolgenden Disaccharid-
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Einheiten bestehen, die eine amphipathische Helix bilden. Sie besitzt im Gegensatz zu den
ubrigen beschriebenen GAG keine Sulfatgruppen und liegt als einzige niemals
proteingebunden vor. Die Hyaluronsdure wird von Fibroblasten gebildet und ist unter
anderem in Gelenken, im Knorpel, in der Nabelschnur und auch im Glaskdrper des Auges zu
finden. Weitere Mitglieder der Glykosaminoglykane sind das Dermatan- (v.a. in der Haut)
und das Chondroitinsulfat (Bindegewebe; Knorpel, Synovia). Wie es ihr Name schon
suggeriert, enthalten beide GAG Sulfatgruppen, die zu einer Verstarkung der negativen
Ladung beitragen (Kreutzig 2006). Sulfatierte GAG sind die am starksten negativ geladenen
biologischen Strukturen, die in der Natur vorkommen (Sarrazin et al. 2011).

Von besonderer Bedeutung, gerade in Hinblick auf Zellbindungsaktivitaten innerhalb der
Virologie sowie fir die vorliegenden Forschungsarbeiten, ist das Heparansulfat (HS). Anders
als der Name es vermuten Iasst, besitzt es weniger Sulfatgruppen, aber mehr Acetylgruppen
pro Dissacharid-Einheit als sein struktureller Verwandter Heparin, ist jedoch deutlich langer
als dieser. Heparin wird von Mastzellen gebildet und ist ein wichtiges natirlich
vorkommendes Antikoagulans, das auch in der Medizin Anwendung findet (Shriver et al.
2012). Das HS ist vor allem als proteingebundenes Heparansulfat-Proteoglykan (HSPG)
bedeutsam. HSPG besitzen eine wichtige Funktion innerhalb der Basalmembran, in der sie
fur eine stabile Struktur sorgen und Zellmigrationen vorbereiten oder als Bestandteil von
Vesikeln, in denen sie flr die sichere Verpackung der Granula zustandig sind. Sie dienen als
Rezeptor oder Co-Rezeptor flr zahlreiche Enzyme, Zytokine, Chemokine und
Wachstumsfaktoren und unterstiitzen dadurch die Zelle-zu-Zelle Kommunikation, die
Zellbeweglichkeit und auch die Verbindung zwischen Zelle und extrazellularer Matrix.
Aulerdem sind HSPG als Endozytoserezeptoren identifiziert worden und zusammengefasst
in vielen menschlichen/tierischen Zellstrukturen, vor allem auf nahezu jeder Zellmembran
von Mammaliazellen zu finden (Sarrazin et al. 2011). Genau deshalb gerieten HS, aber auch
die Ubrigen GAG, in den Fokus der Virus-Zellbindungsforschung, darunter auch die
Alphaviren. Eine GAG-abhangige Bindungsaktivitdt konnte bereits flir mehrere Alphaviren
festgestellt werden, wie z.B. EEEV, SINV, SFV und auch CHIKV (Gardner et al. 2011; Smit
et al. 2002; Tanaka et al. 2017; Weber et al. 2017). Fur CHIKV konnte gezeigt werden, dass
die Bindungsaffinitat zu GAG in Mammaliazellen von Bedeutung ist und in einer erhdhten
Pathogenitat resultiert. In Moskitozellen allerdings spielen GAG keine Rolle und eine
Passagierung auf diesen Zellen fuhrt sogar zum Verlust der Fahigkeit, an zellulare GAG-
Rezeptoren zu binden (Acharya et al. 2015). So scheint die Bindung an zellulare GAG mit
der Virulenz des Virus zu korrelieren (Acharya et al. 2015; Gardner et al. 2011), da das Virus
nur fir den Wirt, in dem GAG-Rezeptoren genutzt werden, jedoch nicht fir den Vektor (keine
genutzten GAG-Rezeptoren) pathogen ist. Andererseits konnten auch Zellkultur-adaptierte

CHIKV-Stamme identifiziert werden, die eine erhdhte GAG-Abhangigkeit im Bindungsprofil
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aufwiesen, jedoch eine geringere Infektiositat zeigten. Diese adaptierten Stdmme sind im
Zuge einer attenuierten Impfstoffherstellung entstanden und enthielten einige
Punktmutationen, die in der erhdhten GAG-Bindung resultierten, jedoch nicht infektids
waren. Die starkste GAG-Bindung war durch die Mutationen E79K, G82R oder E166K im E2-
Glykoprotein aufgetreten, wobei die Mutation G82R die deutlichste Erhdhung verursachte
(Gardner et al. 2014; Ashbrook et al. 2014; Silva et al. 2014). Tanaka et al. (2017) konnten
fir CHIKV herausfinden, dass vor allem die N-Sulfation des zellularen HS und die dazu
bendtigten Enzyme fur die Virusbindung von besonderer Bedeutung sind und dies spezifisch
fur CHIKV sei. Die O-Sulfation wirde erst nach dem Viruseintritt, ndmlich wahrend der
Replikation eine Rolle spielen.

Mit rekombinanten Proteinen, die eine Doméane des CHIKV E2-Proteins enthielten und in
E.coli hergestellt wurden, ist das Rezeptor-bindende Glykoprotein E2 genauer untersucht
worden. Es konnte herausgefunden werden, dass Doméane C keine Bindungsaktivitat
gegeniber zelluldaren Strukturen besitzt. Domadne A und B konnten allerdings eine
Zellbindung zeigen, wobei B ausschliellich an zellulare Glykosaminoglykane band. Doméane
A konnte auch an Zellen binden, die keine GAG exprimierten. Dies impliziert die Annahme,
dass CHIKV mehrere Strukturen und Wege nutzt, um in die Wirtszelle zu gelangen -einen
GAG-abhangigen iber Domane B und einen GAG-unabhangigen tiber Domane A (Weber et
al. 2017).

1.4 Aktuelle antivirale CHIKV Forschung

Um eine CHIKV-Infektion zu verhindern, gibt es mehrere mdgliche Angriffspunkte. So gibt es
Forschungen im Bereich der Vektorbekampfung (Moskitos), der Suche nach natirlichen und
synthetischen Stoffen, die wahrend des Viruseintritts, der Replikation oder der Verbreitung
neuer Viruspartikel inhibierend wirken (Abb. 13), und der Impfstoffherstellung. Ist es bereits
zu einer CHIKV-Infektion gekommen, so wird mit schmerz- und entziindungshemmenden
Mitteln versucht, eine UberschieRende Immunreaktion des betroffenen Organismus zu

vermeiden und die klinischen Symptome wahrend der akuten Infektion zu minimieren.

Vektorbekampfung: Generell wird Reisenden, die in betroffene Gebiete unterwegs sind,
sowie auch den dort lebenden Menschen empfohlen, sich vor Moskitos zu schitzen.
Moskitos sind nicht nur Ubertréger des CHIKV, sondern auch vieler anderer gefahrlicher
Infektionskrankheiten (z.B. Dengue), wodurch es erst recht von Bedeutung ist, einen
Moskitobiss zu vermeiden. Es wird geraten, sich nicht in Uferndhe von stehenden
Gewassern (Laichplatze) aufzuhalten und Spaziergange auf die Tagstunden zu
beschranken. Bei den CHIKV-Ubertragermiicken A. aegypti und A. albopictus ist dieses

Verhalten allerdings unwirksam. Die domestizierten Moskitoarten suchen sich



30 Einleitung

menschennahe Laichplatze, wie z.B. die Regentonne aus. Zudem sind die stechenden
Weibchen sowohl tag-, als auch dammerungsaktiv (Coffey et al. 2014).

Weiterhin sollen Anti-Moskito-Kleidung (stichfeste, lange und helle Kleidung) sowie das
Schlafen unter einem Moskitonetz helfen. Kérpernah sollen Insektenschutzsprays, die den
chemischen  Wirkstoff = DEET  (Diethyltoluamid)  enthalten,  genutzt = werden
(www.tropenistitut.de).

Aulerdem soll der Vektor direkt bekdmpft und nicht nur der Biss unterbunden werden. Ein
Beispiel der Moskitobekampfung lieferte die Stadt Heidelberg. In Italien ist die asiatische
Tigermlcke festangesiedelt und in Hessen entlang der Autobahn A5 (Basel-Frankfurt)
bereits nachgewiesen worden. Dies fihrte dazu, dass seit 2016 in Heidelberg sterilisierte
asiatische Tigermlcken ausgesetzt wurden, die, durch die Verdrangung der
zeugungsfahigen Mannchen, weitere Nachkommen verhindern und die Mickenpopulation

auf lange Sicht einddmmen bzw. ausrotten sollen (www.spiegel.de).

A) Gelbfiebermiicke

(Aedes aegyptl)

Regionen auBerhalb der Karte
W Kanaren
M Madeira

[l Fest angesiedelt ) [ Keine Daten 1) For und Oberwi

2) Art wurde beobachtet, Fortpflanzung und Uberwinterung nicht nachgewiesen

< 2)
Nachgewiesen [ Uricelannt 3) Bei Feldstudien wurden keine E: lare der Art beot

M Nicht nachgewiesen 3

Quelle: European Centre for Disease Prevention and Control; Stand: Januar 2016


http://www.spiegel.de/

Einleitung 31

B) Asiatische Tigermiicke
(Aedes albopictus)

Regionen auBerhalb der Karte
W Kanaren
M Madeira

B Fest angesiedelt 9 Keine Daten 1) Fortpflanzung und Oberwinterung nachgewiesen
2) Art wurde beobachtet, Fortpflanzung und Uberwinterung nicht nachgewiesen
3) Bei Feldstudien wurden keine Exemplare der Art beobachtet

Nachgewiesen 2) | Unbekannt

M Nicht nachgewiesen 3
Quelle: European Centre for Disease Prevention and Control; Stand: Januar 2016

Abb. 12 Aktuelle globale Verteilung der Ubertrigermoskitoarten A) Aedes aegypti und B) Aedes
albopictus

CHIKV-inhibierende Stoffe: Als Beispiel fir einen natirlich-hemmenden Stoff konnte ein
Catechin des grinen Tees identifiziert werden. Epigallocatechin-3-gallat (EGCG) ist die
Hauptkomponente des griinen Tees und zeigte hemmende Eigenschaften auf den CHIKV-
Zelleintritt (Weber et al. 2015b). Zuvor konnte fir EGCG schon bei mehreren
Virusinfektionen sowie beim Tumorwachstum eine inhibierende Wirkung nachgewiesen
werden. Zudem soll es zur Verhinderung von Arteriosklerose beitragen (Babu und Liu 2008;
Hong et al. 2017) und einen positiven Effekt in der Behandlung von Alzheimer- oder
Parkinson-Erkrankung haben. Weiterhin wirkt es antioxidativ und reguliert die
Cholesterinaufnahme (Xicota et al. 2017). Die Wirkungsweise des ECGC als CHIKV-
Zelleintrittshemmer beruht auf der kompetitiven Bindung der zellularen CHIKV-Rezeptoren
Heperansulfat und die Sialinsdure (van Duijl-Richter et al. 2015). Allerdings scheint es
weitere Rezeptoren zu geben, die fur einen Zelleintritt des Virus sorgen (Weber et al. 2017).
Als weitere Kandidaten, die die Wirtszellrezeptorbindung des Virus storen, sind Flavagline
(Naturprodukt aus Pflanzen des Genus Aglaia), die mit dem Rezeptor Prohibitin interagieren,
und neutralisierende monoklonale Antikdrper, die vor allem gegen Areale der Domanen A
und B des E2-Hdullproteins gerichtet sind, zu nennen (van Duijl-Richter et al. 2015).

Stoffe, die eine 10-H Phenothiazin-Struktur aufweisen (z.B. Chlorpromazin, ein
antipsychotisches Arzneimittel), konnten die Clathrin-abhangige Endozytose stéren (van
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Duijl-Richter et al. 2015), jedoch wurde auch uber eine Clathrin-unabhangige Endozytose
berichtet (Bernard et al. 2010).

Suramin ist ein Antiprotozoikum, das unter dem Namen Germanin oder Bayer-205 als
therapeutisches Mittel gegen Trypanosomenkrankheiten eingesetzt wird. Eine inhibierende
Wirkung auf die frihen Phasen der Infektion sowie der extrazellularen Verbreitung
verschiedener Viren, darunter auch CHIKV, konnte Suramin aullerdem zugesprochen
werden (Albulescu et al. 2015; Ho et al. 2015; Hen® et al. 2016). Auch Arbidol, ein in
Russland zugelassenes Medikament zur Vermeidung der Influenza-Infektion, und seine
Derivate scheinen die Membranfusion wahrend der CHIKV-Infektion verhindern zu kénnen
(Delogu et al. 2011).

Monoklonale Antikdrper, die den E2/E1-Heterodimer auf der Virushiille stabilisieren und
somit das Freilegen der Fusionsschleife von E1 verhindern, wirken ebenso einer
Membranfusion entgegen. Monoklonale Antikdrper, die gegen die ASR des E2-Proteins
gerichtet sind, verhindern die Konformationsdnderung, die als Reaktion auf die pH-Wert-
Absenkung erfolgt (Selvarajah et al. 2013; van Duijl-Richter et al. 2015) (Abb. 13).
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Abb. 13 Zelleintritt des CHIKV und mogliche Inhibitoren

Gezeigt sind der Eintrittsprozess, bestehend aus Rezeptorbindung, Endozytose, Membranfusion und der

Entlassung des Nukleokapsid ins Zytoplasma der Wirtszelle sowie mdgliche Inhibitoren, die an verschiedenen
Stellen des Zelleintritts wirken. (van Duijl-Richter et al. 2015)
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Impfstoffe: Es gibt mehrere Strategien einen Impfstoff herzustellen, aus denen dann
attenuierte Lebendvakzine, Totimpfstoffe, Impfstoffe aus rekombinanten Proteinen oder
virusahnlichen Partikeln und auch DNA-Vakzine entstehen (Caglioti et al. 2013). Ein
Impfstoff muss sicher sein und darf keine Infektionen bzw. starke Nebenwirkungen
verursachen. Aullerdem sollte er wirksam sein und eine gute humorale sowie im besten
Falle auch zellulare Immunantwort auslésen (Rudd und Mahalingam 2015). Auch fur CHIKV
gibt es mehrere Ansatze in der Impfstoffherstellung, doch bis jetzt ist noch kein
Impfstoffkandidat lizensiert und kommerziell vermarktet worden (Weaver und Lecuit 2015).
Der attenuierte Lebendimpfstoff CHIKV181/25 durchlief Phase Il der klinischen Prifung und
fuhrte schon nach einmaliger Injektion zur Bildung groRer Mengen neutralisierender
Antikdrper. Allerding fuhrte eine Vakzinierung mit diesem Impfkandidat in 8% der Falle zu
milden, transienten Arthritiden und damit schwand das Interesse an weiterfuhrenden
Untersuchungen zu diesem Vakzinestamm (Edelman et al. 2000; Gorchakov et al. 2012).
Chimare CHIKV-Impfstoffe auf der Basis eines attenuierten VEEV-Stamms oder des
Pocken-Impfstoffs MVA zeigten gute Ergebnisse bezliglich der Immunantwort im Tiermodell
(Rudd und Mahalingam 2015; Wang et al. 2008; Ramsauer et al. 2015). Genauso wie der
CHIKV/IRES Impfstoffkanditat, bei dem die Expression der CHIKV-Strukturproteine durch die
internale ribosomale Eintrittsstelle (IRES) des Enzephalomyokarditis Virus (EMV) verandert
wurde (Plante et al. 2011; Caglioti et al. 2013). Eine weitere Variante, die zudem eine gute
Sicherheit bietet, ist die Impfung mit Virus-ahnlichen Partikeln (virus like particle = VLP). Bei
den VLP werden nur Teile des Virus zur Impfung genutzt. Im Falle von CHIKV wurden VLP
hergestellt, welche die Strukturproteine Kapsidprotein sowie die beiden Glykoproteine E1
und E2 beinhalten. Aufgrund neutralisierender Antikérper, die vor allem gegen die beiden
Glykoproteine gerichtet sind, kénnen Organismen vor einer CHIKV-Infektion geschuitzt
werden. Schon die Virusanheftung an die Wirtszelle sowie der Eintritt in die Wirtszelle
kénnen unterbunden werden, da die neutralisierten Glykoproteine fir die Rezeptorbindung
und Membranfusion verantwortlich sind (Akahata et al. 2010). Ein VLP-basierender, sowie
ein rekombinanter Impfstoff auf Basis von MVA befinden sich in Phase | der klinischen
Prifungen (Ramsauer et al. 2015; Akahata und Nabel 2012; Chang et al. 2014).
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2. Ziel der Arbeit

Das Chikungunya Virus (CHIKV) wird von Stechmucken der Gattung Aedes Ubertragen und
verursacht das Chikungunya-Fieber in Menschen. Erkrankte Personen leiden an
grippedhnlichen Symptomen, die nach kurzer Dauer Uberstanden sind, wenn das intakte
Immunsystem das Virus erfolgreich bekampfen konnte. Andererseits kann eine Infektion in
30-40% auch zu chronisch-rezidivierenden Arthritiden flhren. Es sind weder spezifische
Medikamente, noch ein wirksamer Impfstoff kommerziell erhaltlich, so dass Betroffene nur
symptomatisch behandelt werden kdénnen.

CHIKV, ein Alphavirus, dringt Uber rezeptorvermittelte Endozytose in die Wirtszelle ein.
Hierfir sind die Glykoproteine E1 (Membranfusion) und E2 (Rezeptorbindung)
verantwortlich. Unbekannt ist weiterhin, an welche zellularen Strukturen das Virus bindet und
somit die Endozytose startet. Um effektive antivirale Mittel zu erfassen, ist es von besonderer
Bedeutung, den viralen Zyklus im Detail zu kennen. Daraus ergibt sich die Zielsetzung dieser
Arbeit. Im Fokus stand vor allem der virale Zelleintritt, im speziellen die Virus-Zellbindung,
wodurch die Funktion und Wirkungsweise des Glykoproteins E2 genauer betrachtet wurde.
E2 besteht aus drei Domanen (A, B, C), die untereinander Uber einen B-ribbon-connector
verbunden sind. Diese einzelnen Domanen weisen unterschiedliche Zell-Bindungsaktivitaten
auf. AulRerdem wurde die Rolle der Glykosaminoglykane genauer betrachtet, da diese schon
als Rezeptor fir Alphaviren identifiziert wurden. In zuvor durchgefiihrten Bindungsversuchen
konnte mit in E.coli generierten, rekombinanten Proteinen, folgende Bindungsaktivitaten
aufgezeigt werden. Domane C zeigte keine Bindungsaktivitat, wohingegen Doméane B
ausschlieBlich glykosaminoglykanabhangig an eukaryotische Zellen gebunden hatte. Auch
Domane A zeigte eine Bindung an eukaryotische Zellen, jedoch nur teilweise
glykosaminoglykanabhangig.

In dieser Arbeit sollten neue Fusionsproteine, die einzelne Domanen (mit oder ohne [-
ribbon-connector, bzw. nur B-ribbon-connector) fusioniert mit dem Fc-Teil eines humanen
IgG Antikorpers beinhalten, generiert und erneut Bindungsexperimente durchgefiihrt werden.
Die Herstellung von Fusionsproteinen vereinfachte zum einen ihre Produktion und
Aufreinigung, zum anderen unterstitzte sie durch ihre Generierung in eukaryotischen Zellen
die richtige Faltung und gegebenenfalls die Glykosylierung der Proteine. Somit konnten
bereits getroffene Aussagen zum Teil verifiziet und mit weiteren Experimenten die
Bindungsaktivitdt von Doméane A und des B-ribbon-connectors genauer untersucht werden.
Die Bindung von Domane A wurde zudem durch die Einflhrung von Punktmutation weiter
analysiert. Bei einem attenuierten Virus wurden diese Punktmutationen entdeckt und
resultierten dort in einer erhdhten GAG-abhangigen Bindung des Virus. In dieser Arbeit

wurde dieses Ereignis auf Proteinebene untersucht.
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Ein weiterer Schwerpunkt war die Untersuchung des [(-ribbon-connectors, der die Saure-
sensitive Region (ASR) beinhaltet und an den neutralisierende Antikorper binden. Neu
generierten Fusionsproteine, die den [B-ribbon-connector alleine oder in Kombination mit
einzelnen E2-Domanen beinhalteten, wurden Uberprift.

Zusammengefasst sollten mit den Bindungsexperimenten die Virusbindung an die Zelle
charakterisiert werden. Das verbesserte Verstandnis des Zelleintritts stellt die Basis der
Entwicklung und Optimierung von Epitopen fur Impfstoffe und Angriffspunkte flr Inhibitoren

dar.
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3. Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Viren, Mikroorganismen und Zelllinien

3.1.1.1 Viren

CHIKV-luci

3.1.1.2 Bakterien

Alle verwandten Mikroorganismen sind E.coli K12 Derivate.

Stamm Genotyp

DH5a F- endA1 gIinV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG
®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(r«” mk™*),
A_

Top 10 F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80/acZAM15 AlacX74
recA1 araD139 A(araleu)7697 galU galK rpsL (StrR)
endA1 nupG

XL10-Gold TetrD (mcrA) 183 D (mcrCB-hsdSMR-mrr) 173 endA1

ultrakompetent supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac The [F'proAB
cells laclgZDM15 Tn10(Tetr) Amy Camr]

(Henf et al. 2016)

Referenz

NEB,
(Frankfurt/Main)

Invitrogen

(Karlsruhe)

Agilent
Technologies

(Béblingen)
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3.1.1.3 Zelllinien

Zelllinie Beschreibung

CHO-K1 chinesischer Hamster ovariale

Epithelzellen

HEK 293T Humane embryonale
Nierenzellen, stabil transfiziert
mit pcDNAS3.1

CHO chinesischer Hamster ovariale
pgsA-745  Epithelzellen; CHO-K1-Derivat;
Xylosyltransferase-Mangel >

keine Proteoglykansynthese

Medium

F-12; 10% FCS, 2mM

Glutamin

DMEM; 10% FCS; 2mM

Glutamin

F-12; 10% FCS, 2mM

Glutamin

Referenz

Mhairi Ferguson,
Pirbright
Institute, UK

ATCC: CRL-
1573

Mhairi Ferguson,
Pirbright
Institute, UK
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3.1.2 Medien

3.1.2.1 Medien und Zusatze fur die Zellkultur

100x Penicillin Streptomycin

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM)

Fetales Kalberserum (FCS)

Ham's F-12 Nutrient Mix

L-Glutamin, 200mM

Opti-MEM® | Reduced Serum Media

Phosphate-buffered salt solution (PBS-

Dulbecco)
RPMI 1640

Trypsin/EDTA

3.1.2.2 Medien fiir Mikroorganismen

Name

LB (lysogeny broth) Medium
LB Agarplatten + Ampicillin
SOC Medium

Lonza AG (KdIn)

Biochrom AG (Berlin)

Biowest (Renningen)

Gibco (Invitrogen, Karslruhe)

Lonza AG (KdIn)

Gibco; via Invitrogen (Karlsruhe)

Abteilung 3/3 (Paul-Ehrlich-Institut)

Biochrom AG (Berlin)

Lonza AG (KolIn)

Bezogen von

Abteilung 3/3 (Paul-Ehrlich-Institut)
Abteilung 3/3 (Paul-Ehrlich-Institut)
Abteilung 3/3 (Paul-Ehrlich-Institut)
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3.1.3 Chemikalien, Enzyme und Reagenzien

Agarose (SeaKem® ME)
Amoniumpersulfat (APS)

Ampicillin

Bovines Serum Albumin (BSA, 10mg/ml)

Britelite

Bromophenol blue
Citronensaure

Coomassie Brilliant Blue G-250
Deoxyribonucleotide (ANTPs)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNA Ladepuffer

Essigsaure

Ethanol

EZ Vision

Gelred

Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder
Glycerol

H20bicest. (“Reinstwasser”)
Heparansulfat

Heparin Sepharose 6 Fast Flow
Isopropanol

Lipofectamine 2000

Lumi-Light Western Blot Substrate
Methanol

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumphosphat

Nonidet P-40

Paraformaldehyd (PFA)

Penicillin/Streptomycin

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase

Pierce ™ Protein A Agarose
Roti®-Block
Rotiphorese® Gel 30

SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard

Lonza AG (Cologne)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)
New England Biolabs (Frankfurt/Main)
Perkin Elmer (Rodgau)

Merck KGaA (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Bio-Rad Laboratories GmbH (Munich)
Qiagen (Hilden)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen)
Fermentas (Schwerte)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)
Materiallager (Paul-Ehrlich-Institute)
MoBiTec (Géttingen); AMRESCO

VWR (Darmstadt; Biotium)

Thermo Scientific (Dreieich)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)
Section 3/3 (Paul-Ehrlich-Institut)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen)
GE Healthcare (Frankfurt/Main)
Materiallager (Paul-Ehrlich-Institut)
Invitrogen (Karlsruhe)

Roche (Mannheim)

Materiallager (Paul-Ehrlich-Institut)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)

Gibco; via Invitrogen (Karlsruhe)

Thermo Scientific (Dreieich); Finnzymes
Thermo Scientific (Dreieich)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)

Life Technologies GmbH (Darmstadt)
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T4 DNA Ligase

T4 DNA Polymerase

Taq Polymerase

Tetramethylendiamin (UltraPure™ TEMED)
TRIS

TRIS-HCI

TrueBlue

Trypan blue

B-Mercaptoethanol

NEB (Frankfurt/Main)

NEB (Frankfurt/Main)

Qiagen (Hilden)

Invitrogen (Karlsruhe)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)
KPL (Gaithersburg, USA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen)
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3.1.4 Restriktionsenzyme

Apa |

Bam HI-HF
Dpn |

EcoR I-HF
Nco I-HF
Nhe I-HF
Xba |

Xho |

3.1.5 Kits

GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit

KOD Hot Start

NucleoBond® Xtra Maxi Plus

NucleoSpin® Extract Il Kit

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase Kit
Pierce ® Silver Stain for Mass Spectrometry
Pierce® BCA Protein Assay Kit

QIlAquick Gel Extraction Kit

BD Cytofix/Cytoperm

3.1.6 Antikorper

3.1.6.1 Sekundare Antikorper

Antigen Herkunftsspezies
a-human-IgG-v- Ziege

chain-HRP

a-human-IgG-FITC Ziege

NEB
NEB
Promega
NEB
NEB
NEB
NEB
NEB

ThermoFisher Scientific GmbH (Schwerte)
Novagen (Merck KGaA, Darmstadt)
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Diren)
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Diren)
NEB (Frankfurt/Main)

Thermo Scientific (Dreieich)
ThermoFisher Scientific GmbH (Schwerte)
Qiagen GmbH (Hilden)

BD (Heildelberg)

Verdiinnung Referenz

WB: 1:2500 Sigma-Aldrich
Chemie GmbH
(Taufkirchen)

FACS: 1:50 Jackson
ImmunoResearch

Europe Ltd (Suffolk)
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3.1.7 Plasmide

Name

pBabe Puro

pBabe Puro Fc-CHIKV E2
Domane A E79G

pBabe Puro Fc-CHIKV E2

Domane B

pBabe Puro Fc-CHIKV E2

Domane C

pBabe Puro Fc-CHIKV E2
Doméne A-B E79G

pBabe Puro Fc

pCMV2.5-higG1-Fc-XP

(TS153 5 3)

pCMV2.5-higG1-Fc-XP-CHIKV
Domane A G79E

pCMV2.5-higG1-Fc-XP-CHIKV
Domane A E79G

pCMV2.5-higG1-Fc-XP-CHIKV
Doméane A E79G E166K

pCMV2.5-higG1-Fc-XP-CHIKV
Domane A G79K

Beschreibung

Ampicillin, Puromycin, SV40
Promotor

Ampicillin, Puromycin, SV40
Promotor, Fc-CHIKV E2
Domane A

Ampicillin, Puromycin, SV40
Promotor, Fc-CHIKV E2

Domane B

Ampicillin, Puromycin, SV40
Promotor, Fc-CHIKV E2
Domane C

Ampicillin, Puromycin, SV40
Promotor, Fc-CHIKV E2
Domane A-B

Ampicillin, Puromycin, SV40
Promotor, Fc-Teil (humanes
IgG)

Ampicillin, Neomycin; CMV

Promoter, SV40 Promoter; Fc-

Teil (humanes IgG)
Ampicillin; CMV Promoter; C-
term. Fc-Teil (humanes IgG);
CHIKV E2 Domane A G79E
Ampicillin; CMV Promoter; C-
term. Fc-Teil (humanes IgG);
CHIKV E2 Domane A E79G
Ampicillin; CMV Promoter; C-
term. Fc-Teil (humanes IgG);
CHIKV Doméane A E166K
Ampicillin; CMV Promoter; C-
term. Fc-Teil (humanes IgG);
CHIKV Domane A G79K

Referenz

Katja Sliva (PEI,
Abteilung 2/2)
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Stefan Dubel (TU

Braunschweig)

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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pCMV2.5-hlgG1-Fc-XP-CHIKV
Domane A G79E G82R

pCMV2.5-higG1-Fc-XP-CHIKV
Doméane A ohne B-ribbon-
connector (A-B) G79E

pCMV2.5-higG1-Fc-XP-CHIKV

Domane B

pCMV2.5-higG1-Fc-XP-CHIKV

Doméne B + B-ribbon-connector

pCMV2.5-higG1-Fc-XP-CHIKV

Domane C

pCMV2.5-higG1-Fc-XP-CHIKV
E2 Dom A G79E N263A

pCMV2.5-higG1-Fc-XP-CHIKV
E2 gesamt

pCMV2.5-higG1-Fc-XP-CHIKV
E2ecto

pCMV2.5-higG1-Fc-XP-CHIKV

R-ribbon-connector

pET-15b-CHIKV E2 Dom A
E166K

pET-15b-CHIKV E2 Dom A
G79K

Ampicillin; CMV Promoter; C-
term. Fc-Teil (humanes 1gG);
CHIKV Domane A G82R
Ampicillin; CMV Promoter; C-
term. Fc-Teil (humanes 1gG);
CHIKV Domane A ohne 13-
ribbon-connector

Ampicillin, Neomycin; CMV
Promoter; C-term. Fc-Teill
(humanes IgG);

CHIKV Domane B

Ampicillin; CMV Promoter; C-
term. Fc-Teil (humanes 1gG);
CHIKV Domane B + R-ribbon-
connector

Ampicillin; CMV Promoter; C-
term. Fc-Teil (humanes IgG);
CHIKV Domane C

Ampicillin; CMV Promoter; C-
term. Fc-Teil (humanes IgG);
CHIKV Doméane A ohne
Glykosylierungsstelle
Ampicillin; CMV Promoter; C-
term. Fc-Teil (humanes IgG);
CHIKV E2 gesamt, E79G
Ampicillin; CMV Promoter; C-
term. Fc-Teil (humanes IgG);
E2 ecto, E79G

Ampicillin; CMV Promoter; C-
term. Fc-Teil (humanes IgG);
CHIKV R-ribbon-connector

Ampicillin; T7 promoter; N-term.

His-tag; lac-operon; CHIKV E2
Domaéane A, Mutation E79G
E166K

Ampicillin; T7 promoter; N-term.

His-tag; lac-operon; CHIKV E2
Domane A, Mutation G79K

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

(Weber et al. 2017)

Diese Arbeit

(Weber et al. 2017)

(Weber et al. 2017)
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pET-15b-CHIKV E2 Dom A
G82R

pET-15b-CHIKV E2 Doméane A

pET-15b-CHIKV E2 Domane B

pET-15b-CHIKV E2 Doméane C

pHIT60

pHITG

Ampicillin; T7 promoter; N-term.

His-tag; lac-operon; CHIKV E2
Domaéane A, Mutation E79G
G82R

Ampicillin; T7 promoter; N-term.

His-tag; lac-operon; CHIKV E2
Domane A E79G

Ampicillin; T7 promoter; N-term.

His-tag; lac-operon; CHIKV E2

Domane B

Ampicillin; T7 promoter; N-term.

His-tag; lac-operon; CHIKV E2
Domane C

MLV, gag-pol

Ampicillin; VSV-G

(Weber et al. 2017)

(Weber et al. 2017)

(Weber et al. 2017)

(Weber et al. 2017)

(Soneoka et al. 1995)

(Soneoka et al. 1995)
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3.1.8 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide (Primer) wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg) bezogen.

Die folgenden Primer wurden bei der PCR eingesetzt um die angegebenen Domanen

abzulesen.

Aullerdem ist in

jedem Primer

eine Sequenz fur ein spezifisches

Restriktionsenzym enthalten, was fir die Klonierung von Bedeutung ist.

Name

CHIKV E2
Domane A fw

CHIKV E2

Domane A rev

CHIKV E2
Domane B fw
CHIKV E2
Domane B rev
CHIKV E2
Domane C fw
CHIKV E2
Domane C rev
CHIKV E2

Domane A-B rev

CHIKV E2 + Fc
fw

CHIKV E2 + Fc

rev

CHIKV E2 B-
ribbon-
connector fw
CHIKV E2

Sequenz fir

Apa |

Doméane A+f-ribbon-

connector
Nhe |

Domane A+B-ribbon-

connector

Apa |

Domane B

Nhe |

Domane B

Apa |

Domane C

Nhe |

Domane C

Nhe |

Domane A ohne -
ribbon-connector
BamH |
Fusionsprotein
E2 Domane + Fc
EcoR |
Fusionsprotein
E2 Domane + Fc
Apa |

B-ribbon-connector

Nhe |

Sequenz 5’ nach 3

AAAAGGGCCCAGCACCAAGGACAACTTCAAC

AAAAGCTAGCCTTGGGCACCATGCAGGTC

AAAAGGGCCCCCCGACACCCCCGATAGAA

AAAAGCTAGCGGTCACGGCGGCGTGGC

AAAAGGGCCCGCCCGGAACCCTACCGTG

AAAAGCTAGCCTGGGGCCAGTACTTGTAGG

AAAAGCTAGCGGGGTCGTGGTGGAAGGG

AAAAGGATCCATGGGATGGAGCTGTATCATC

AAAAGAATTCTTATTTACCCGGGGACAGGG

AAAAGGGCCCCCCGTGATCGGCAGAGAGAA

G

AAAAGCTAGCCTTGGGCACCATGCAGGTCAC
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Domane A-Gly = Domane A+B-ribbon- CGGGGCC
rev connector, ohne

Glykosylierungsstelle

wt-G79E for Mutagenese PCR CACATCCCCGCCGACGCCGAGAGAGCCGGA
Doméne A CTGTTTGTGC
»=Ruckmutation“ G79E

wt-G79E rev Mutagenese PCR GCACAAACAGTCCGGCTCTCTCGGCGTCGGC
Doméne A GGGGATGTG

,Ruckmutation“ G79E

Die nachfolgend aufgelisteten Primer wurden fur die Sequenzierungen genutzt, die von

Eurofins MWG Operon (Ebersberg) durchgefiihrt wurden.

Name Verwendung Sequenz 5’ nach 3

CMV for Fusionsprotein CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
E2 Domane + Fc

Fusion rev Fusionsprotein CAGGAGTTCAGGTGCTGG
E2 Domane + Fc

pBabe5 (fw) Stabile Zellen CTTTATCCAGCCCTCAC
Fusionsprotein in
pBabe

pBabe3 (rev) Stabile Zellen ACCCTAACTGACACACATTCC

Fusionsprotein in

pBabe
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3.1.9 Puffer, Losungen und Farbungen

3.1.9.1 Puffer fur DNA Agarosegele

Name Bezogen von/ Herstellungsrezept

TAE Puffer Abteilung 3/3 (Paul-Ehrlich-Institut)

3.1.9.2 Puffer fiir die Protein A Aufreinigung und Heparin Sepharose

Bindungsversuch

Name Bezogen von/ Herstellungsrezept
Binde-/Wasch-Puffer 20mM Natriumphosphat, pH 7
Elutions-Puffer 0.1M Citronensaure, pH 2,5
Neutralisations-Puffer 1M Tris, pH 9,0

3.1.9.3 Puffer fiir Zelllysate

Name Bezogen von/ Herstellungsrezept
Lysis-Puffer 1% Nonidet P-40, 50mM TRIS-HCI pH 7.5,

5mM EGTA, 150mM NacCl, 40 pl/ml
Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche,

Mannheim)
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3.1.9.4 SDS-Page

Name

SDS-Lauf-Puffer (10x)

Sammelgel-Puffer

Trenngel-Puffer

SDS-Lade-Puffer (4x)

Sammelgel (5%)

Trenngel (12.5%)

3.1.9.5 Coomassie Farbung

Name

Coomassie Farbelésung

Coomassie Entfarber |

Coomassie Entfarber Il

Bezogen von/ Herstellungsrezept

Abteilung 3/3 (Paul-Ehrlich-Institut)

500mM TRIS-HCI, 0.4% SDS, pH6.8

1.5M Tris, 0.4% SDS, pH8.8

200mM TRIS-HCI (pH6.8), 8% SDS, 40%
Glycerol, 0.2% Bromophenol blue, 4% [3-
Mercaptoethanol (frisch dazugeben)

0.9 ml Sammelgel- Puffer, 2.2 ml H20, 0.6 ml

Rotiphorese® Gel 30, 20 ul APS (10%), 5 ul
TEMED

2.3 ml Trenngel-Puffer, 3.1 ml H20, 3.9 ml

Rotiphorese® Gel 30, 95 ul APS (10%), 5 ul
TEMED

Bezogen von/ Herstellungsrezept

0.125% Coomassie Brillant Blue G250, 50%

Methanol, 10% Essigsaure

50% Methanol, 10 % Essigsaure

5 % Methanol, 7.5% Essigsaure
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3.1.10 Laborausrustung
Gerat Handelsname Hersteller

Agarosegel Apparatur

Autoklav

Brutschrank (Bakterien)

Brutschrank (Zellkultur)

Chemilumineszenz Detektion
System

Sicherheitswerkbank

DNA-Konzentrationsmesser
Eismaschine
Durchflusszytometer (FACS)
Kuhl-Gefrierkombination
Gefrierschrank
Luciferase-Signal-Detektor

Matrix Pipette fur 384-well
Platten

Microplattenleser
Mikroskop

Mikrowelle

N2-Tank

Pipet Boy

Roller Mixer

Rotator (Eppi-Rotator)
SDS-PAGE Kammer

Semi-dry Western blot
Apparatur

Mini Horizontal Submarine
Unit

Varioklav

Innova 4200 incubator shaker

BBD 6220

Fusion FX-7

Sterilgard Il Advanced

NanoDrop 2000c
AF80

BD LSR Il SORP
4°C/-20°C

-80°C
PHERAstar

Matrix Multichannel Equalizer
Electronic Pipette 125 pl

GENios Microplate Reader
Axiovert 25
Chronos/Apollo

pipetus®

RollerMixer SRT6

Rotator SB3

Mini PROTEAN 3/tetra
system

Trans-Blot SD semi-dry
transfer cell

Hoefer (Holliston, USA)

H+P (Oberschleissheim)

New Brunswick scientific
(Eppendorf, Hamburg)

Hereaus Sorvall (Hanau)

Vilber (Eberhardzell)

The Baker Company
(Sanford, USA)

Thermo Fisher (Schwerte)
Scotsman (Vernon Hills,
USA)

BD (Heidelberg)

Liebherr (Biberach)
Heraeus Sorvall (Hanau)
BMG LABTECH
(Ortenberg)

Thermo Scientific (Dreieich)
(Tecan)

Carl Zeiss AG (Gottingen)
Bosch (Gerlingen-
Schillerhéhe)

Messer Group (Sulzbach)
Integra Biosciences
(Fernwald)

Stuart (Asbach)

Stuart (Asbach)

BioRad (Munich)

BioRad (Munich)
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Thermocycler
Thermomixer
UV-Detektor

Uberkopfschittler

Vacuumpumpe

Vortexer

Waage

Wasserbad

Zellzahler

Zentrifugen

Professional Thermocycler
Compact or comfort
Gel iX Imager

Heidolph Reax 2

Vacuboy

Vibrofix VF1 electronic
LA1200S
TE214S-OCE

System 1068

Z1 Coulter Particle Counter

RC 26 Plus (Rotor SLA-1500)
Eppendorf 5810R (Rotor A-4-
gizo)fuge fresco (Rotor 3325B)
Eppendorf 5415R (Rotor F-
45-18-11)

Galaxy MiniStar

Biofuge primo R (Rotor 7590)
Megafuge 1.0 R

Heraeus Multifuge 1S-R

Eppendorf Concentrator 5301

Biometra (Gottingen)
Eppendorf (Hamburg)
Intas (Géttingen)

Heidolph Instruments
Labortechnik (Schwabach)

Integra Biosciences
(Fernwald)

IKA (Staufen)
Sartorius (Gottingen)
Sartorius (Gottingen)
GFL (Burgwedel)

Beckman Coulter (Brea,
USA)

Heraeus Sorvall (Hanau)
Eppendorf (Hamburg)
Heraeus Sorvall (Hanau)
Eppendorf (Hamburg)
VWR (Darmstadt)
Heraeus Sorvall (Hanau)
Heraeus Sorvall (Hanau)
Thermo Scientific

Eppendorf (Hamburg)
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3.1.11

Material
10 cm Schalen
384 well Filterspitzen

384 well Platten

Dialysekammer

FACS tubes

Flachendesinfektionsmittel

Glaspipetten

Handschuhe

Hautdesinfektion

Kanilen

Kryoréhrchen

Microwell-Platte 96 U
Mikroliter Pipetten
Mundschutz
Pipettenspitzen
Pipettenspitzen mit Filter

Polyvinylidenfluorid (PVDF)
Membran

Reagenzglas

Reaktionsgefalle

Skalpell

Verbrauchsmaterial

Handelsname
Matrix Filterspitzen,125 pl

CELLSTAR 384-well
microtiterplate

Slide-A-Lyzer Dialysis
Cassettes; 3.5, 10.0, 20.0 kDa

5ml

Terralin

25 ml, 10 ml, 5 ml

Latex

Desderman

25G

1.8 ml

TC microwell 96U

10 pl, 200 pl, 1000 pl
Coldex

1 ml, 200 pl, 20 pl

1 ml, 200 pl, 100 pl, 10 pl

Immobilon®-P

15 ml and 50 ml PP tubes

1.5ml, 2.0 ml

Hersteller
Sarstedt,(Nuimbrecht)
VWR (Darmstadt)

Greiner Bio-One
(Frickenhausen)

Thermo Scientific
(Dreieich)

BD (Heidelberg)

Schilke & Mayr
(Norderstedt)

Qreiner (Kremsmlnster,
Osterreich)

Braun (Sempach,
Switzerland)

Schilke & Mayr
(Norderstedt)

Braun (Sempach,
Switzerland)

Greiner (Kremsmunster,
Austria)

Thermo Scientific
(Dreieich)

Eppendorf (Hamburg)
Attends (Schwalbach)
Eppendorf (Hamburg)
Nerbe Plus (Winsen/Luhe)
Millipore (Bedford, USA)
Greiner (Kremsmdunster,
Austria)

Eppendorf (Hamburg)

Braun (Sempach,
Switzerland)
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Reservoir (sterile)
Spritzen

Sterile Filter, 0.45 ym (fur
Flaschen)

Sterile Filter, 0.45 pm (fur
Spritzen)

Sterilfilter, 0.2 um (far
Spritzen)

Tubes fir Bakterienkulturen

Whatman Papier

Zellkulturflaschen

Zellkulturplatten

Zellscharber

55 ml PS sterile solution basin
1ml, 5ml, 10 ml, 20 ml

T25,T75, T175

6- 12-, 24-, 96-wells

Cell scraper 39 cm

Roth (Karlsruhe)

Braun (Sempach,
Switzerland)

Amsterdam (Netherlands)

Sartorius (Gottingen)

Sartorius (Gottingen)

Sarstedt (NUmbrecht)

Hartenstein (Wurzburg)

Greiner (Kremsmunster,
Austria)

Sarstedt (NUimbrecht)

VWR (Darmstadt)
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3.1.12 Software

FACS Analyse

Bildbearbeitung

Plasmidkarten

Statistische Auswertungsprogramme

Western Blot Analyse

3.1.13 Internet tools

Internetseite

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/

http://www.bioinformatics.org/sms/rev._com

p.html

htto://web.expasy.org/translate/

http://tools.neb.com/NEBcutter2/

htto://www.neb.com/tools-and-

resources/interactive-tools/double-digest-

finder

htto://pir.georgetown.edu/pirwww/search/c

omp _mw.shtml

htto://web.expasy.org/compute pi/

BD FACSDiva™ Software Version 6.1.3;

Adobe Photoshop CS3

VectorNTI Suite 9

Microsoft Office 2010;
GraphPad Prism 7

Fusion FX-7

Verwendung

Vergleichen von DNA- und Proteinsequenzen

Reverse und/ oder complement DNA

Sequenzen

Ubersetzung von DNA- in Proteinsequenz
Virtueller Verdau von DNA-Sequenzen
Informationen zum Verdau mit zwei
Restriktionsenzymen von NEB

Zum Errechnen des Molekulargewichts von

Proteinen

Berechnung des isoelektrischen Punkts von

Proteinen


http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html
http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html
http://web.expasy.org/translate/
http://tools.neb.com/NEBcutter2/
http://www.neb.com/tools-and-resources/interactive-tools/double-digest-finder
http://www.neb.com/tools-and-resources/interactive-tools/double-digest-finder
http://www.neb.com/tools-and-resources/interactive-tools/double-digest-finder
http://pir.georgetown.edu/pirwww/search/comp_mw.shtml
http://pir.georgetown.edu/pirwww/search/comp_mw.shtml
http://web.expasy.org/compute_pi/
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3.2 Methoden

3.2.1 Mikrobiologische Methoden

Die mikrobiologischen Methoden beschreiben die Arbeit mit Mikroorganismen und die
Nutzung deren Eigenschaften, wie z.B. ein schnelles Wachstum.

In dieser Arbeit wurden E.Coli-Stamme benutzt, um in kurzer Zeit grofle Mengen an
Plasmiden und/oder Proteinen zu gewinnen. Die Bakterien wurden, wenn nicht anders

angegeben, bei 37°C und 220 rpm (rounds/minute) fir mindestens 16 h kultiviert.

3.2.1.1 Transformation von Bakterien durch Hitzeschock

Unter Transformation versteht man das Einbringen von Fremd-DNA in (kompetente)
Bakterienzellen. Die Kompetenz von Zellen wird an ihrer Bereitschaft, fremdes genetisches
Material aufzunehmen, gemessen. Zellen, die keine natlrliche Kompetenz aufweisen,
kénnen mithilfe von chemischen, elektromechanischen oder physikalischen Verfahren
kompetent gemacht werden.

In dieser Arbeit wurden E.coli-Derivate verwendet. Die jeweilige zu transformierende DNA
enthielt das Ampicillin-Resistenzgen in ihrer Sequenz, wodurch Nahrmedien mit
Ampicillinzusatz fur ein selektives Wachstum genutzt werden konnten.

Fur die jeweilige Transformation wurden 100 ul kompetente Zellen langsam auf Eis
aufgetaut. Die zu transformierende DNA, bei einer Ligation der gesamte Ligationsansatz,
wurde hinzugefligt und 30 min mit den Bakterienzellen auf Eis inkubiert. Nach einem
Hitzeschock bei 42°C fur 45 sec wurde der Ansatz sofort wieder fur 2 min auf Eis transferiert.
Danach erfolgte eine Zugabe von 500 yl SOC-Medium und die Inkubation fir 1 h bei 37°C.
Der gesamte Transformationsansatz wurde auf die Agarplatte pipettiert und mithilfe eines
Spatels ausplattiert. Die getrocknete Agarplatte lagerte Uber Nacht bei 37°C bzw. tUber Tage

bei Raumtemperatur.

3.2.1.2 DNA Vervielfdltigung und DNA-Praparation aus E.coli-Stammen

Transformierte E.coli-Stamme wurden kultiviert, um eine hohe Konzentration an Plasmid-
DNA oder gewinschtes Protein zu erhalten. LB-Medium wurde als Nahrmedium der
Bakterien genutzt. Dem LB-Medium konnen, bei Vorhandensein eines Resistenzgens,

Antibiotikazusatze fir das selektive Wachstum hinzugefligt werden. Alle genutzten Plasmide
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beinhalteten ein Ampicillin-Resistenzgen, sodass Ampicillin in einer Konzentration von 100
Mg/ml dem Nahrmedium zugesetzt werden konnte.

Fiar die Praparation von nur geringen Plasmid-DNA-Konzentrationen, z. B. bei der Suche
nach einem positiven Klonierungsergebnis, wurde nach der Transformation von kompetenten
E.coli-Stammen einzelne Klone ausgewahlt und in 5 ml LB-Medium + Ampicillin Uber Nacht
bei 37°C inkubiert. Die Kultivierung wurde in 5 ml ReaktionsgefalRen durchgefuhrt.

Dann erfolge die DNA-Praparation nach Anleitung des verwendeten GeneJET™ Plasmid
Miniprep Kits (Thermo Scientific).

Fir eine groRere DNA-Ausbeute, wurden 400 ml LB-Medium in einem 500 mil
Erlenmeyerkolben verwendet. Zur Praparation wurde das NucleoBond® Xtra Maxi Plus Kit

(Macherey-Nagel) genutzt und nach dessen Anleitung vorgegangen.
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3.2.2 Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten erfolgten unter sterilen Arbeitsbedingungen. Im Arbeitsraum herrschte
Pflicht zum Tragen von Schutzkleidung, welche Arbeitskittel, Handschuhe und Mundschutz

umfasste. Die Arbeiten wurden unter einer sterilen Sicherheitswerkbank durchgefuhrt.

3.2.2.1 Stammbhaltung und Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Alle Zellen wurden bei 37°C unter 5% CO2 Atmosphare mit 90% Luftfeuchtigkeit gehalten.
Die Stammhaltung erfolgte in T175- oder T75-Zellkulturflaschen. Fur Transfektionen,
Proteinernte und weitere Versuche wurden die Zellen auch auf 10 cm-Schalen, 6 well- bis zu
384 well-Platten kultiviert.

Um die Zellen in den Zellkulturflaschen zu vermehren, wurden sie mit dem jeweiligen
Nahrmedium versorgt, dem jeweils 10% FCS, 1% Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin
hinzugefigt wurde. Die Zellen wurden 1:5 (CHO K1, pgsA-745 Zellen) bis 1:10 (HEK 293T
Zellen) geteilt, sofern sie ein flachiges Wachstum von 90% erreicht hatten, was in der Regel
zweimal die Woche durchzufiihren war.

Adharent wachsende Zellen missen zum Splitten vom Boden/Oberflache der
Zellkulturflasche gelost werden. Dies erfolgte enzymatisch mit Trypsin/EDTA, welches
proteolytisch die aufieren Membranproteine der Zellen abspaltet und sie somit von der
anhaftenden Oberflache 16st. Zuerst wurde das noch vorhandene Nahrmedium entfernt und
die Zellen mit PBS gewaschen, um letzte Reste vom Medium zu beseitigen und optimale
Bedingungen fir die enzymatische Abldsung herzustellen. Die abgeldésten Zellen wurden gut
resuspendiert und fur die Stammhaltung 1:5 bzw.1:10 geteilt und frisches Nahrmedium
hinzugefigt. Wurden Zellen fir Versuche in einer gewissen Konzentration benétigt, wurden
die abgeldsten Zellen mit frischem Medium auf die gewlinschte Konzentration verdiinnt und
auf anderen Formaten (z.B. 10 cm-Schale, 6 well-Platte) kultiviert.

Bei Suspensionszellen erfolgte das Splitten durch gutes Resuspendieren und
anschlielendes Entfernen der abgeteilten Menge. Der verbliebene Anteil wurde mit
Nahrmedium aufgefillt, bzw. die bendtigte Zellkonzentration durch Verdinnung mit frischem

Nahrmedium erreicht.

3.2.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl/ml wurde mittels Z1 Coulter® Particle Counter (Beckman Coulter) bestimmt.
Hierzu wurden die Zellen von ihrem Untergrund mithilfe eines Zellschabers oder, wie unter
3.2.2.1 beschrieben, abgeldst und in frischem Medium resuspendiert. Mit 9,9 ml ISOTON® |l
Diluent (Beckman Coulter) wurde eine 1:100-Verdunnung hergestellt und der Messvorgang

nach der Bedienungsanleitung des Gerates durchgefuhrt.
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3.2.2.3 Lagerung von eukaryotischen Zellen

Um Zellen Uber einen langeren Zeitraum zu erhalten, wurden sie in flussigem Stickstoff
gelagert. Dazu wurden die Zellen vom verbliebenen Medium befreit, mit PBS gewaschen,
dann, wie zuvor beschrieben, vom haftenden Untergrund geldst und in frischem Medium
resuspendiert, bzw. bei Suspensionzellen nur resuspendiert. Diese entstandene
Zellsuspension wurde dann 3 min bei 300*g (1500 rpm) zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Zellpellet einer halben T175-Flasche wurde im Anschluss in 1 ml FCS mit
einem Zusatz von 10% DMSO resuspendiert und in Kryoréhrchen bei -80°C weggefroren.
Nach 24h erfolgte die Uberfiihrung und dauerhafte Lagerung in fliissigem Stickstoff.

Das Auftauen eingefrorener Zellen geschah bei 37°C. Der gesamte Inhalt der Kryorohrchen

wurde in frischem Medium resuspendiert und in eine T75-Flasche gegeben.

3.2.2.4 Herstellung von Zelllysaten

Die Zellen wurden, wie unter 3.2.2.1 beschrieben, geldst und in PBS aufgenommen. Nach
Vereinzelung durch gutes Resuspendieren, wurde 1 ml in ein 1,5 ml Eppendorfgefa®
Uberfihrt und 5 min bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Zellpellet in 100 pl Lysispuffer+Proteinaseinhibitoren gelést. Danach erfolgte eine
20-minUtige Inkubation auf Eis und eine erneute Zentrifugation fir 15 min bei 13000 rpm und
4°C. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefal transferiert und das Pellet
entsorgt. Die Lagerung der Zelllysate fand bei der Nutzung am selben Tag auf Eis, fir eine
langfristige Lagerung bei -80°C statt. Sollte eine Proteinanalyse der Zelllysate via Western
Blot gemacht werden, wurde der Probe 4x SDS-Ladepuffer hinzugefligt und 5 min bei 95°C

gekocht. Diese Proben konnten direkt genutzt, oder bei -80°C gefroren werden.

3.2.2.5 Transfektion von Zellen mit Lipofectamin® 2000

Die Transfektion beschreibt den Gentransfer von Plasmid-DNA in eukaryotische Zellen. Dies
wurde bei jeder Erzeugung von rekombinanten Proteinen in eukaryotischen Zellen mithilfe
von Lipofectamin® 2000 durchgefiihrt. Das Wirkungsprinzip von Lipofectamin® beruht auf
der Bildung von Lipidkigelchen. Die zu transfizierende DNA wird in diese Fettkiigelchen
aufgenommen und zu eukaryotischen Zellen gegeben. Die Membran der Fettkugeln
verschmilzt mit der Zellmembran und die freie DNA gelangt in die Zelle.

Die Transfektion zur Protein- oder Vektorpartikelproduktion fand in 10 cm-Schalen statt.
Hierfir wurden HEK 293T Zellen auf 10 cm-Schalen kultiviert, bis ein Flachenwachstum von
2/3 der Schale erreicht wurde, was nach Ausbringung von 1/10 Zellen einer T175-Flasche
und Inkubation von 20 h der Fall war. Zur Herstellung des Transfektionsansatzes wurden
zuerst 10 ug DNA mit 500l OptiMEM® (DNA-Ansatz) sowie 25 pl Lipofectamin® mit 500pl
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OptiMEM® (Lipofectamin-Ansatz) verdinnt. Beide Ansatze wurden miteinander vermischt
und 20 min bei Raumtemperatur (RT) stehen gelassen. Der Transfektionsatz wurde
vorsichtig auf die kultivierten Zellen gegeben und bei den in 3.2.2.1 angegebenen
Bedingungen kultiviert. Nach mindestens 20 h erfolgte ein Mediumwechsel auf das in 3.2.2.1
beschriebene Nahrmedium. Nach weiteren 20 h konnten die sekretierten rekombinanten
Proteine geerntet werden, indem der Uberstand der Zellen vorsichtig entnommen und steril
filtriert wurde (0,2 ym oder 0,4 5um Spritzenfilter). Die Zellen wurden erneut mit Nahrmedium

benetzt und fur weitere 20 h inkubiert, um eine weitere Proteinernte zu ermdglichen.

3.2.2.6 Herstellung von retroviralen Vektorpartikeln (VP)

Die Herstellung retroviraler Vektorpartikel fand auf der Basis des Transfervektors pBabe
Puro und pHIT60 (Murinen Leukdmie Virus (MLV)) statt. Der Transfervektor beinhaltet das
Verpackungssignal g, LTRs, sowie ein Puromycin-Resistenzgen, das zur Selektion der
transduzierten Zellen (3.2.2.7) benutzt wurde. Vom pHIT60 stammen gag, pol und pro.
Verpackt wurde die genetische Information fir die Fusionsproteine, bestehend aus einer
Doméne von CHIKV-E2 fusioniert an die Fc-Region eines humanen Antikdrpers. Aul3erdem
wurden die Vektoren mit dem Glykoprotein des vesikularen Stomatitisvirus (VSV)
pseudotypisiert, um eine Clathrin-vermittelte Endozytose in nahezu alle Zellen und damit die
Aufnahme der Fremd-Gene zu erreichen.

Vektorpartikel wurden produziert, um die Generierung von stabilen Zelllinien zu ermoglichen.
Hierzu wurden pro Vektorpartikeltyp HEK 293T-Zellen in 10 cm-Schalen Gber Nacht kultiviert
und anschlielRend transfiziert. Die Transfektion erfolgte wie unter 3.2.2.5 beschrieben, jedoch
wurden zu dem DNA-Ansatz noch pHIT60 sowie pHIT-G hinzugeflgt. Als Transfervektor
wurde pBabe-Puro genutzt, in den zuvor die genetische Information der jeweiligen
Fusionsproteine kloniert wurde.

Nach Inkubation tber Nacht bekamen die Zellen frisches Nahrmedium. Am nachsten Tag
konnten Vektorpartikel geerntet werden, indem der Uberstand der Zellen entnommen und
steril filtriert wurde (0,45 ym, 0,2 uym Spritzenfilter). Die Vektorpartikel wurden am selben
Tag zur Transduktion (3.2.2.7) von (neuen) HEK 293T Zellen genutzt. Durch Einfrieren bei

-80°C war jedoch zudem eine langerfristige Lagerung maglich.

3.2.2.7 Transduktion von Zellen mit VP

Die Transduktion ist eine weitere Form des Gentransfers. Es wurde versucht, durch
retrovirale Vektoren die genetische Information fur die in 3.2.2.6 beschriebenen
rekombinanten Proteine stabil in HEK 293T Zellen zu integrieren. Die transduzierten Zellen

sollten dadurch konstant das rekombinante Protein produzieren.
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Fur die Transduktion wurden HEK 293T Zellen auf 6 well-Platten kultiviert. Nach mindestens
12 h und einem konfluierenden Wachstum von 75%, wurden die Vektorpartikel auf die Zellen
gegeben und 6 h inkubiert. Danach wurden die Zellen mit frischem Nahrmedium versorgt.
Am folgenden Tag fand ein Austausch des Mediums gegen Selektionsmedium
(Zellkulturmedium wie in 3.2.2.1 beschrieben mit einem Zusatz von 1,5 pg/ml Puromycin)
statt, um nur das Wachstum der Zellen zu férdern, die erfolgreich transduziert wurden. Die
Zellen wurden auf der 6-well-Platte gehalten, bis sie komplett konfluent gewachsen sind,

danach wurden sie auf eine 10 cm-Schale Uberflhrt.

3.2.2.8 Kultivierung einzelner Klone von transduzierten Zellen

Transduzierte Zellen kdnnen auch nur das Puromycinresistenzgen aufgenommen haben,
wodurch das Foérdern des Wachstums einzelner Klone von gro3em Interesse wird.

Um einen Antikérper exprimierenden Klon zu finden, wurden, mithilfe von Whatman-Papier,
einzelne Klone aus den 10 cm-Schalen ausgewahlt und kultiviert. Das Whatman-Papier
wurde zuvor autoklaviert und in Form von kleinen Kreisen in Trypsin eingeweicht.
Uberfliissiges Trypsin wurde durch Abstreifen entfernt und das Whatman-Papier auf einzelne
Klone gelegt. Es wurde darauf geachtet, nur einen Klon zu beriihren. Nach kurzer Inkubation
wurde das Whatman-Papier auf eine 24 well-Platte Ubertragen und mit 1 ml frischem
Nahrmedium benetzt. Hier war es wichtig, dass die Seite des Whatman-Papiers unten lag,
die zuvor der Zelle zugewandt war. Am folgenden Tag wurden das Medium und das
Whatman-Papier vorsichtig entfernt und frisches Nahrmedium auf die Zellen gegeben. Die

Uberprifung positiver Proteinproduktion erfolgte via Western Blot Analyse.

3.2.2.9 Virusneutralisationsassay

Der Luciferase-basierende Assay wurde angewendet, um zu testen, ob die rekombinanten
Proteine (die einzelne Domanen des Glykoprotein E2 von CHIKV enthalten) den Viruseintritt
hemmen koénnen. Es wurden HEK 293T, CHO K1 und CHO pgsA-745 Zellen auf jeweils
einer 384 well-Platte getestet. Fir den Assay wurden 6000 (HEK 293T) bzw. 3000
Zellen/well (CHO K1und pgsA-745) auf einer 384-well-Platte (Greiner) mit einer Matrix
Multichannel Equalizer Electronic Pipette (Thermo Scientific) ausgesat und Uber Nacht
inkubiert. Die rekombinanten Proteine wurden in gleichen Konzentrationen genutzt und, um
eine Mengenabhangigkeit zu uUberprufen, in funf Verdinnungsstufen (unverdunnt, 1:2, 1:4,
1:8, 1:16) getestet. Hierfur wurde eine Verdunnungsreihe auf einer 96 well-Platte angefertigt.
Im ersten well wurden die Proteine auf die gleiche Konzentration gebracht und absteigend
jeweils 1:2 mit DMEM+ 1% FCS verdunnt. Die Proteine wurden in Triplikaten auf die Zellen

gegeben und eine halbe Stunde bei 4°C inkubiert. AuRerdem wurden fir die Positiv- und
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Negativkontrolle jeweils drei wells nur mit DMEM+ 1% FCS uberschichtet. Danach wurde
CHIKV-luci, Wildtyp-Virus mit Luciferase innerhalb des CHIKV nsP3 (Nicht Struktur Protein
3) (Henf et al. 2016), in einer Verdinnung von 1:2048 zu den Zellen gegeben. Die Zugabe
von Virus erfolgte auch bei der Positivkontrolle, jedoch wurde die Negativkontrolle
ausschlieBlich mit DMEM+1% FCS behandelt. Nach 6 h Inkubation bei 37°C wurden 20 pl
Britelite (Perkin Elmer) hinzugefugt und das durch die Luciferase umgesetzte Substrat als
Lichtsignale mittels PHERAstar FS (BMG LABTECH) detektiert. Das Signal wurde in

relativen Lichteinheiten/ relative light units (RLU) angegeben.

3.2.2.10 Durchflusszytometrie (FACS= fluorescence-activated cell

sorting)
Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, bei dem Zellen einzeln an einem Lichtstrahl
vorbeiflie®en und die dadurch entstandene Beugung des Lichtes gemessen wird. Je
nachdem wie das Licht gebeugt wird, kann auf bestimmte Eigenschaften der Zellen
geschlossen werden. Der Scan verlauft mit einer hohen Durchflussrate, wodurch auch
Eigenschaften ganzer Populationen sichtbar gemacht werden koénnen. Beim FACS wird
zusatzlich die Fluoreszenz mit speziellen Filtern detektiert. Nur wenige Zellen emittieren auf
natirliche Weise Fluoreszenz. Dies ermdglicht, mittels Fluoreszenz markierter Antikérper
bestimmte Strukturen nach dem Antigen-Antikérper-Prinzip sichtbar zu machen. Nur Zellen,
die das Antigen auf der Zelloberflache tragen, weisen bei der Messung Fluoreszenz auf.
Um Strukturen innerhalb der Zelle im FACS sichtbar zu machen, miissen diese zuvor
permeabilisiert werden. Auflierdem kénnen mithilfe des Seitwartsstreulicht (SSC=sideward
scatter) die Granularitat und durch das Vorwartsstreulicht (FSC=foward scatter) die Gréle
der untersuchten Zellen erfasst werden.
Anhand dieser Ergebnisse kénnen innerhalb einer Probe verschiedene Zellpopulationen und
tote von lebenden Zellen unterschieden werden.
Hergestellte (FACS)-Proben wurden mit dem FACS BD LSR Il SORP (BD, Heidelberg) nach

Anwenderprotokoll gemessen.

3.2.2.11 Bindungsversuche mit rekombinanten Proteinen

Durch Bindungsversuche wurde Uberpruft, ob die rekombinanten Proteine an
Oberflachenstrukturen von Zellen binden. Zudem wurde speziell die Bindungsaffinitat zu
Glykosaminoglykanen (GAGs) getestet, indem jeweils CHO K1 und pgsA-745 Zellen genutzt
wurden.

Die jeweiligen Zellen wurden mithilfe eines Zellschabers vom Boden der Zellkulturflasche
geldst, wobei zuvor das Kulturmedium durch PBS+2% FCS (FACS-Puffer) ausgetauscht
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wurde. Durch mehrfaches Resuspendieren erfolgte eine Vereinzelung der Zellen und die
Zellzahl konnte am Zell Counter bestimmt werden. Die Zellzahl wurde mit FACS-Puffer auf
500.000 Zellen/ml eingestellt und 1 ml in jedes FACS-Rohrchen gegeben. Die Zellen
wurden 3 min bei 15000 rpm und 4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen. Die
rekombinanten Proteine wurden zu gleichen Konzentrationen und flir beide Zelllinien
gleichermalien zu den Zellen gegeben und durch Vortexen mit den Zellen vermischt.
AuRerdem wurden eine Mock-Kontrolle, die nur die jeweiligen Zellen enthielt, und eine
Antikérper-Kontrolle, die aus Zellen und FITC-gelabelten anti-human IgG Antikdrper bestand,
mitgefuhrt. Diese Proben wurden nur mit FACS-Puffer behandelt. Es folgte eine Inkubation
bei 4°C fur 30 min. Danach wurden die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen, um
ungebundenes Protein zu entfernen. Die Zellen wurden mit 2 ml FACS-Puffer Uberschichtet
und 3 min bei 15000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Nun wurde
zu den Zellen nochmals 1 ml FACS-Puffer zugegeben, gevortext und erneut 3 min bei 13000
rom und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde auch hier verworfen. AnschlieRend wurden
25 pl anti-human-IgG-FITC-Antikdrper in einer Verdinnung von 1:50 (mit FACS-Puffer) zu
den Proben gegeben. Die Mock-Kontrolle wurde gleichermallen mit FACS-Puffer
gewaschen. Die Proben wurden gevortext und weitere 30 min bei 4°C inkubiert. Darauf folgte
erneut die oben beschriebene Waschprozedur, um nicht gebundene Antikérper zu entfernen.
Die Zellen wurden mit je 100 yl PBS+2% PFA fixiert (vortexen) und noch am selben Tag in

der DurchfluRzytometrie analysiert. Bis zur Messung wurden die Proben bei 4°C gelagert.

3.2.2.12 Intrazelluldare Farbung von Zellen (FACS)
Es wurde mithilfe der intrazellularen Farbung (BD Cytofix/Cytoperm) uberprift, ob die

stabilen Zellen rekombinantes Protein produzieren. Hierzu wurden die Zellen durch die
Nutzung des Zellschabers von der Zellkulturflasche geldést und durch Resuspendieren
vereinzelt. Jeweils 2 ml der Zellsuspension wurden in ein FACS-Roéhrchen uberfihrt und 3
min bei 1500 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Zellpellet
wurde in 250 ul Cytofix/Cytoperm (BD) aufgenommen und 30 min bei 4°C gelagert. Danach
wurden die Zellen mit 250 ul 1x Cytoperm/Wash gewaschen, indem sie in der Losung
resuspendiert und anschlieRend 3 min bei 1500 rpm und 4°C zentrifugiert wurden. Der
Uberstand wurde verworfen. Die Permeabilisation erfolgte durch Aufnahme der Zellen in 500
Ml 1x Cytoperm/Wash und 30-minutiger Inkubation bei 4°C. Danach fand ein erneuter
Waschschritt statt und die Zellen wurden weitere 30 min bei 4°C mit dem anti-human-IgG-
FITC-Antikorper (1 pl Antikorper in 50 pl 1x Cytoperm/Wash) gefarbt. Die Zellen mussten
erneut zweimal gewaschen und, aufgenommen in 1 ml 1x Cytoperm/Wash, mittels FACS
analysiert werden. Zu jeder Messung wurden unbehandelte HEK 293T-Zellen, die die

Farbung gleichermalien durchliefen, als Negativkontrolle mitgefiihrt.
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3.2.3 Molekularbiologische Methoden

3.2.3.1 DNA-Verdau mit Restriktionsenzymen

Die Restriktionsenzyme wurden, wenn nicht anders angegeben, von NEB (Frankfurt/Main)

erworben und die DNA gemal der Gebrauchsanweisung geschnitten.

3.2.3.2 Dephosphorylierung linearisierter Plasmid-DNA

Die Dephosphorylierung wurde angewandt, um ein SchlieBen des linearisierten
Vektorplasmids zu verhindern. Fir eine anschlieBende Ligation mit dem Insert sollte die
Dephosphorylierung nur am Vektor geschehen, so werden die fehlenden Phosphatreste vom
Insert aufgefilllt.

Nach Verdau des Vektors mit den entsprechenden Restriktionsenzymen schlie3t sich eine
Inkubation mit Antarctic Phosphatase an. Dabei wurde der Probe jeweils 1 yl des Enzyms
Antarctic Phosphatase und dem dazugehdrigen Puffer beigefligt. Anschliel3end folgte eine
Inkubation von 1 h bei 37°C.

3.2.3.3 DNA Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde von Eurofins Genomics durchgefuhrt. Hierfur wurden 15 pl
Proben des zu analysierenden Plasmids mit einer Konzentration von 50-100 ng/pl zur Firma
geschickt. Die Sequenzierergebnisse wurden dann mithilfe von Vector NTI oder anderen
Internet Tools (3.1.12, 3.1.13) Uberprift.

3.2.3.4 DNA Ligationen

Die Ligation ermoglicht, ein Insert in ein Plasmid einzufiigen. Der Vektor sowie das Plasmid
wurden zuvor mit Restriktionsenzymen behandelt, sodass sie zueinander passend sind. Die
Ligation wurde mithilfe der T4 Ligase und dazugehdrigem Puffer durchgefiihrt. Das

Gesamtvolumen des Ligationsansatzes wurde so gering wie moglich gehalten und umfasste
10 oder 20 pl. Davon waren jeweils 1—10 T4 Ligase und % T4 Ligase Puffer. Der Vektor und das

Insert wurden in einem Verhaltnis von 1:2 - 1:5 (Vektor: Insert) verwendet, wobei die Menge
des Vektors jeweils auf 100 ng festgesetzt wurde. Das Volumen wurde mit Reinstwasser auf
10 oder 20 ul aufgefiillt. Zur Religationskontrolle, dies beschreibt die ,Rickligation“ des

Vektors ohne Einbettung des Inserts, wurde eine Probe ohne Insert angesetzt. Der
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Ligationsansatz wurde entweder 2 h bei Raumtemperatur (RT) oder Gber Nacht bei 16°C
inkubiert.

3.2.3.5 Agarosegel Elektrophorese

Die Agarosegel-Elektrophorese wurde genutzt, um DNA-Fragmente nach ihrer Grolie
voneinander zu trennen. Es wurden 1-2%-ige Agarosegele genutzt, in denen die
aufgetragene DNA bei 80-100 V zum Pluspol wanderte. Als Laufpuffer wurde 1x TAE
verwendet. Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder wurde als GréRenmarker genutzt und die
DNA-Proben mit EZ Vision (Amresco; flir Fragmente gréf3er als 1 kbp) oder Gelred (Biotium;
fur Fragmente kleiner als 1 kbp) gefarbt. Die Auswertung erfolgte mithilfe des

Geldokumentationssystems Gel iX Imager (Intas) bei A=312 nm UV-Licht.

3.2.3.6 DNA-Isolierung aus Agarosegel

Um die DNA aus dem Agarosegel zu extrahieren, wurde das NucleoSpin ® Extract Il Kit
(Macherey-Nagel) oder das QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Hierflr
wurde die entsprechende Bande mithilfe eines sterilen Skalpells aus dem Agarosegel

herausgeschnitten und anschlielfend nach Gebrauchsanweisung des Kits weiter behandelt.

3.2.3.7 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Konzentration wurde mittels NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) bestimmt.

Es wurde jeweils 1 ul Probe gemal der Gebrauchsanleitung gemessen.

3.2.3.8 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde genutzt, um spezifische DNA-Sequenzen zu amplifizieren.

Wahrend einer PCR laufen mehrere Zyklen, bestehend aus Denaturierung des DNA-
Doppelstranges, Anlagerung der komplementaren Primer und Elongation des spezifischen
DNA-Abschnittes durch Polymerasen (Mullis und Brickell 1992), ab. In einem PCR Tube
wurden pro PCR, 10ul GC-Puffer, 1ul dNTP-Mix (10 mM), jeweils 5 ul des forward und
reverse Primers (Konzentration: 10 pmol/ul), 100 ng Template, 1,5 yl DMSO und 0,5 pl DNA-
Polymerase gemischt. Reinstwasser (DdH>O) wurde hinzugefliigt, um das Endvolumen des
PCR-Ansatzes von 50 ul zu erreichen. Als DNA-Polymerase wurde die hitzestabile Phusion
Polymerase (Finnzymes; mit dazugehdrigem GC-Puffer) verwendet. Als Template fungierte
jeweils reines Plasmid.

Die Probe durchlief anschlieBend folgendes PCR-Programm, durchgefihrt mit dem

Thermocycler (Biometra, Géttingen):
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Zuerst wurde die Probe initial 30 sec bei 98°C denaturiert, gefolgt von 35 Zyklen, bestehend
aus Denaturierung (10 sec bei 98°C), Anlagerung der komplementaren Primer (30 sec bei
57,5°C) und Elongation des abgelesenen DNA-Abschnitts (30 sec bei 72°C). Die
ausgewahlte Temperatur flr die Anlagerung der Primer richtet sich nach deren
Schmelztemperatur. Die Temperatur fur die Elongationsphase ist abhangig von der Lange
der zu amplifizierenden DNA-Sequenz und der optimalen Temperatur der verwendeten
Polymerasen (Gebrauchsanweisung). Abschlielend erfolgte eine weitere Elongationsphase
fur 7 min bei 72°C und das Herunterkihlen auf 4°C. Die Probe konnte entweder direkt weiter
verwendet und das entstandene PCR-Produkt durch Agarosegel-Elektrophorese Uberprift

oder bei -20°C gelagert werden. Eine kurzfristige Lagerung bei 4°C war auch maéglich.

3.2.3.9 Mutagenese PCR

Die Mutagenese PCR wurde benutzt um die Punktmutation G79E (Ruckmutation zur
Wildtyp(wt)-Sequenz) in die Fc-CHIKV E2 Doméane-Fusionsprotein-Sequenz einzufuhren.
Hierfir wurden spezifische Oligonukleotide benutzt (designed bei Eurofins Genomic), die
komplementar zur verwendeten Template-Sequenz waren und die gewinschte
Punktmutation enthielten. Die Mutagenese PCR wurde anschlieBend mithilfe des
QuikChange |l Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, Boblingen)
durchgefiihrt. Fir den PCR-Ansatz wurden 10 ng DNA, 1 ul KOD Hot Start DNA Polymerase,
5 ul KOD Hot Start DNA Polymerase Reaction Buffer (10x), 3 yl MgS04 (25 mM), 5 ul
dNTPs (2 mM) sowie jeweils 1,5 pl von forward und reverse Primer (enthalten beide die
gewilnschte Punktmutation) gemischt. Mit Reinstwasser wurde das Gesamtvolumen pro
PCR-Ansatz von 50 ul erreicht. Die Probe durchlief anschliefiend folgendes PCR-Programm,
durchgefiihrt mit dem Thermocycler (Biometra, Gottingen):

Zuerst wurde die Probe initial 2 min bei 95°C denaturiert, gefolgt von 20 Zyklen, bestehend
aus Denaturierung (20 sec bei 95°C), Anlagerung der komplementaren Primer (10 sec bei
65°C) und Elongation des abgelesenen DNA-Abschnittes (100 sec bei 72°C). AbschlieRend
erfolgte eine weitere Elongationsphase fir 5 min bei 72°C und das Herunterkthlen auf 4°C.
Die Lagerung erfolgte bei -20°C oder es wurde direkt mit dem Dpn I-Verdau weiterverfahren.
Um die parentale DNA, welche die gewlinschte Punktmutation nicht enthielt, zu entfernen,
wurde die PCR-Probe mit 1 ul Dpn | (Promega, Mannheim) und 5 pl vom dazugehorigen
MULTI-CORE Buffer (10x, Promega, Mannheim) fur 90 min bei 37°C inkubiert.
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3.2.4 Proteinbiochemische Methoden

Zu den proteinbiochemischen Methoden z&hlen Techniken zur Charakterisierung, Reinigung,

Nachweis und Veranderung von Proteinen.

3.2.4.1 Bestimmung der Proteinkonzentration
Die Proteinkonzentration konnte mithilfe des Pierce® BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific) bestimmt werden. Die Durchfiihrung erfolgte gemafl dem Anwenderprotokoll. Die

Auswertung fand mittels Microplate reader (Tecan) und der Tecan XFluor™ software statt.

3.2.4.2 Sodium Dodecyl Sulfat Polyacrylamid Gel Electrophorese (SDS-
PAGE)

Mithilfe der SDS-PAGE werden Proteine anhand ihrer Molekilmasse aufgetrennt. Den
Proben (Zelllysate oder Uberstande 3.2.2.4) wird SDS-Ladepuffer hinzugefiigt. Das Natrium-
Dodecyl-Sulfat (SDS) lagert sich an die Aminosauren der Proteine und |adt sie stark negativ,
wobei die Eigenladung Uberdeckt wird und somit keine Auswirkung auf das Laufverhalten
hat. Aullerdem erfolgt eine Zugabe von B-Mercaptoethanol, welches die Disulfidbriicken
aufspaltet. Zusatzlich wurde die Probe mit allen Zusatzen 5 min bei 95°C gekocht. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgt in einem Polyacrylamid-Gel, bestehend aus Acrylamid
(Rotiphorese® Gel 30), Ammonium-Persulfate (APS) und Tetramethylendiamin (TEMED).
APS und TEMED sind fir die schnelle Polymerisation des Gels verantwortlich (Gelrezept
unter 3.1.9.5). Die Proteine wurden zuerst im Sammelgel konzentriert (7% Acrylamid) und im
Trenngel gemaf ihrer Molekllmasse separiert (12,5% Acrylamid). Die Auftrennung erfolgte
in einer Kammer von BioRad, gefillt mit 1x SDS-Laufpuffer und bei einer Stromstarke von 40
mA pro Gel. Die Proteine durchwanderten das Gel solange, bis der im Probenpuffer

enthaltene Bromphenol Blau Farbstoff das Ende des Gels erreicht hatte.

3.2.4.3 Coomassie-Farbung

Der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue lagert sich an die basischen und aromatischen
Aminosauren von Proteinen und macht sie dadurch sichtbar. Die Coomassie-Farbung wurde
zum semiquantitativen Nachweis von Proteinen nach einer Separation durch die SDS-PAGE
genutzt. Hierfir wurde das Gel nach der SDS-PAGE 40 min bei RT in der Coomassie-
Farbeldésung unter dauerhaftem Schwenken (auf dem Shaker) inkubiert. Danach wurde das
Gel in Entfarberldsung | Uberfuhrt. Die Entfarberlosung | wurde in Abstanden von 5, 10, 15
und 30 min gewechselt. Uber Nacht wurde das Gel in Entfarberldsung Il gelagert. Alle

Entfarbeschritte wurden bei RT auf dem Shaker durchgefihrt, bis die Hintergrundfarbung
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verschwunden war. Danach wurde das Gel in Reinstwasser gewaschen und ein Bild mittels
Scanner (HP Laser Jet 4345mfp) gemacht. Das Rezept fir die Puffer ist unter 3.1.9.6

beschrieben.

3.2.4.4 Western Blot

Die bei der SDS-PAGE separierten Proteine kdnnen mithilfe des Western Blots vom Gel auf
eine Polyvinylidenefluorid (PVDF) Membran (Immobilon-P, Millipore, Bedford, USA)
Ubertragen und darauf fixiert werden. Die Membran kann danach weiterbehandelt und
spezifische Proteine, durch Bindung von Enzym gekoppelten Antikérpern, sichtbar gemacht
werden.

Der Western Blot wurde mit einer Trans-Blot SD semi-dry Transfer Zelle (Bio-Rad
Laboratories GmbH, Minchen) gemall dem Anwenderprotokoll durchgefiihrt. Die PVDF
Membran wurde vor dem Transfer mit Methanol aktiviert. Das SDS-Gel wurde auf die PVDF
Membran gelegt und eingebettet in vier TRIS-Borat-Puffer getrankten Whatman-Papieren in
der Blotting Apparatur geblottet. Der Blot erfolgte bei 100 mA/Gel flr 75 min. Anschliel3end
wurde die Membran mindestens 1 h bei RT mit Roti-Block (Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe) auf dem Shaker inkubiert, um freie Bindungsstellen des Proteins zu blockieren
und spatere unspezifische Antikdrperbindungen zu minimieren. Dieser Schritt konnte auch
Uber Nacht bei 4°C durchgefiihrt werden. Darauf folgte die Inkubation mit dem spezifischen
Antikérper gegen das gesuchte Protein, ebenfalls fir 1 h bei RT auf dem Shaker.
Hauptsachlich wurde ein horseradish peroxidase (HRP) gekoppelter anti-human-lgG-y-
chain-Antikérper genutzt, weshalb zum Nachweis der CHIKV-Fc-Fusionsproteine nur ein
Antikérper gebraucht wurde. Bei dem B-Aktin-Nachweis wurde die Membran zuerst mit
einem primaren Antikdrper gegen B-Aktin (Uber Nacht bei 4°C) und anschlielsend 1 h bei RT
mit einem sekundaren HRP-gekoppelten Antikbrper gegen die Spezies, aus der der primare
Antikérper gewonnen wurde, inkubiert. Die Schritte wurden auf dem Shaker durchgefihrt,
wobei zwischen den beiden Inkubationen die Membran dreimal 5 min mit TBS-T gewaschen
wurde. Nachdem die Membran mit dem spezifischen, HRP gekoppelten Antikdrper inkubiert
war, wurde sie dreimal 5 min mit TBS-T auf dem Shaker gewaschen. Abschliellend wurde
die Membran mit HRP-Substrat benetzt und eine Chemilumineszenz-Reaktion induziert.
Dabei wird Luminol oxidiert und Licht emittiert. Das Lichtsignal wurde mittels Fusion FX-7
(Vilber) detektiert.
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3.2.4.5 Aufreinigung von rekombinanten Proteinen

3.24.5.1 Aufreinigung von eukaryotischen Zellen produzierten

rekombinanten Proteinen via Protein A

Rekombinante Fusionsproteine wurden in eukaryotischen Zellen hergestellt und von diesen
sekretiert. Die Fusionsproteine bestehen aus einer Domane des Glykoproteins E2 vom
CHIKYV fusioniert an den Fc-Teil eines humanen Antikdrpers. Durch diese Fusion werden die
gebildeten Proteine von den eukaryotischen Zellen sekretiert. AuRerdem kann Protein A zur
Aufreinigung genutzt werden. Protein A stammt vom Stapholoccocus aureus. Es befindet
sich in der Zellwand des Bakteriums und bindet opsonierende Antikorper falsch herum, also
am Fc-Teil. Dadurch kann Staph. aureus dem Immunsystem des Wirts entgehen.

Die Pierce™ Protein A Agarose (Thermo Fisher Scientific, Langenselbold) musste vor der
Benutzung von ihrem Ldsungspuffer befreit werden. Hierfur wurde die gebrauchte Menge
Protein A Agarose (50:50 in Ldsung) in einer Menge von 200 pl Protein A/ 10 ml
aufzureinigenden Uberstand in ein 1,5 ml Eppendorfgefal tGberfiihrt und 3 min bei 2500*g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet in 1 ml Binde-/Wasch-Puffer
aufgenommen und gut resuspendiert. Dann folgte eine weitere Zentrifugation flir 3 min bei
2500*g, wobei auch hier der Uberstand verworfen wurde. Der Uberstand, aus dem die
Fusionsproteine gereinigt werden sollen, wurde in ein 50 ml Falcon gegeben und 1:1 mit
Binde-/Wasch-Puffer aufgefillt. Anschliefend wurde das Protein A Agarose-Pellet erneut in
1 ml Bindepuffer aufgenommen und in den vorbereiteten Zelliberstand Uberfihrt. Nach einer
Inkubation von 2 h bei RT auf dem Roller Mixer (Stuart) oder im Uberkopfschiittler fand eine
weitere Zentrifugation fir 5 min bei 2500*g statt, worauf zwei Waschschritte folgten
(Uberstand verwerfen, Pellet in 1 ml Binde-/Wasch-Puffer aufnehmen, zentrifugieren).
AbschlieRend wurde das Pellet in 5 ml Elutionspuffer aufgenommen, fir 5 min bei RT
inkubiert und ein weiteres Mal fir 3 min bei 2500*g zentrifugiert. Der Uberstand (Eluat)
wurde in ein neues Eppendorfgefall Uberfihrt und pro 100 pl Eluat wurden 10 ul
Neutralisations-Puffer hinzugefligt. Rezepte fir die Puffer sind unter 3.1.9.3 beschrieben. Die
eluierten Proteine wurden in einer Slide-A-Lyzer Dialysis Cassette (Thermo Fisher scientific)
Uber Nacht bei 4°C gegen PBS (4,5 L) dialysiert. Die Fusionsproteine wurden aus der
Dialysekammer entnommen und 15 min bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert, um
ausgefalltes Protein zu entfernen. Der Uberstand wurde in 1,5 ml Eppendorfgefale gefiillt,
mithilfe von flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Zur Nutzung der

Proteine, wurden diese in einem 37°C warmen Wasserbad aufgetaut.
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3.2.4.6 Heparin-Sepharose Bindungsversuch

Mit der Heparin-Sepharose wurde die Glykosaminoglykan (GAG)-abhangige Bindung der
generierten Fusionsproteinen Uberpruft.

Hierfir wurden pro Fusionsprotein 100 pl Heparin-Sepharose 6 Fast Flow (GE Healthcare,
Freiburg) in ein Eppendorfgefal} pipettiert. Die Heparin Sepharose befand sich zur Lagerung
in Ethanollésung (80:20). Das Ethanol wurde durch Zentrifugieren (3 min, 2500*g, Uberstand
verwerfen) und Waschen des Pellets mit 1 ml Binde-/Wasch-Puffer entfernt (Waschschritt
wie in 3.2.4.8). Dann wurde das Pellet in 500 pl Binde-/Waschpuffer aufgenommen und mit
10 pg Fusionsprotein (Volumina der Fusionsproteine zuvor 1:1 mit Binde-/Wasch-Puffer
gemischt) 2 h bei RT auf dem Eppi-Rotator (Stuart) inkubiert. Anschlieliend erfolgte eine
Zentrifugation mit 2500*g bei RT fiir 3 min. Der Uberstand wurde verworfen und es folgten
drei Waschschritte, wie in 3.2.4.8, mit 1 ml Binde-/Wasch-Puffer. Die letzte Zentrifugation
wurde mit 13000 rpm durchgefihrt. Das Pellet wurde in 80 pl 1x SDS-Ladepuffer
aufgenommen und 5 min bei 95°C gekocht und die Bindung an Heparin-Sepharose mithilfe
einer SDS-Page und anschlieliender Western Blot Analyse Uberprift. Die Lagerung der
Proben erfolgte bei -20°C.

3.2.5 Statistische Analyse

Die p-values wurden mithilfe der unkorrigierten 2way ANOVA bestimmt (Konfidenzinterval
von 95%). Aufgrund der TestgruppengroRe n=3 wurde zur exploratorischen Analyse der
Werte die unkorrigierte Ermittlung einer Signifikanz genutzt (Fisher’s LSD Test). Signifikante
Bindungen bzw. Unterschiede wurden mit *, **, ** und **** gekennzeichnet. Nicht

signifikante (n. s.) Bindungen bzw. Unterschiede blieben ungekennzeichnet.

n.s. P>0.05
* P <0.05
o P <0.01

o P < 0.001
¥ P <0.0001
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4. Ergebnisse

Alle Versuche wurden durchgefiihrt, um den Virus-Zelleintritt genauer zu analysieren sowie

virale und zellulare bindungsaktive Strukturen zu identifizieren und charakterisierefergebnisse

4.1 Untersuchung der Bindungsaktivititen der CHIKV E2 Domanen mit
Fusionsproteinen, generiert und sekretiert von eukaryotischen

Zellen
In zuvor durchgefuhrten Versuchen mit rekombinanten Proteinen (E.coli) konnte folgendes
Bindungsaktivitatsprofil aufgezeigt werden. Sowohl Doméane A, als auch Doméane B binden
an Zellen. Domane C wiederum zeigt keine Bindungsaktivitat (Weber et al. 2017). Diese
Aussagen galt es nun mit den CHIKV-Fc-Fusionsproteinen zu verifizieren oder zu

widerlegen.

4.1.1 Herstellung von CHIKV-Fc-Fusionsproteinen

Die Herstellung von Fusionsproteinen wurde genutzt, da die Proteine auf diese Weise, wie
intrinsische Antikorper, von eukaryotischen Zellen sekretiert werden. Zum einen wird davon
ausgegangen, dass die Produktion der Proteine in eukaryotischen Zellen die richtige Faltung
unterstitzt, was ein Nachteil bei den in E.coli exprimierten rekombinanten Proteinen ist, zum
anderen erleichtert die Sekretionsfahigkeit der Fusionsproteine die Isolation, die durch das
Sammeln des Zelliberstandes erfolgte. Ein weiterer positiver Aspekt ist die einfache
Aufreinigung mit Protein A, das mit dem Fc-Teil der Fusionsproteine interagiert.

Es wurden Fusionsproteingene, bestehend aus jeweils einer Domane des Glykoprotein E2
(CHIKV) fusioniert an den Fc-Teil eines humanen IgG-Antikérpers, generiert. Hierfur wurde
die jeweilige CHIKV E2 Domane in den pCMV2.5-hlgG1Fc-XP-Vektor kloniert (Abb. 14).

Der pCMV-hlgG1Fc-XP-Vektor wird zur Herstellung von rekombinanten Antikérpern und
Antikérper-Fusionsproteinen genutzt. Die genutzte Vektor-Variante pCMV2.5-hlgG1Fc-XP
entstand im Zuge der Optimierung des Expressionsvektors. Seine Antikdrpergen-
Expressions-Kassette wird durch einen CMV-Promotor reguliert und durch eine Poly-A-
Sequenz terminiert. Nach der Promotorregion ist eine modifizierte KOZAK-Sequenz, die
wahrend der Proteinbiosynthese von Bedeutung ist, zu finden. Das Sekretionssignal wird von
der Sequenz flr das sekretorische humane-IgG schwere Kette Signal-Peptid gebildet, das
jedoch auf zwei Exons und ein Intron reduziert ist. Darauf folgt eine Spacer-Region, die
durch eine Apa I/Nhe I-Klonierungskassette flankiert wird. Diese Klonierungskassette
ermdglicht eine ,single step in frame“-Klonierung sowie die Fusion mit dem Fc-Teil. Die

Variante 2.5 zeichnet sich durch ein ochre Stop-Codon mit sich anschlieRendem Adenin (A)
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aus, wodurch die terminale Sequenz fir die Translation am 3°-Ende des Fc-Teils optimiert
wurde (Jager et al. 2013). AuRerdem ist im Vektor ein Ampicillin-Resistenzgen zur Selektion
vorhanden (Abb. 14) und er besitzt eine Neomycin Phosphotransferase als

Selektionsmarker, der durch einen SV40 Promotor kontrolliert wird.

A B

CMV ie promoter

Ampicillin resistance gene Signal peptide - Exon1
/ Intron
//_‘Signal peptide - Exon2

Apal(Sz

| ———
CHIKV E2 Dom A
pUC origin

CMV2.5-hIgG1-Fc-XP-TS153.5.
§3:8%p
SV40 PolyA sequence

knob into hole 1 -> Y
CH2
knob into hole 1 > T
: < &= -
Neomycin (G418) resistance gene \ BGH reverse priming site

BGH polyA sequence

CHIKV-E2 Doméne A

19G1-Fc

SV40 promoter / origin

Abb. 14 Expressionsvektor fiir Fc-Fusionsproteine

A) zeigt die schematische Darstellung des Vektors, als Beispiel mit Domane A als Insert. Die Domanensequenz
wird mithilfe der Restriktionsenzyme Apa | und Nhe | passend in den Vektor eingeflgt. Der Vektor enthalt den
IgG1-Fc-Teil sowie einen CMV Promotor und eine Ampicillin-Resistenz.

Unter B) ist das fertige Fusionsprotein zu sehen, das aus dem humanen Fc-Fragment fusioniert mit einer Doméne
des CHIKV-Proteins E2 (hier reprasentativ Domane A) besteht.

Fc-Teil eines humanen Antikdrpers
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Mittels PCR wurde die genetische Information der Domane A (plus gesamten B-ribbon-
connector, beide Anteile via G4PGs.Linker verbunden) (aa1-aa172 + G4PGs-Linker + aa231-
aa271) vom Plasmid pET-15b-CHIKV E2 Doméane A, Domanen B (aa172 — aa231) von pET-
15b-CHIKV E2 Doméne B und Domane C (aa271-aa341) von pET-15b-CHIKV E2 Domane
C amplifiziert (s. Abb. 13). Dabei wurden jeweils Primer verwendet, die am 5 -Ende eine
Schnittstelle fir das Restriktionsenzym Apa | (forward Primer) und am 3'-Ende eine
Schnittstelle fur das Restriktionsenzym Nhe | (reverse Primer) einfigten. Die Schnittstellen
fur die beiden Restriktionsenzyme befinden sich auch in der multiple cloning site des
Vektors, was ein Einfligen der CHIKV E2 Doméanen-Information vor den humanen Fc-Teil
und nach dem CMV-Promotor und das Sekretionssignal ermdglichte. Somit konnten die PCR
Produkte in den Vektor mit den Restriktionsenzymen Apa | und Nhe | kloniert werden
(Abb.15).

Nachfolgend aufgelistete Templates und Primer wurden fiir die jeweiligen Domanen in der
PCR verwendet.

Template abgelesene Information Genutzte Primer
Domane A mit B-ribbon-
connector CHIKV E2 Doméane A fw
pET-15b-CHIKV E2 Domane A ) )
(AA 1-172 + G4PGs-Linker + | CHIKV E2 Domane A rev
AA 231-271)
. Domane B CHIKV E2 Doméane B fw
pET-15b-CHIKV E2 Doméane B )
(AA 172-231) CHIKV E2 Domane B rev
. Domane C CHIKV E2 Domane C fw
pET-15b-CHIKV E2 Doméane C )
(AA 271-341) CHIKV E2 Domane C rev

Die Sequenz der Domane A enthielt im genutzten Template eine Punktmutation (im
Vergleich zur Wildtyp-Sequenz) an der Stelle 79. Dort befand sich anstatt der genetischen
Information flr eine Glutaminsaure (E), die der Aminosaure Glycin (G). Um eine
Beeinflussung der Bindungsaktivitdt durch diese Mutation auszuschlieRen, wurde mithilfe
einer Mutagenese-PCR eine ,Riuckmutation“ (G79E) vollzogen. Die Mutagenese-PCR wurde
wie in 3.2.3.9, unter der Verwendung der Primer wt-G79E for und wt-G79E rev, durchgefihrt.
Hierdurch entstand das Plasmid Fc-CHIKV E2 Doméane A G79E.
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A) aal72 aa 271
aal aa 231 aa 341
/ \ /
Domdne A —
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Abb. 15 Schematische Darstellung des Glykoprotein E2 (CHIKV)

Das Glykoprotein E2 besteht aus den drei Doménen A, B und C. Die Doméanen sind Uber einen (-ribbon-
connector verbunden (Abb. 15 A). In der rdumlichen Darstellung befindet sich Doméane C der viralen Membran
am nachsten, Domane B bildet das distale Ende mit Domane A im Zentrum. Fir die Fusionsproteine wurden die
einzelnen Domanen in den Fc-Vektor kloniert, wobei Domane B (Abb. 15 C) und C (Abb. 15 D) exakt und
Domaéane A plus B-ribbon-connector abgelesen wurden. Bei Doméane A wurden beide Teile des [-ribbon-
connectors, verbunden uber einen G4PGs-Linker, angefiigt (Abb. 15 B).

Durch die Klonierung sind nachfolgend aufgefiihrte Plasmide generiert worden:

pCMV2.5-higG1-Fc-XP-
B pCMV2.5-hlgG1-Fc- | pCMV2.5-hlgG1-Fc-
CHIKV Domane A (AA 1-

Plasmid XP-CHIKV Doméane | XP-CHIKV Doméane

172+ G4PGs-Linker+ AA
B (AA 172-231) C (AA 271-341)
231-271) G79E

Fc-CHIKV E2 Doméane A Fc-CHIKV E2 Fc-CHIKV E2

Fusionsprotein
G79E Domane B Domane C
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4.1.1.1 Expression der Fc-Fusionsproteine

HEK 293T Zellen wurden mit den Fc-CHIKV-Plasmiden und zur Kontrolle mit dem pCMV2.5-
hlgG1Fc-XP-Vektor ohne Insert mit Lipofectamin Reagenz transfiziert. Der Zelliberstand
wurde an Tag 2 und 3 geerntet. Die Uberstande der beiden Tage wurden fiir das jeweilige
Fusionsprotein gepoolt und mithilfe von Protein A aufgereinigt. Hierfur wurden die
Fusionsproteine 2 h mit 200 ul Protein A/10 ml Uberstand inkubiert, danach mehrfach mit
Binde-/Wasch-Puffer gewaschen und gebundene Fusionsproteine abschliefend mithilfe
eines sauren Elutionspuffers von der Protein A-Agarose geldst. Um den pH-Wert des Eluats
zu neutralisieren, wurden pro 100 ul Eluat 10 pl Neutralisationspuffer hinzugefigt und eine
Dialyse gegen PBS Uber Nacht durchgefihrt (siehe 3.2.4.5.1).

Die Identifizierung der Fusionsproteine erfolgte mittels Western Blot Analyse mit einem
gegen human-lgG gerichtetem Antikérper (Abb. 16). Das Fusionsprotein Fc-CHIKV-E2
Domaéne A sollte ein Molekulargewicht von 51,1 kDa, Fc-CHIKV-E2 Doméane B von 33,2 kDa,
Fc-CHIKV-E2 Domane C von 35,3 kDa und das Fc-Protein ein Gewicht von 29,2 kDa
aufweisen. Diese Angaben sind jedoch rein errechnete Werte, bei denen weitere
posttranslationale Modifikationen (z.B. Glykosylierungen) der Proteine, die das
Molekulargewicht erhdhen, aulder Acht gelassen wurden. So befinden sich zum Beispiel im
Fc-CHIKV-E2 Doméne A-Protein eine Glykosylierungsstelle, welche die erhdohte Masse
verursacht (s. Abb. 16, Spur 2). Auch das Fc-Protein ist glykosylierbar, was dessen Bande
oberhalb der erwarteten Laufhéhe erklart (Abb. 16, Spur 1) und auch fir die héher liegenden
Banden von Fc-CHIKV-E2 Doméane B und Fc-CHIKV-E2 Domane C verantwortlich ist, da
auch diese den Fc-Teil besitzen (Abb. 16, Spur 3+4). Alle Fusionsproteine wurden gut in den
Zelliberstand abgegeben, wobei Fc-CHIKV-E2 Domane C etwas schwacher sekretiert

wurde. Die richtige Aminosauresequenz wurde mithilfe der Sequenzierung bestatigt.
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Abb. 16 Herstellung von Fusionsproteinen

HEK 293T Zellen wurden mit den Plasmiden pCMV2.5-higG1-Fc-XP-CHIKV Domane A G79E, pCMV2.5-higG1-
Fc-XP-CHIKV Doméne B und pCMV2.5-hlgG1-Fc-XP-CHIKV Doméane C transfiziert. Der Zelliberstand von Tag 2
und 3 wurde gepoolt und mit Protein A aufgereinigt. Die Fusionsproteine wurden mittels SDS-PAGE separiert und
auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Detektion erfolgte mithilfe eines anti-human-lgG-¥-chain-HRP
gekoppelten Antikdrpers und anschlieender Messung der Chemilumineszenz.

Die Proteine sollten in weiteren Versuchen in gleichen Mengen (10 ug und 20 ug) eingesetzt
werden. Dies erforderte eine Konzentrationsbestimmung der jeweiligen Proteine, was mithilfe
einer Coomassie-Farbung erfolgte. Die Konzentrationen der jeweiligen Fusionsproteine
konnte ermittelt werden, indem sie mit einer Konzentrationsreihe von bovinem Serum
Albumin (BSA) verglichen wurden. Hierfiir durchliefen die Proteine (jeweils 30 pl Probe) eine
Separation via SDS-PAGE mit anschlieiender Coomassie-Farbung (3.2.4.3) (Abb. 17). Die
Fusionsproteinherstellung erfolgte dreimal unabhangig voneinander. Exemplarisch ist

nachfolgend nur ein Coomassie-Gel aufgezeigt, die weiteren befinden sich im Anhang.
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Abb. 17 Konzentrationsbestimmung der Fusionsproteine

Die Fusionsproteine wurden mittels SDS-PAGE separiert und mit Coomassie gefarbt. Die Proteine (rechts)

wurden gegen eine BSA-Konzentrationsreihe (links) aufgetragen. Die Bandenstarke der Proteine wurde mit

denen der Konzentrationsreihe verglichen und so die Konzentration ermittelt. Das Probenvolumen betrug jeweils

30 pl.

Anhand des Coomassie-Gels (Abb. 17) wurden die Konzentrationen der Fusionsproteine

bestimmt:
_ _ Fc- CHIKV E2 Fc- CHIKV E2 Fc- CHIKV E2

Fusionsprotein

Doméane A G79E Doméane B Domaéne C
Konzentration anhand des

0,09 ug/ul 0,045 ug/ul 0,045 ug/ul
Coomassie-Gels
Volumen flir 10 pug Protein

_ 111,1 2222 ul 2222 ul

eingesetzt
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4.1.2 Untersuchung der Zellbindung von Fc-CHIKV Fusionsproteinen

Um zu ermitteln, welche Doméane von E2 an Zellen bindet, wurden Zellbindungsversuche mit
den aufgereinigten Fc-Fusionsproteinen durchgefiihrt (3.2.2.11). Durch Analyse der
Proteinbindung an CHO K1 und pgsA-745 Zellen (keine Proteoglykansynthese) konnte
zusatzlich eine Glykosaminoglykan-Abhangigkeit der Bindung untersucht werden.
Glykosaminoglykane (GAG) sind linear aufgebaute, saure Polysaccharide, die aus mehreren
Dissacharid-Einheiten bestehen. Sie sind negativ geladen und befinden sich auf nahezu
allen Zellen (Sarrazin et al. 2011). Ihre Beteiligung am viralen Zellbindungsprozess wurde
bereits fur viele andere Viren beschrieben (Christianson und Belting 2014; Gardner et al.
2011; Smit et al. 2002).

Als CHIKV-spezifische Bindung wurden starkere Bindungsaktivitaten, als der des humanen
IgG Fc-Teil alleine, angesehen. Diese Grenze wird im Weiteren als spezifische
Bindungsgrenze bezeichnet. Um ein aussagekraftiges Ergebnis zu erhalten, wurden diese
Versuche dreimal durchgefuhrt, mit jeweils neu aufgereinigten Fusionsproteinen
(Coomassie-Gele Abb. 17 bzw. Anhang 8.2.1).

Fir jeden Bindungsversuch wurden CHO K1 und pgsA-745 Zellen mit jeweils 10 ug und 20
Mg Protein 30 min bei 4°C inkubiert, mit FACS-Puffer (PBS+ 2% FCS) gewaschen, die
gebundenen Proteine mithilfe eines gegen humanes IgG-gerichteten und FITC-gekoppelten-
Antikérper detektiert und via Durchflusszytometrie gemessen. Die Konzentration der
genutzten Fusionsproteine wurde anhand des Coomassie-Gels (Abb. 17 bzw. Anhang 8.2.1)
ermittelt. Die FITC Mean Werte aus drei Versuchen wurden fir die jeweiligen Proteine
erfasst und mit der Kontrolle (Fc-Protein) ins Verhaltnis gesetzt. AnschlieRend wurde der
Mittelwert (MW), sowie die Standardabweichung (SD) errechnet. Die Einzelwerte, sowie MW
und SD sind in der Darstellung angegeben (Abb. 19 und 20).

Abb. 18 verdeutlicht die Ermittlung spezifischer Bindungsaktivititen anhand von FACS-
Daten. Als Beispiel wurde die Negativkontrolle mit dem Bindungsversuch mit Fc-CHIKV E2
Domane A G79E verglichen. Die Inkubation von Zellen mit dem Fc-Protein alleine und das
daraus resultierende mittlere FITC-Signal (FITC mean) dient als Kontrolle. Die FITC mean
Werte die aus Bindungsversuchen mit den Fusionsproteinen entstanden, wurden mit den
FITC mean Werten der Kontrolle ins Verhalinis gesetzt (z.B. FITC mean Fc-CHIKV E2
Doméane A/ FITC mean Fc). In der bildlichen Darstellung kann man ein ,Shiften® der
Population erkennen, sofern die Fusionsproteine Zellbindungsaktivitat aufwiesen und mit
dem FITC-gelabelten Antikérper detektiert wurden (Abb. 18). In A) ist das Verhalten der
Zellpopulation, sowie der gemessene FITC mean Wert nach Inkubation mit dem Fc-Protein
alleine dargestellt. B) zeigt die Veranderung innerhalb der Population und des FITC mean
Wertes nach Inkubation mit Fc-CHIKV E2 Domane A G79E. Zu sehen ist ein ,Shiften” der
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Zellpopulation, die mit Fc-CHIKV E2 Domane A G79E inkubiert wurde und weist damit auf

einen hohen Anteil gebundener Fusionsproteine hin.

A) B)
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Abb. 18 FACS-Analyse

A) zeigt das Verhalten einer CHO K1 Zellpopulation, die mit der Negativkontrolle (Fc-Protein) behandelt wurde. In
B) ist das ,Shiften“ der CHO-K1 Zellpopulation zu erkennen, die zuvor mit FC-CHIKV E2 Doméane A G79E
inkubiert wurde. Auch die FITC mean Werte zur Berechnung der MW und SD, sowie zur grafischen Darstellung

sind angegeben.

Bei den Zellbindungsversuchen wurden zuerst 10 ug Fusionsprotein auf CHO K1 (GAG
exprimierende Zellen) und pgsA-745 Zellen (keine zellularen GAG) getestet, um zu ermitteln,
ob die Anwesenheit zellularer GAG einen Einfluss auf die Zellbindung hat. Abb. 19 stellt die
Bindungsaktivitaten der Fusionsproteine auf beiden Zelllinien im direkten Vergleich dar. Eine
signifikante Bindung war nur bei Domane A G79E auf CHO K1 (Abb. 19, Spur 1) ersichtlich.
Weiterhin schienen auch Domane B an CHO K1 Zellen (Abb. 19, Spur 3) und Domane A
G79E, sowie Doméane C an pgsA-745 Zellen zu binden (Abb. 19, Spur 2, 6). Diese
Messergebnisse waren zwar nicht signifikant, dennoch waren Werte, die oberhalb der
spezifischen Bindungsgrenze lagen reproduzierbar. Aufgrund der geringen ProbengrofRe
(n=3) kann zu diesen Messergebnissen nur sehr ungenau eine Signifikanz berechnet,

dennoch kann ein Trend der Zellbindung beschrieben werden.
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Zusammengefasst konnte mit diesem Versuch eine deutliche Bindungsaktivitat von Doméne
A G79E auf GAG-exprimierenden Zellen nachgewiesen werden. Ein Trend zur Zellbindung
war auch schwach fiur Domane B an GAG-exprimierende Zellen, sowie fiur Doméane A G79E
und C an pgsA-745 Zellen, die keine GAG auf der Zelloberflache besitzen, ersichtlich.
Wichtig zu bemerken ist hier, dass Domane A G79E in Kombination mit beiden Teilen des (-

ribbon-connectors vorliegt (siehe 4.3).
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Zellbindungsversuche mit 10 ug Fusionsprotein auf CHO K1 und pgsA-745 Zellen
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Abb. 19 Zellbindung von CHIKV E2 Doméanen

CHO K1 und pgs-A745 Zellen wurden mit Fc-CHIKV Fusionsproteinen inkubiert. Gebundene Proteine wurden
von FITC-gelabelten anti-human-IgG-Antikdrpern markiert und emittierendes FITC-Signal mittels FACS erfasst.
Die gestrichelte Linie liegt bei 1 und représentiert die Bindung des Fc-Proteins. Als CHIKV-spezifisch wurden
Bindungsaktivitaten oberhalb von 1 angesehen. Gezeigt wird die Bindung von 10 pg Protein auf CHO K1 und
pgs-A745 Zellen im Vergleich. Angegeben sind der MW und die SD. **** kennzeichnet signifikante Bindungen.

Fir Domane A und B, hergestellt in E.coli, wurde eine signifikante Bindung auf GAG-
exprimierenden Zellen beschrieben. Vor allem Domane B zeigte eine stark GAG-abhangig
Bindung an Zellen und fir Domane A konnte auch eine GAG-unabhangige Bindung
beobachtet werden (Weber et al. 2017). Als Fc-Fusionsprotein war bei getesteten 10 ug
Protein nur fir Domane A G79E eine signifikante GAG-abhangige Bindung detektierbar. Die
eingesetze Proteinmenge wurde nur anhand der Coomassie gefarbten Gele abgeschatzt und
kdnnte daher ungenau sein. Um zu ermitteln, ob die Proteinkonzentration die Unterschiede
der Versuchsergebnisse bedingte und ob die Bindung der Domanen generell
konzentrationsabhangig ist, wurden die Fc-Fusionsproteine jeweils in zwei Konzentrationen
(10 pg und 20 pg) auf CHO K1 und pgsA-745 Zellen getestet. Der Versuch erfolgte 3x
unabhangig voneinander, wobei hier die Einzelwerte, der Mittelwert (MW) (FITC mean zur
Kontrolle) und die SD dargestellt sind (Abb. 20).
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Nur Domane A G79E band in beiden getesteten Konzentrationen an CHO K1 Zellen, wobei
ein Unterschied der Bindung beider getesteter Konzentrationen ersichtlich war (Abb. 20 A),
Spur 1+2). Interessanterweise fuhrte eine Konzentrationserhbhung zu einer verminderten
Bindungsaktivitat, was vermuten Iasst (Abb. 20 A), Spur 1+2), dass zwischen 10 ug und 20
Mg Protein fir Domane A G79E eine Sattigungsgrenze erreicht wurde, bei der alle
Bindungsstellen fur diese Doméane besetzt sind und eine Erhéhung der Konzentration zu
Protein-Aggregationen fiihrt, die die Zellbindung stdren kdnnten.

Bei Vernachlassigung der Signifikanz (siehe oben), konnte auch fir Domane B eine
schwache, konzentrationsunabhangige Bindung an CHO K1 Zellen beobachtet werden, da
zwei Werte deutlich Uber der spezifischen Bindungsgrenze lagen (Abb. 20 A), Spur 3+4). Auf
pgsA-745 Zellen wiesen bei einer Konzentration von 20 ug, Domane A G79E und Doméane B
eine signifikante Bindung auf (Abb. 20 B), Spur 2 und 4). Deutliche Schwankungen waren
hingegen bei Domane C ersichtlich und nur ein Wert wies auf eine Zellbindung hin, jedoch ist
die Probengrofle 3 zu gering, um eine deutliche Aussage treffen zu kénnen. Ein Wert, der
oberhalb der spezifischen Bindungsgrenze lag, kénnte auf einen Trend einer GAG-
unabhangige Zellbindung bei getesteten 10 pg Protein hindeuten (Abb. 20 B), Spur 5), die
jedoch sehr schwach ausfallt und bereits die Sattigungsgrenze erreicht hat. Eine

Konzentrationserhéhung korrelierte negativ mit der Bindungsaktivitat (Abb. 20 B), Spur 6).
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A) Fusionsproteine, getestet in zwei Konzentrationen auf CHO K1 Zellen
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B) Fusionsproteine, getestet in zwei Konzentrationen auf pgsA-745 Zellen

10- ® 10ug
B 20ug
8.

Bindung (FITC mean zur Kontrolle)

Abb. 20 Zellbindung von CHIKV E2 Domaénen in zwei Konzentrationen

CHO K1 und pgs-A745 Zellen wurden mit Fc-CHIKV Fusionsproteinen inkubiert. Gebundene Proteine wurden
von FITC-gelabelten anti-human-IgG-Antikdrpern markiert und emittierendes FITC-Signal mittels FACS erfasst.
Die gestrichelte Linie liegt bei 1 und reprasentiert die Bindung des Fc-Proteins. Als CHIKV-spezifisch wurden

Bindungsaktivitaten oberhalb von 1 angesehen. Bei A) wurden zwei Konzentrationen Protein (10 pg und 20 pg)
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auf CHO K1 und bei B) auf pgsA-745 Zellen getestet. Angegeben sind der MW und die SD. *, **, *** und ****
kennzeichnen signifikante Bindungen.
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4.1.3 GAG-abhangige Bindung der Fc-CHIKV Fusionsproteine

Die Fusionsproteine Fc-CHIKV E2 Doméne A und Fc-CHIKV E2 Domane B binden an CHO
K1 Zellen starker als an pgsA-745 Zellen. Daher liegt die Vermutung nahe, dass die
schwachere Bindung der Fusionsproteine an pgsA-745 Zellen, aus dem Mangel an
zellularen GAG resultierte und die Bindung der Domanen zum Teil GAG-abhangig ist. Um
diese Ergebnisse zu verifizieren, wurden weitere Versuche vollzogen, die die GAG-

Abhangigkeit der Bindung genauer Uberpriften.

4.1.3.1 Hemmung der Zellbindung durch Vorhandensein von léslichem
GAG

Es wurde untersucht, ob das Vorhandensein von léslichem GAG die Bindung der
Fusionsproteine an Zellen beeinflussen kann. Hierfur wurden Zellbindungsversuche auf
GAG-exprimierenden CHO K1 Zellen (wie in 4.1.2, Abb. 19) durchgefuhrt, wobei die
Fusionsproteine zuvor mit Heparansulfat (ein GAG) inkubiert wurden. 10 ug Fusionsproteine
(siehe 4.1.1 Abb. 17, bzw. 4.1.2 Tabelle) wurden 30 min mit Heparansulfat (HS) in einer
Konzentration von 500 pg/ml inkubiert und anschlieRend zu CHO K1 Zellen gegeben. Die
Konzentration von 500 ug/ml HS konnte in vorangegangenen Versuchen als nicht toxisch
bestimmt werden (Weber et al. 2017). Zur Kontrolle wurden CHO K1 Zellen mit 10 pg
Fusionsprotein ohne HS, inkubiert. Die anschlieRende Behandlung beider Versuchsgruppen
erfolgte gleichermallen wie in 4.2.2. Die Bindungsversuche sind 3x durchgefihrt worden,
wobei die FITC mean Werte der einzelnen Fusionsproteine mit dem mittleren FITC-Signal
(FITC mean) der Kontrolle (Fc-Protein) verglichen und gemittelt wurden. Die Einzelwerte, der
Mittelwert der FITC mean Werte im Vergleich zur Kontrolle, sowie die Standardabweichung
sind in der Abbildung angegeben (Abb. 21). Binden die Fusionsproteine GAG-abhangig, so
sollte eine vorherige Inkubation mit I6slichem Heparansulfat zu einer Besetzung der GAG-
Bindungsstellen und in den Zellbindungsversuchen zu einer reduzierten Bindungsaktivitat auf
CHO K1 Zellen flihren.

So verursachte die Vorinkubation mit I16slichem Heparansulfat bei Fc-CHIKV E2 Domane A
eine deutliche Abnahme der Zellbindung (Abb. 21, Spur 1+2). Die Betrachtung der
Einzelwerte zeigte, dass Fc-CHIKV E2 Doméane B eine schwache, aber inkonstante Bindung
an CHO K1 Zellen aufweist, die bei einer vorherigen Inkubation mit HS nicht mehr zu
detektieren war. Fc-CHIKV E2 Domane A G79E hingegen schien trotz der Inkubation mit HS
eine verbleibende, aber deutlich schwachere Bindungsaktivitdt (Abb. 19, Spur 1+2) zu
behalten. Bei Fc-CHIKV E2 Domane C fuhrte das Vorhandensein von léslichem GAG zu
keiner Veranderung in der Bindungsaktivitat, die in beiden Vergleichsgruppen nicht

vorhanden war (Abb. 19, Spur 5+6). Die Versuchsergebnisse entsprachen weitgehend den



Ergebnisse 85

Ergebnissen der Bindungsversuche auf CHO K1 und CHO pgs-A745 Zellen (s. Abb. 18) und
zeigen, dass die Fusionsproteine mit den Domanen A und B (schwach und inkonsistent) ein
GAG-abhangiges Bindungsprofil aufweisen. Domane A war trotz der Blockierung der GAG-
Bindungsstellen durch Heparansulfat noch in der Lage, wenn auch nur schwach, an Zellen

zu binden. Das Bindungsverhalten von 20 ug Fusionsprotein wurde in diesem Fall nicht

untersucht.
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Abb. 21 Zellbindung bei Zugabe von I6slichem Heparansulfat

10 pg Fusionsprotein wurden mit Heparansulfat in einer Konzentration von 500 pug/ml vermengt und 30 min bei
4°C stehen gelassen. AnschlieRend wurden CHO K1 Zellen mit dem Protein-Heparansulfat-Mix und zum
Vergleich mit 10 ug unbehandeltem Protein inkubiert. Bindende Proteine wurden von FITC-gelabelten anti-
human-IgG-Antikérpern markiert und emittierendes FITC-Signal mittels FACS erfasst. Die gestrichelte Linie
reprasentiert die Bindung des Fc-Proteins (ohne Domanenteil). Als CHIKV-spezifisch wurden Bindungsaktivitaten
oberhalb dieser Linie angesehen. Angegeben sind der MW (FITC mean zur Kontrolle) und die SD. **** markiert

signifikante Bindungsaktivitat der Fusionsproteine.
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4.1.3.2 Bindung der Fusionsproteine an Heparin-Sepharose

Aulierdem wurde die direkte Bindung der Fusionsproteine an Glykosaminoglykane, ohne das
weitere zellulare Strukturen als beeinflussende Faktoren vorhanden sind, untersucht, indem
die Fusionsproteine mit Heparin-Sepharose vermischt und gebundenes Protein via Western
Blot Analyse identifiziert wurde. Die Bindungsversuche mit Heparin-Sepharose verliefen
nach dem Prinzip der Immunprazipitation. In diesem Fall wurde Heparin stellvertretend als
Glykosaminoglykan genutzt. Es ist durch reduktive Aminierung an die Sepharose gebunden
und somit immobilisiert worden. Fusionsproteine, die eine GAG-abhangige Bindung
aufweisen, sollten an Heparin binden und kénnen somit bei nachfolgenden Waschschritten
nicht entfernt werden. 10 ug des jeweiligen Fusionsproteins wurden mit 100 ul Heparin-
Sepharose fur 2 h inkubiert, mit Binde-/Wasch-Puffer gewaschen und gebundenes
Fusionsprotein mittels Western Blot Analyse detektiert (siehe 3.2.4.6) (Abb. 22).

Die Volumina fir 10 pg Fusionsprotein wurde anhand des Coomassie-Gels (Abb. 17)

bestimmt, die nachfolgend nochmals aufgelistet sind:

_ _ Fc-CHIKV E2 Fc-CHIKV E2 Fc-CHIKV E2

Fusionsprotein

Doméane A G79E | Domane B Doméne C
Konzentration anhand des

0,09 ug/ul 0,045 ug/ul 0,045 ug/ul
Coomassie-Gels
Bendtigtes Volumen fir 10 ug

_ 111,1 2222 2222

Protein

Die Analyse via Western Blot zeigte folgende Ergebnisse: Alle Proteine, auch die
Negativkontrolle, das Fc-Protein alleine, konnten an Heparin-Sepharose binden (Abb. 22 B)).
Fc-CHIKV E2 Domane C zeigte in etwa dieselbe Bandenstarke wie das Fc-Protein (Abb. 22
B), Spur 3+4) und wurde so als Hintergrundbindung definiert. Von Doméane A und B wurde
mehr Protein prazipitiert (Abb. 22 B), Spur 1+2), das auf eine starkere Heparinbindung
hindeutet. Die Ergebnisse entsprachen den Zellbindungsversuchen (Abb. 19+20) und
bestatigen, dass Domane A und B an GAG binden und Domane C keine GAG-abhangige

Bindung aufweist.
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Abb. 22 Bindung der Fusionsproteine an Heparin-Sepharose

Jeweils 10 pg der Fusionsproteine wurden mit 100 pl Heparin-Sepharose vermischt und 2 h bei RT und

stéandigem Rotieren inkubiert. Die gebundenen Proteine wurden mittels SDS-PAGE separiert und anschlieRend

auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Detektion erfolgte mithilfe eines anti-human-lgG-¥-chain-HRP

Antikorpers und anschlieRender Messung der Chemilumineszenz. A) zeigt erneut das Coomassie-Gel, anhand

dessen die Proteinkonzentration bestimmt wurde. In B) ist die Western Blot Analyse der an Heparin-Sepharose

gebundenen Fusionsproteine zu sehen.
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4.1.4 Etablierung stabiler Zelllinien, die Fc-CHIKV Fusionsproteine

exprimieren
Mithilfe von

Fusionsproteinen in das Genom von HEK 293T Zellen integriert werden, um eine stabile

retroviralen Vektorpartikeln sollte die Information zur Bildung von
Produktion von Fusionsproteinen in grofien Mengen zu erhalten. Hierfir wurden zuerst die
jeweiligen Fusionsproteingene in den Transfervektor pBabe Puro unter Verwendung der

Restriktionsenzyme BamHI und EcoRI kloniert.

Folgende Plasmide und Primer wurden zur Herstellung der pBabe-Fc-CHIKV E2-

Fusionsprotein-Plasmid genutzt:

Abgelesene
Template genetische Genutzte Primer Generiertes Plasmid
Information
pCMV2.5-higG1-Fc- | Fc+tDomane A E79G pBabe Puro Fc-
CHIKV E2 + Fc fw
XP-CHIKV Doméane | (mit B-ribbon- CHIKV E2 Doméane A

CHIKV E2 + Fcrev

A connector) E79G

pCMV2.5-higG1-Fc-
XP-CHIKV Domane
B

CHIKV E2 + Fc fw
CHIKV E2 + Fc rev

pBabe Puro Fc-
CHIKV E2 Domane B

Fc+Doméane B

pCMV2.5-higG1-Fc-

CHIKV E2 + Fc fw pBabe Puro Fc-

XP-CHIKV Domane
C

Fc+Doméane C

CHIKV E2 + Fc rev

CHIKV E2 Domane C

pCMV2.5-higG1-Fc-
XP-CHIKV Domane

Fc+Domane A-B
E79G (ohne B-

CHIKV E2 + Fc fw
CHIKV E2 + Fc rev

pBabe Puro Fc-
CHIKV E2 Domaéane

A-B ribbon-connector) A-B E79G
pCMV2.5-higG1-Fc- | CHIKV E2 + Fc fw

Humaner IgG Fc-Teil pBabe Puro Fc
XP-Vektor CHIKV E2 + Fc rev

Bei der Klonierung von Fc+Domane A und Fc-Domane A-B in den pBabe-Vektor wurde als
Template das Plasmid genutzt, dass in der Domane A-Sequenz noch ein Glycin (G) anstelle
einer Glutaminsaure (E) an Position 79 enthielt. Hier erfolgte keine ,Rickmutation® (siehe
4.1.1). Die Doméane A-Varianten mit der Mutation E79G, abgesehen von Fc-CHIKV E2
Domane A E79G (siehe 4.2) wurden in eukaryotischen Zellen schlechter exprimiert und

sekretiert (Daten siehe Anhang 8.1).




Ergebnisse 89

Zur Vektorpartikelherstellung wurden HEK 293T Zellen mit dem Verpackungsplasmid pHIT60
(gag, pol, pro), dem Expressionsplasmid flir das VSV-G Hdllprotein (pHIT-G VSV-G,
Glykoprotein) und jeweils dem Transfervektorplasmid pBabe Puro-Fc-CHIKV E2 bzw. Fc mit

LTRs, Verpackungssignal und den Genen der Fusionsproteine, transfiziert (3.2.2.6).

Zur Herstellung von Vektorpartikeln wurden die aufgelisteten Plasmide in folgenden

Volumina bendtigt:

Plasmide Bendtigte Menge
pHit60 (MLV) 3,6 ug
pHiItG (VSV) 1,9 ug
pBabe Puro Fc-CHIKV E2 bzw. pBabe Puro Fc 5,5 ug

Nach 36 h Inkubation konnten die Vektorpartikel (VP) mit dem Uberstand der transfizierten
Zellen entnommen und neue HEK 293T Zellen mit den geernteten VP transduziert werden
(3.2.2.7). Anschlielend konnten die erfolgreich transduzierten Zellen durch Haltung in
Selektionsmedium (1,5 pg/ml Puromycin) identifiziert und kultiviert werden. Die gewlinschte
Produktion von Fusionsproteinen wurde Uber die Analyse von Zelliberstanden mittels
Western Blot Gberprift (Abb. 23). Hierfur sind jeweils 30 pl Zelliberstand von verschiedenen
Entnahmezeitpunkten untersucht worden, wobei Tag 1 den ersten Tag beschreibt, an dem
Zelliberstand zur Kontrolle entnommen (Abb. 23) und die Zellen zusatzlich intrazellular
gegen gebildetes Fusionsprotein gefarbt wurden (s. Abb. 24). Zu diesem Zeitpunkt zeigten
die Zellen unter Puromycin-Selektion konfluentes Wachstum und es konnte davon
ausgegangen werden, dass nur Zellen mit einer Puromycin-Resistenz Uberlebt hatten. Die
Zellen wurden weiterhin unter Selektionsmedium kultiviert und weitere Western Blot
Analysen, sowie intrazellulare Farbungen der Zellen erfolgten in 5-7 Tagesabstanden, um
eine konstante Proteinproduktion protokollieren zu kénnen.

Die Western Blot Analyse der Zelliiberstande im zeitlichen Verlauf wies deutliche Banden bei
Fc-CHIKV E2 Domane B in Klon 10 an Tag 1, 13 und 20 auf (Abb. 23). Etwas schwachere
Banden waren bei Fc-CHIKV E2 Domane A-B bei den spateren Entnahmezeitpunkten (13
und 20) zu erkennen (Abb. 23). Schwache Banden waren auch beim Leervektor zu
vermerken (Tag 1, 13 und 20) (Abb. 23). Die Grofie der Fusionsproteine stimmte mit denen
aus transienten Transfektionen Uberein (siehe 4.1.1, Abb. 16). Dieses Ergebnis zeigte, dass
die Etablierung stabiler Zelllinien im Falle der Fusionsproteine Fc-CHIKV E2 Doméane B, Fc-

CHIKV E2 Domane A-B und sehr schwach fur Fc alleine gegluickt war.
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Abb. 23 Western Blot Analyse von Zelliiberstand der stabilen Zelllinien

Von Zelliiberstand wurden 30 pl Probe analysiert. Enthaltene Proteine wurden mittels SDS-PAGE separiert und

anschliefend auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Detektion erfolgte mithilfe eines anti-human-lIgG-¥-chain-

HRP Antikorpers und anschlieRender Messung der Chemilumineszenz.
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Des Weiteren wurde eine intrazellulare Farbung der Zelllinien durchgefuhrt, um gebildete
Fusionsproteine im Zellinneren in der Durchflusszytometrie zu detektieren und die Anzahl
der fusionsproteinbildenden Zellen zu bestimmen (3.2.2.12) (Abb. 24). Dies erfolgte in
zeitlichen Abstanden von 5-7 Tagen uber eine Dauer von 3 Wochen, wodurch der zeitliche
Verlauf der Fusionsproteinexpression dokumentiert werden konnte. Die Zellen befanden sich
Uber die gesamte Dauer unter Puromycin-Selektion und die intrazellulare Farbung, sowie die
Western Blot Analyse des Uberstandes erfolgten am selben Tag. Die Ergebnisse der
Farbung zeigten, dass die Etablierung einer stabilen Zelllinie nur bei einem Konstrukt gelang.
Nur die Zelllinie, die das Fusionsprotein Fc-CHIKV-E2-Domane B exprimierte, konnte
erfolgreich hergestellt werden (Abb. 24). AulBerdem wurde das Protein Fc-CHIKV-E2-
Doméne B auch wie erwartet sekretiert (siehe Western Blot Analyse des Uberstands, Abb.
23). Aus diesem Grund wurde weiter mit transienten Transfektionen bei der Herstellung der

Fusionsproteine gearbeitet und auf die Etablierung einer stabilen Zelllinie verzichtet.
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Abb. 24 Prozentuale Verteilung der fusionsproteinbildenden Zellklone iiber einen zeitlichen Verlauf von 3
Wochen

Die Zellen wurden permeabilisiert und intrazellular befindendes Fusionsprotein mittels FITC-gelabelten anti-
human-IgG-Antikdrpern markiert. Emittierendes FITC-Signal wurde mittels FACS erfasst. Gezeigt wird hier der

prozentuale Anteil von fusionsproteinbildenden Zellen (positiv) ber eine Dauer von drei Wochen.
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4.2 Detaillierte Analyse der Bindungsaktivitat von E2 Domane A

4.2.1 Herstellung von Mutanten der Domane A

Bei der Herstellung eines attenuierten Impfstoffvirusstamms ist das Auftreten einiger
Mutationen beschrieben worden (Ashbrook et al. 2014; Silva et al. 2014; Gardner et al.
2014). So sind wahrend der Passagierung des Virus auf wirtsfremden Zellen
Punktmutationen im Zuge der Adaption entstanden. Diese Punktmutationen resultierten beim
attenuierten Virusstamm in einer erhdhten Bindungsaffinitat zu Glykosaminoglykanen. Um
dieses Ereignis auf Proteinebene zu untersuchen, wurden die Punktmutationen G79K,
G82R, E166K jeweils in die Sequenz fir das Fusionsprotein Fc-CHIKV-E2-Doméne A (mit 3-
ribbon-connector) eingefugt. Hierfur wurden Plasmide als Template genutzt, die die Sequenz
fur die Doméane A plus beide Teile des B-ribbon-connector (Uber einen G4PGs-Linker
miteinander verbunden) (aal-aa172+ G4PGs-Linker+aa231-aa271), sowie eine der
beschriebenen Mutationen enthielten. Uber eine PCR wurde die Information fiir die Domane
A-Mutanten von den Plasmiden pET-15b-CHIKV E2 Dom A G79K, pET-15b-CHIKV E2 Dom
A G82R und pET-15b-CHIKV E2 Dom A E166K abgelesen (Weber et al. 2017) und mithilfe
der Restriktionsenzyme Apa | und Nhe | in den pCMV2.5-higG1Fc-XP-Vektor kloniert.
Dadurch entstanden drei verschiedene Domane A-Mutanten als Fusionsprotein, die jeweils

eine der beschriebenen Punktmutation aufwiesen (Abb. 25).

Die PCR erfolgte mit den angegebenen Plasmiden und Primern:

Template abgelesene Information Genutzte Primer

CHIKV E2 Domane A fw

pET-15b-CHIKV E2 Dom A G79K | Domane A E79K
CHIKV E2 Domane A rev

CHIKV E2 Domane A fw

pET-15b-CHIKV E2 Dom A G82R | Domane A E79G G82R )
CHIKV E2 Domane A rev

pET-15b-CHIKV E2 Dom A CHIKV E2 Domane A fw
Doméane A E79G E166K )
E166K CHIKV E2 Domane A rev

Auch hier wurde bei der Mutante Domane A G82R mithilfe einer Mutagenese PCR eine
»-Ruckmutation“ vollzogen, um an der Stelle 79 der Wildtyp-Sequenz zu gleichen. Bei der
Mutante Domane A G79K war dies nicht nétig, da diese Stelle sowieso mutieren sollte. Die
Mutagenese-PCR wurde wie in 3.2.3.9, unter der Verwendung der Primer wt-G79E for und
wt-G79E rev durchgefiihrt und lies das Plasmid pCMV2.5-higG1-Fc-XP-CHIKV Domane A
G79E G82R entstehen. Die Mutante A E166K behielt den Aminosaure-Austausch E79G bei.
Zum Vergleich wurde auch die Variante Fc-CHIKV E2 Domane A E79G, die nicht
Jssuckmutierte, getestet. pCMV2.5-hIgG1-Fc-XP-CHIKV Doméne A (AA 1-172+ G4PGs-+ AA
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231-271) E79G entstand mithilfe einer PCR (Template pET-15b-CHIKV E2 Domane A,
Primer CHIKV E2 Doméane A fw und CHIKV E2 Domane A rev) und anschlieRender
Klonierung in den pCMV2.5-hlgG1-Fc-XP-Vektor, unter Verwendung der Restriktionsenzyme
Apal und Nhel (siehe 4.1.1).

aal aa 133 | aa 270

Domane A

G,PG.-Linker

B-ribbon- connector

Abb. 25 Schematische Darstellung der Punktmutationen in CHIKV E2 Doméne A

Der Aminosaure-Austausch G79K, G82R und E166K wurde jeweils einzeln in das Fusionsprotein Fc-CHIKV E2
Domane A eingefugt. Die Punktmutation E79G war im Plasmid enthalten, das bei 4.1.1 als Template benutzt
wurde. Das Fusionsprotein besteht aus der Domane A+ beide Anteile des B-ribbon-connectors, die Uber einen
G4PGs-Linker miteinander verbunden sind, sowie jeweils einer der gezeigten Punktmutationen.

Insgesamt sind folgende Plasmide generiert worden:

pCMV2.5-
pCMV2.5- pCMV2.5-higG1- pCMV2.5-
hlgG1-Fc-XP-
hlgG1-Fc-XP- Fc-XP-CHIKV ) higG1-Fc-XP-
) ) CHIKV Doméne }
_ CHIKV Domane | Domane A (AA 1- CHIKV Doméane
Plasmid A (AA 1-172+
A (AA1-172+ 172+ G4PGs-+ AA A (AA1-172+
G4PGs-+ AA
G4PGs-+ AA 231-271) (AA 172- GiPGs-+ AA
231-271) E79G
231-271) G79K | 231) G79E G82R 231-271) E79G
E166K
Fc-CHIKV E2 Fc-CHIKV E2 Fc-CHIKV E2 Fc-CHIKV E2
Fusionsprotein | Domane A Domane A G79E Domane A Domane A
G79K G82R E79G E166K E79G

AnschlieBend wurden HEK 293T Zellen mit der Mutanten-Fc-DNA transfiziert und der
Zellliberstand an Tag 2 und 3 geerntet. Die Uberstande der beiden Tage wurden fiir die

jeweilige Mutante gepoolt und mithilfe von Protein A aufgereinigt (3.2.4.5.1).
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Eine erfolgreiche Transfektion und somit Expression und Sekretion der Domane A-Mutanten

wurde mittels Western Blot Analyse uUberpruft (Abb. 24). Das Molekulargewicht der Mutanten
entspricht dem von Fc-CHIKV E2 Domane A G79E (siehe auch 4.1.1, Abb. 16). Die richtige

Aminosauresequenz wurde mittels Sequenzierung bestatigt.
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Abb. 26 Identifikation der Domane A-Mutanten im Zelliiberstand von transfizierten HEK 293T Zellen
Der Zelliberstand von ftransfizierten HEK 293T Zellen wurde mithilfe von Protein A aufgereinigt, die

Fusionsproteine via SDS-PAGE separiert und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Detektion erfolgte mittels

anti-human-lgG-¥-chain-HRP-gekoppelten Antikdrpers und anschlielender Messung der Chemilumineszenz.
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Die Ermittlung der Konzentration, um die Proteine in gleichen Mengen in weiteren Versuchen
einsetzen zu konnen, erfolgte mithilfe der Coomassie-Farbung (Abb. 27). Die Doméane A-

Mutanten wurden dreimal unabhangig voneinander hergestellt und aufgereinigt.

Reprasentativ ist ein Coomassie-Gel zur Konzentrationsbestimmung dargestellt, die Ubrigen

befinden sich im Anhang unter 8.2.
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Abb. 27 Konzentrationsbestimmung der Fc-CHIKV Doméne A-Mutanten

Die Fc-CHIKV Domane A Proteine (rechts) wurden gegen eine BSA-Konzentrationsreihe (links) aufgetragen. Die
Bandenstarke der Proteine wurde mit denen der Konzentrationsreihe verglichen und so die Konzentration
ermittelt. Das Probenvolumen betrug jeweils 30 pl.

Mithilfe der Coomassie-Farbung (Abb. 27) konnte die Konzentration der Fusionsproteine
anhand einer BSA-Konzentrationsreihe ermittelt werden:

Fc-CHIKV Fc-CHIKV Fc-CHIKV E2 | Fc-CHIKV E2 | Fc-CHIKV
Fusionsprotein E2 Domane | E2 Domane | Domane A Domane A E2 Domane

A G79E A G79K G79E G82R | E79G E166K | A E79G
Konzentration
anhand des 0,09 pg/ul 0,055 pg/ul | 0,03 pg/ul 0,03125 pg/ul | 0,06 pg/ul
Coomassie-Gels
Volumen flr

111,1 l 181,8 ul 333,3 ul 320 pl 166,6 pl
10 pg Protein
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4.2.2 Untersuchung der Zellbindung von CHIKV E2-Domane A Mutanten
Die Bindungsaktivitat der Domane A Mutanten wurde auf CHO K1 und pgsA-745 Zellen

getestet, um eine Glykosaminoglykan-abhangige Bindung der Proteine zu untersuchen. Als
CHIKV-spezifisch wurden Bindungen, die starker als der humane IgG Fc-Antikbper alleine
waren, definiert. Auch diese Versuche wurden dreimal mit aufgereinigten Fusionsproteinen
aus einer jeweils anderen Proteinproduktion durchgefihrt (Abb. 28).

Zuerst wurden 10 ug der Domane A-Mutanten auf CHO K1 und pgsA-745 Zellen im direkten
Vergleich betrachtet (Abb. 28). Hierbei fiel vor allem die Mutante E79G E166K auf, die stark
an CHO K1 Zellen band und dies auch deutlicher als die anderen Domane A-Varianten (Abb.
28 A, Spur 7). Eine deutlich schwachere, aber auch signifikante Bindung an CHO K1 Zellen
konnte bei Domane A G79E (Wildtypsequenz) und Domane A E79G beobachtet werden
(Abb. 28, Spur 1, 9).

Auf pgsA-745 Zellen, die keine GAG auf der Zelloberflache exprimieren, war fur die drei
beschriebenen Fusionsproteine keine signifikante Bindung ersichtlich (Abb. 28 A), was auf
eine GAG-abhangige Bindungsaktivitdt schliefen lasst, die durch die Mutation E166K
deutlich verstarkt wird.

Fir die Gbrigen Messwerte konnte aufgrund geringer Probengréfie keine Signifikanz ermittelt
werden. Bei Betrachtung der Einzelwerte war jedoch ein Trend der Zellbindung fir die
Mutanten G79K und G79E G82R an CHO K1 Zellen ersichtlich, wenn auch schwacher als
die Ubrigen Domane A-Varianten bzw. die Wildtyp-Domane A (Doméane A G79E) (Abb. 28,
3+4, 5+6). Die Mutationen G79K und G79E G82R schienen im Domane A-Fusionsprotein die
Bindungsaktivitat sowohl auf CHO K1, als auch auf pgsA-745 Zellen nicht zu beeinflussen.
Dies steht im Gegensatz zu veréffentlichten Aussagen flr das Virus, dass vor allem die
Mutation G82R, aber auch G79K die Bindungsaffinitat zu zellularen GAG deutlich erhéhen
wurde (Ashbrook et al. 2014, 2014; Silva et al. 2014; Gardner et al. 2014).

Fir alle Domane A-Varianten konnte eine Bindung an pgsA-745 Zellen beobachtet werden,
die durch die Mutationen im Vergleich mit Domane A G79E (Wildtypsequenz) verstarkt
wurden, jedoch nicht signifikant waren (Abb. 28 A). Dies deutet darauf hin, dass die
Mutationen in der A-Domane die GAG-unabhangige Bindung leicht verstarken. Die Mutation
im B-ribbon-connector (E166K) scheint zu einer erhohten Bindungsaktivitat an beide

Zelllinien zu fuhren.
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Zellbindungsversuche mit 10 pyg Domane A-Mutanten auf CHO K1 und pgsA-745 Zellen
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Abb. 28 Zellbindung der Doméne A-Mutanten

CHO K1 und pgsA-745 Zellen wurden mit jeweils 10 ug Protein inkubiert. Bindende Proteine wurden von FITC-
gelabelten anti-human-IgG-Antikérpern markiert und emittierendes FITC-Signal mittels FACS erfasst. Die
gestrichelte Linie reprasentiert die Bindung des Fc-Proteins. Als CHIKV-spezifisch wurden Bindungsaktivitaten
oberhalb dieser Linie angesehen. Zu sehen sind die Mittelwerte (FITC mean zur Kontrolle) mit
Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten. Mit *, **** sind signifikante Bindungen
gekennzeichnet.
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Weiterhin wurde ermittelt, ob eine Konzentrationserhéhung der Fusionsproteine (20 pg)
einen Effekt auf die Bindungsaktivitat ausiibt und ob die von Gardner et al., Ashbrook et al.
und Silva et al. beschriebene erhdhte GAG-Affinitdt der viralen A-Mutanten in hdheren
Proteinkonzentrationen nachvollzogen werden konnte (Abb. 29).

Die Versuche zeigten, dass eine Konzentrationserhéhung auf CHO K1 Zellen negativ mit der
Bindungsaktivitat korreliert, jedoch nur bei A E79G E166K und A E79G zu Unterschieden in
der Signifikanz zwischen den gemessenen Konzentrationen fuhrte (Abb. 29 A). Die
Bindungsstellen auf den CHO K1 Zellen schienen bereits bei 10 ug gesattigt zu sein, sodass
die Bindung bei héherer Konzentration schwacher ausfiel. Fur die Mutante G79E G82R
wurde dies allerdings nicht beobachtet, die Bindung war in beiden getesteten
Konzentrationen dieselbe (Abb. 29 A, Spur 5+6). Deutliche Unterschiede konnten nur bei
Doméane A E79G E166K im Vergleich mit den Ubrigen Doméane A-Varianten bei 10 ug
Protein auf CHO K1 Zellen beobachtet werden (Abb. 29 A, Spur 7), was bereits im direkten
Vergleich mit pgsA-745 Zellen zu sehen war (Vgl. Abb. 28).

Auf pgsA-745 Zellen fuhrte eine hdhere Proteinkonzentration zu einer leichten Verstarkung
der Bindungsaktivitat, sodass flur A G79E G82R, A E79G E166K und A E79G bei getesteten
20 pg eine signifikanten Bindungen an pgsA-745 Zellen beobachtet werden konnte (Abb. 29
B). Die Mutanten zeigten eine bessere Bindung an pgsA-745 Zellen, wobei die Mutationen
G79K, G79E G82R und E79G E166K im Vergleich zu A G79E, bei Betrachtung der
Einzelwerte eine reproduzierbar starkere Bindung aufwiesen (Abb. 29 B, Spur 10). Eine
Mutation innerhalb der Domane A-Sequenz scheint zu einer verbesserten Bindung an pgsA-
745 Zellen zu fihren, die mit steigender Konzentration zunimmt. Die starkste
Bindungsaktivitat auf CHO K1 Zellen wies die Mutation E79G E166K auf (Abb. 29 A+B),
welche einen Aminosaure-Austausch im B-ribbon-connector hat, was seine Wichtigkeit im

GAG-abhangigen Zellbindungsprozess andeutet (siehe 4.3).
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A) Domane A-Mutanten, getestet in zwei Konzentrationen auf CHO K1 Zellen
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B) Doméne A-Mutanten getestet in zwei Konzentrationen auf pgsA-745 Zellen
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Abb. 29 Zellbindung der Doméane A-Mutanten in zwei Konzentrationen

CHO K1 und pgsA-745 Zellen wurden mit jeweils 10 ug und 20 pg Protein inkubiert. Bindende Proteine wurden
von FITC-gelabelten anti-human-lgG-Antikérpern markiert und emittierendes FITC-Signal mittels FACS erfasst.
Die gestrichelte Linie reprasentiert die Bindung des Fc-Proteins. Als CHIKV-spezifisch wurden
Bindungsaktivitdten oberhalb dieser Linie angesehen. A) zeigt die Bindung von zwei Konzentrationen Protein (10
Mg und 20 pg) auf CHO K1 und bei B) auf pgsA-745 Zellen. Zu sehen sind die Mittelwerte (FITC mean zur
Kontrolle) mit Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten. *, **, *** kennzeichnet die signifikanten
Bindungen.
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4.2.3 GAG-abhangige Bindung der Domane A-Mutanten

Wie schon zuvor erwahnt resultieren die beschriebenen Punktmutationen im attenuierten
Virusstamm in einer erhdhten GAG-abhangigen Bindungsaktivitat (Gardner et al. 2014; Silva
et al. 2014; Ashbrook et al. 2014). Als Fusionsprotein zeigten die Mutanten zum Teil
(Mutation G79K und G82R) nur eine Erhéhung der Bindungsaktivitat auf pgsA-745 Zellen,
die keine GAG exprimieren (Abb. 28 A, Abb. 29 B). Nur die Mutation E166K zeigte eine
erhohte Bindung an beiden Zelllinien, die im Vergleich mit dem Wildtyp-Protein (A G79E)
deutlicher auf GAG-exprimierenden Zellen ausfiel (Abb. 28 A, Abb. 29 B). Um dieses
Ereignis genauer zu betrachten, sollte mit weiteren Versuchen die GAG-abhangige

Zellbindung der Doméane A-Mutanten praziser analysiert werden.

4.2.3.1 Hemmung der Zellbindung durch Vorhandensein von léslichem
GAG

Es wurden Zellbindungsversuche durchgefiihrt, bei denen die Domane A-Mutanten, sowie
Domane A G79E (Wildtyp) zuvor mit I8slichem Heparansulfat (HS) inkubiert wurden.
Dadurch sollte, wie bereits oben (4.1.3.1) beschrieben, Uberpriift werden, ob die Zellbindung
durch HS gehemmt werden kann. In der Abbildung sind die Einzelwerte, der Mittelwert der
FITC mean Werte (verglichen zur Kontrolle) und die Standardabweichung aus drei
unabhangigen Experimenten dargestellt (Abb. 30). In diesem Versuch wurden nur eine
Konzentration von 10 ug Protein (siehe 4.2.1 Abb. 27, bzw. 4.2.2 Tabelle) eingesetzt.

Eine Vorinkubation mit I6slichem Heparansulfat fliihrte bei allen Fusionsproteinen zu einer
deutlichen Abnahme der Bindungsaktivitat (Abb. 30). Der Trend der Versuchsergebnisse war
mit den Auswertungen der Bindungsversuche auf CHO K1 und pgsA-745 (keine GAG-
Synthese) Zellen vergleichbar (Abb. 28 A). Die Mutante E79G E166K band starker an CHO
K1 Zellen als die Ubrigen Domane A-Varianten, daher ist auch bei dieser Mutante ein
deutlicher Unterschied zwischen der Bindungsaktivitat nach Inkubation mit HS und der
direkten CHO K1-Zellbindung ersichtlich (Abb. 30, Spur 5+6 und 7+8). Die Zellbindung aller
Domane A-Varianten konnten durch HS gehemmt werden, wobei alle Werte der GAG-

unabhangigen Bindung des Wildtyp Proteins (G79E) entsprachen.
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Abb. 30 Hemmung der GAG-abhéngigen Zellbindung durch Zugabe von Heparansulfat

10 pg Protein wurden mit Heparansulfat in einer Konzentration von 500 pg/ml vermengt und 30 min bei 4°C
stehen gelassen. AnschlieRend wurden CHO K1 Zellen mit dem Protein-Heparansulfat-Mix und zum Vergleich mit
10 pg unbehandeltem Protein inkubiert. Bindende Proteine wurden von FITC-gelabelten anti-human-IgG-
Antikdrpern markiert und emittierendes FITC-Signal mittels FACS erfasst. Die gestrichelte Linie reprasentiert die
Bindung des Fc-Fragments. Als CHIKV-spezifisch wurden Bindungsaktivitaten oberhalb dieser Linie angesehen.
Mit *, **** werden signifikante Bindungen beschrieben.
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4.2.3.2 Bindung der Doméane A-Mutanten an Heparin-Sepharose

Die Immunprazipitation mit Heparin-Sepharose simulierte die direkte Bindung an
Glykosaminoglykane. Die Versuchsdurchfuhrung erfolgte wie in 4.1.3.2. In diesem Versuch
wurden 10 pg Fusionsprotein eingesetzt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels

Coomassie-Farbung. Das Gel ist in Abb. 27 zu sehen.

In nachfolgender Tabelle sind nochmals die ermittelte Konzentration (Abb. 27), sowie die

daraus resultierenden, benétigten Volumina beschrieben:

. Fc-CHIKV Fc-CHIKV Fc-CHIKV E2 | Fc-CHIKV E2 | Fc-CHIKV
Fu3|o.ns- E2 Doméne | E2 Domane | Doméane A Domane A E2 Doméne
protein A G79E A G79K G79E G82R E79G E166K | AE79G
Konzentra-
tion anhand
des 0,09 pg/ul 0,055 pg/ul | 0,03 pg/ul 0,03125 pg/ul | 0,06 pg/pl
Coomassie-

Gels

Bendtigtes

Volumen far 111,1 pl 181,8 pl 333,3 ul 320 ul 166,6 pl
10 ug Protein

Wie schon in 4.1.3.2 beschrieben, bindet auch das Fc-Protein schwach an Heparin-
Sepharose (Abb. 22). Beim Vergleich der Bandenstarke von den Domane A-Varianten mit
der Bande des Fc-Proteins, waren alle deutlich starker und lieRen auf eine starkere
Bindungsaktivitdt von Domane A G79E und ihrer Mutanten an die Heparin-Sepharose
schlielen (Abb. 31). Ein geringer Unterschied zwischen Wildtyp-Domane A (G79E) und
Mutanten konnte nur fur die Mutation E79G E166K detektiert werden (Abb. 31, Spur 5), was
den Ergebnissen der Bindungsversuche auf CHO K1 und pgsA-745 Zellen entspricht (Abb.
28 und 29).
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Abb. 31 Bindung der Mutanten an Heparin-Sepharose

Jeweils 10 pg der Fusionsproteine wurden mit 100 pl Heparin-Sepharose vermischt und 2 h bei RT und
stéandigem Rotieren inkubiert. Die gebundenen Proteine wurden mittels SDS-PAGE separiert und anschlieRend
auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Detektion erfolgte mithilfe eines anti-human-lgG-¥-chain-HRP
Antikodrpers und anschlieRender Messung der Chemilumineszenz. A) zeigt erneut das Coomassie-Gel, anhand
dessen die Proteinkonzentration bestimmt wurde. In B) ist die Western Blot Analyse der an Heparin-Sepharose
gebundenen Fusionsproteine zu sehen.
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4.3 Detaillierte Analyse der Funktion des B-ribbon-connectors

4.3.1 Herstellung von Varianten des p-ribbon-connectors als Fc-

Fusionsproteine

Um zu ermitteln welche Rolle der B-ribbon-connector bei der Zellbindung spielt, wurden
weitere Fusionsproteine generiert, die Doméane A ohne (3-ribbon-connector, Domane B mit 3-
ribbon-connector und nur die beiden Teile des B-ribbon-connector, verbunden Uber einen
G4PGs-Linker, enthielten.

Zur Herstellung der Fusionsproteine wurde die Information fur den jeweiligen Teil des CHIKV
mittels PCR abgelesen und Uber die Restriktionsenzyme Apa | und Nhe | in den pCMV2.5-
hlgG1Fc-XP-Vektor kloniert (s. Abb. 32).

Folgende Plasmide wurden als Template bei der PCR genutzt:

Template abgelesene Information Genutzte Primer
Domaéane A E79G ohne 3- | CHIKV E2 Domane A fw
pET-15b-CHIKV E2 Doméane A | ribbon-connector (AA 1- CHIKV E2 Doméane A-B

133) rev
pCMV2.5-higG1-Fc-XP-CHIKV | Doméane B mit 3-ribbon- CHIKV E2 Domane B fw
E2ecto connector (AA 133-271) CHIKV E2 Domane B rev

B-ribbon-connector (AA CHIKV E2 B-ribbon-
pET-15b-CHIKV E2 Domane A | 133-172 + G4PGs-Linker + | connector fw
AA 231-271) CHIKV E2 Domane A rev

In der Sequenz des B-ribbon-connectors befindet sich aulerdem an Position 263 eine
Glykosylierungsstelle, an der durch N-Glykosylierung ein Zuckerrest an die Aminosaure
Asparagin (N) gebunden wird (Voss et al. 2010). Diese Glykosylierung erfolgt nicht in
Bakterienzellen, aber in eukaryotischen Zellen. Da die Domane A mit -ribbon-connector als
Fusionsprotein (hergestellt von eukaryotischen Zellen) héhere Bindungsaktivitaten zeigte, als
dieselbe Domane hergestellt in E.coli (Weber et al. 2017), riickte die Glykosylierungsstelle in
den Fokus. AulRerdem ist ein anderes Glykosylierungsmuster des E2 Glykoproteins nach
Passagierung auf Moskitozellen beobachtet worden, was in einem Verlust der
Glykosaminoglykanbindung des Virus resultierte (Acharya et al. 2015). Durch die
Punktmutation der Position 263 von Asparagin (N) zu Alanin (A), wird eine Glykosylierung
auch bei der Produktion von Fusionsproteinen in eukaryotischen Zellen verhindert. Mit Hilfe
der PCR, unter Verwendung eines reverse Primers der die Punktmutation enthielt, wurde die

genetische Information der Domanen A mit beiden Anteilen des B-ribbon-connectors (tber
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G4PGs-Linker verbunden) ohne Glykosylierungsstelle vom Plasmid pET-15b-CHIKV E2
Domane A abgelesen (Primer: CHIKV E2 Domane A fw, CHIKV E2 Doméane A ohne
Glykosylierungsstelle rev) und mithilfe der Restriktionsenzyme Apa | und Nhe 1 in den
pCMV2.5-hlgG1Fc-XP-Vektor kloniert (Abb. 32). Die weiteren Schritte entsprachen denen,
die in 4.1.1 aufgefuhrt sind.

A) aa 172 aa 271

aal aa 231 aa 341

Domane A

B- ribbon- connector

G,PGs-Links
B) 4PGs-Linker Q)

Domaéne A - - —| ; I—

D) E)

4 [ F

N263A

F)

Abb. 32 Schematische Darstellung der Varianten des B-ribbon-connectors

A) zeigt die Sequenz des extrazellularen Teils des Glykoprotein E2, schematisch dargestellt. B) zeigt die CHIKV
E2 Domane A,welche die Domane A plus beide Teile des B-ribbon-connectors, verbunden lber einen G4PGs.
Linker enthalt. C) ist eine Abbildung der Variante CHIKV E2 Domane B+-ribbon-connector. Bei D) ist CHIKV E2
Domane A ohne den B-ribbon-connector (A-f) zu sehen und E) reprasentiert beide Teile des B-ribbon-connectors,
verbunden uber einen G4PGs.Linker. F) zeigt CHIKV E2 Domane A-Gly, die einen Aminosaure-Austausch an
Position 263 aufweist und somit keine Glykosylierungsstelle mehr besitzt, auflerdem sind beiden Anteilen des (3-

ribbon-connectors, verbunden Uber einen G4PGs.Linker, vorhanden.

In der Sequenz der Fusionsproteine, die A-f und A-Gly enthalten, musste auch hier mithilfe
einer Mutagenese-PCR eine ,Ruckmutation“ von G79E vollzogen werden. Die Mutagenese-
PCR wurde wie in 3.2.3.9 beschrieben, unter der Verwendung der Primer wt-G79E for und
wt-G79E rev durchgefihrt und lies die Plasmide pCMV2.5-higG1-Fc-XP-CHIKV Doméane A-B
G79E und pCMV2.5-hlgG1-Fc-XP-CHIKV Doméane A-Gly G79E entstehen.
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Insgesamt sind folgende Plasmide generiert worden:

Plasmid pCMV2.5- pCMV2.5- pCMV2.5-higG1- pCMV2.5-higG1-
hlgG1-Fc-XP- | hlgG1-Fc-XP- | Fc-XP-CHIKV E2 Fc-XP-CHIKV E2
CHIKV E2 CHIKV E2 B-ribbon-connector | Domane A (AA 1-
Domane A-B Domane B+f3 (AA 133-172+ 172+ G4PG5-
(AA 1-172) (AA 133-271) | G4PG5-Linker+ AA | Linker+ AA 231-
G79E 231-271) 271) G79E N263A

Fusionsprotein | Fc-CHIKV E2 | Fc-CHIKV E2 Fc-CHIKV E2 Fc-CHIKV E2
Doméane A-B Domane B+ Domane B-ribbon- | Domane A G79E
G79E connector N263A

HEK 293T Zellen wurden mit den generierten Plasmiden transfiziert und die Fusionsproteine

mithilfe der Protein A-Aufreinigung aus dem Zellkulturiberstand von Tag 2 und 3 isoliert

(siehe 4.1.1.1). Die Produktion erfolgte drei Mal unabhangig voneinander.
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Der Zelliberstand von transfizierten HEK 293T Zellen wurde via Western Blot Analyse auf
vorhandenes Fusionsprotein der Varianten des [B-ribbon-connectors Uberprift (Abb. 33).
Berechnungen zufolge sollten die sekretierten Fusionsproteine Fc-CHIKV E2 Domane A-$
41,6 kDa, Fc-CHIKV E2 Domane B+ 42,7 kDa, Fc-CHIKV E2 B-ribbon-connector 38,7 kDa
und Fc-CHIKV E2 Domane A G79E N263A 51,1 kDa grol3 sein. Unberlcksichtigt bleibt
hierbei die Erhdhung des Molekulargewichts durch posttranslationale Modifikationen (siehe
4.1.2), die zu einem Laufverhalten der Fusionsproteine oberhalb der errechneten Grofie
fuhren (Abb. 33). Alle Proteine wurden sekretiert und die richtige Aminosauresequenz wurde

mittels Sequenzierung bestatigt.
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Abb. 33 Identifikation der Varianten des B-ribbon-connectors im Zelliiberstand von transfizierten HEK
293T Zellen

Die Fc-Fusionsproteine wurden aus transfizierten HEK 293T-Zellen mithilfe von Protein A aufgereinigt, via SDS-
PAGE separiert und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Detektion erfolgte mittels anti-human-lgG-¥-chain-

HRP Antikorpers und anschlieRender Messung der Chemilumineszenz.

Die aufgereinigten Fusionsproteine wurden erneut mittels SDS-PAGE separiert und
anschlieffend mit Coomassie gefarbt, um eine Konzentrationsbestimmung durchfihren zu
kénnen (Abb. 34). Die Fusionsproteinproduktion erfolgte dreimal unabhangig voneinander.
Exemplarisch ist nur ein Coomassie-Gel zur Konzentrationsbestimmung aufgefihrt, die

ubrigen sind im Anhang zu finden 8.2.3.
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Abb. 34 Konzentrationsbestimmung der Varianten des B-ribbon-connectors

Die Fusionsproteine (rechts) wurden gegen eine BSA-Konzentrationsreihe (links) aufgetragen. Der rote Kasten

markiert den Bereich, in dem sich die gewlinschten Proteine befinden. Die Bandenstarke der Proteine wurde mit

denen der Konzentrationsreihe verglichen und so die Konzentration ermittelt. Das Probenvolumen betrug jeweils

30 pl.

Mithilfe des Coomassie-Gels (Abb. 34) wurden folgende Konzentrationen bestimmt:

Konzentration anhand des )
Fusionsprotein _ Volumen flr 10 pyg Protein

Coomassie-Gels
Fc-CHIKV E2 Doméane A 0.25 ua/l 40 Ul
G79E 40 Hg/Y H
Fc-CHIKV E2 Doméne B

0,045 pg/ul 222,2 ul
Fc-CHIKV E2 Domane B+f3

0,125 pg/ul 80 pl
Fc-CHIKV E2 Doméane A-B

0,0625 pg/ul 153,8 pl
G79E
Fc-CHIKV E2 B-ribbon-

0,3 ug/ul 33,3 ul
connector
Fc-CHIKV E2 Domane A-Gly

0,25 pg/ul 40 pl
G79E
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4.3.2 Untersuchung der Zellbindung mit den Varianten des B-ribbon-

connectors (B-Varianten)

Fir die Zellbindungsversuche wurden CHO K1 (zellulare GAG) und pgsA-745 (keine GAG)
Zellen mit jeweils 10 pg und 20 pg Protein 30 min bei 4°C inkubiert. Bindende Proteine
wurden mithilfe eines gegen humanes IgG-gerichteten und FITC-gekoppelten Antikdrper
detektiert und via Durchflusszytometrie gemessen.

Als erstes wurde das Verhalten der R-Varianten in einer Konzentration von 10 ug
Fusionsprotein auf CHO K1 und pgsA-745 Zellen verglichen. Hier konnte gezeigt werden,
dass Fusionsproteine, die eine Domane in Kombination mit dem [-ribbon-connector
enthielten, starker an Zellen gebunden hatten, als Fusionsproteine ohne (B-ribbon-connector
(Abb. 35). Deutlich signifikante Bindungen konnten fur Doméane B mit B-ribbon-connector und
die Glykosylierungsmutante A G79E N263A auf CHO K1 Zellen gemessen werden (Abb. 35
A, Spur 7 und 11), wobei die Bindung der Domane B+B-ribbon-connector geringgradig
schwacher ausfiel (Abb. 35 A, Spur 7). Fc-CHIKV E2 Domane A G79E N263A zeigte auch
eine signifikante Bindung an pgsA-745 Zellen (Abb. 35, Spur 12). Bei Domanen A ohne (-
ribbon-connector war auf beiden Zelllinien keine Bindungsaktivitdt zu beobachten, in
Kombination mit dem B-ribbon-connector konnte die Doméane aber an Zellen binden (Abb. 35
A, B, Spur 1 und 3, nicht signifikant). Fiir den B-ribbon-connector alleine war nur auf CHO K1
eine Bindung ersichtlich, die jedoch keine statistische Signifikanz aufwies (Abb. 35, Spur 9).
Daraus lasst sich schlief3en, dass der B-ribbon-connector die GAG-abhangige und vielleicht
auch schwach die GAG-unabhangigen Zellbindung vermittelt. In Kombination mit Domane B
zeigt der B-ribbon-connector eine starkere Zellbindung als in Kombination mit Domane A
(Abb. 35, Spur 1+2, 7+8), weshalb die Domane B wohl auch an der Zellbindung beteiligt ist.
Die Deletion der Glykosylierungsstelle bewirkte auf beiden Zelllinien einen Anstieg der
Bindungsaktivitat. Dies fuhrt zur Annahme, dass eine Glykosylierung des [-ribbon-

connectors an der Stelle 263 eine Hemmung der Zellbindung zur Folge hat.
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Zellbindungsversuche mit 10 ug Fusionsprotein (B-Varianten) auf CHO K1 und
pgsA-745 Zellen
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Abb. 35 Zellbindung der Varianten des B-ribbon-connectors

CHO K1 und pgsA-745 Zellen wurden mit 10 pg Protein inkubiert. Bindende Proteine wurden von FITC-gelabelten
anti-human-lgG-Antikdrpern markiert und emittierendes FITC-Signal mittels FACS erfasst. Die gestrichelte Linie
reprasentiert die Bindung des Fc-Proteins. Als CHIKV-spezifisch wurden Bindungsaktivitadten oberhalb dieser
Linie angesehen. Es sind der Mittelwert (FITC mean zur Kontrolle) und die SD angegeben. Signifikante
Bindungen der Fusionsproteine an Zellen sind mit *, *** oder **** gekennzeichnet.
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Zur Ermittlung der Konzentrationsabhangigkeit der Bindung wurden die Fusionsproteine
jeweils in zwei Konzentrationen (10 pg und 20 ug) auf CHO K1 und pgsA-745 Zellen getestet
(Abb. 36). Eine Konzentrationserhdhung korrelierte auf CHO K1 Zellen in den meisten Fallen
negativ mit der Bindungsaktivitdt (Abb. 36 A). Dies lasst, wie auch in den vorherigen
Bindungsversuchen mit Fusionsproteinen, auf das Erreichen einer Sattigungsgrenze der
zellularen Bindungsstellen schlieRen. Nur der B-ribbon-connector alleine zeigte mit Erhéhung
der Konzentration auch eine verstarkte, jedoch nicht signifikante Bindung (Abb. 36 A, Spur
9+10).

Auf pgsA-745 Zellen liel3 ein Konzentrationsanstieg eine leichte Steigung der Bindung
erahnen, die am deutlichsten bei A G79E N263A ausfiel (Abb. 36 B, Spur 9+10, 11+12).
Auch fir die Domanen A und B in Kombination mit dem [B-ribbon-connector, sowie flr
Doméne B bei einer Konzentration von 20 ug Protein (siehe 4.1), war ein Trend der pgsA-
745-Zellbindung zu erkennen. Der B-ribbon-connector alleine wies nur einen Wert auf, der
deutlich oberhalb der spezifischen Bindungsgrenze lag und flr eine spezifische Zellbindung
sprechen wirde. Dies deutet zum einen auf noch unbesetzte zellulare Bindungsstellen hin,
zum anderen zeigt es, dass der (B-ribbon-connector, vor allem in Kombination mit einer E2-
Domaéne, auch die GAG-unabhangig Zellbindung férdert. Sofern er nicht glykosyliert ist und
in Kombination mit Domane A vorliegt, fihrt dies zu einer deutlichen Bindungsverstarkung an

beide Zelllinien.
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A) Zellbindungsaktivitat der B-Varianten in zwei Konzentrationen auf CHO K1 Zellen
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B) Zellbindungsaktivitadt der B-Varianten in zwei Konzentrationen auf pgsA-745 Zellen
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Abb. 36 Zellbindung der Varianten des B-ribbon-connectors

CHO K1 und pgsA-745 Zellen wurden mit jeweils 10 ug und 20 pg Protein inkubiert. Bindende Proteine wurden
von FITC-gelabelten anti-human-lgG-Antikérpern markiert und emittierendes FITC-Signal mittels FACS erfasst.
Die gestrichelte Linie reprasentiert die Bindung des Fc-Proteins. Als CHIKV-spezifisch wurden
Bindungsaktivitaten oberhalb dieser Linie angesehen. Bei A) wurden zwei Proteinkonzentrationen (10 pug und 20
pg) auf CHO K1 und bei B) auf pgsA-745 Zellen getestet. Es sind der Mittelwert (FITC mean zur Kontrolle) und
die SD angegeben. Mit *, **, *** werden die signifikanten Bindungen markiert.
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4.3.3 GAG-abhangige Zellbindung der B-Varianten

Zur Untersuchung, inwieweit die Bindung des B-ribbon-connectors GAG-abhangig ist,

wurden weitere Versuche durchgefuhrt.

4.3.3.1 Hemmung der Zellbindung durch lésliches GAG

Bei diesem Experiment wurden Bindungsversuche, wie in 4.1.3.1 beschrieben, vollzogen,
wobei ermittelt wurde, ob l6sliches Heparansulfat (HS) zu einer Beeinflussung der Bindung
an zellulare GAG fuhrt.

Vergleichbar zu dem Bindungsverhalten der Fusionsproteine auf pgsA-745 Zellen (Abb. 32
A, C) war auch hier eine verminderte Bindungsaktivitat bei vorhandenem HS zu verzeichnen
(Abb. 33). Die Bindung von Fc-CHIKV E2 Domane A ohne [-ribbon-connector blieb
unbeeinflusst und band nicht an Zellen (Abb. 33 Spur 5+6).

Fusionsproteine mit B-ribbon-connector binden stark an GAG-exprimierende Zellen. Diese
Bindung ist durch Vorinkubation mit I6slichem HS hemmbar, dennoch bleibt eine geringe
Zellbindungsaktivitat bestehen. Die Ergebnisse sind mit den Zellbindungsversuchen auf CHO
K1 und pgsA-745 Zellen vergleichbar (Abb. 35) und unterstutzen die Annahme, dass der 3-
ribbon-connector vor allem die GAG-abhangige, aber auch schwach die GAG-unabhangige

Bindung férdert bzw. fur diese verantwortlich ist.
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Abb. 37 Beeinflussung der Zellbindung durch Zugabe von I6slichem GAG

10 pg Protein wurden mit Heparansulfat in einer Konzentration von 500 pg/ml vermengt und 30 min bei 4°C
stehen gelassen. Anschlieend wurden CHO K1 Zellen mit dem Protein-Heparansulfat-Mix und zum Vergleich mit
10 pg unbehandeltem Protein inkubiert. Bindende Proteine wurden von FITC-gelabelten anti-human-IgG-
Antikdrpern markiert und emittierendes FITC-Signal mittels FACS erfasst. Die gestrichelte Linie reprasentiert die
Bindung des Fc-Proteins. Als CHIKV-spezifisch wurden Bindungsaktivitdten oberhalb dieser Linie angesehen. Es
wurden 3 unabhangige Versuche durchgefiihrt, der Mittelwert (FITC mean zur Kontrolle) und die
Standardabweichung sind angegeben. *** kennzeichnet die signifikanten und n. s. die nicht signifikanten
Bindungen.
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4.3.3.2 Bindung der B-Varianten an Heparin-Sepharose

Um auszuschlieRen, dass zellulare Strukturen bei der Glykosaminoglykanbindung eine Rolle
spielen, wurden die B-Varianten mit Heparin-Sepharose inkubiert. Eine Bindung der
Fusionsproteine an Heparin lasst auf vorhandene GAG-Rezeptoren der Fusionsproteine
schlieBen. Die Versuchsdurchfihrung erfolgte wie in 4.1.3.2 beschrieben und Fc-
Fusionproteine, die nach Inkubation mit der Heparin-Sepharose an diese gebunden haben,
wurden mittels Western Blot Analyse (Abb. 33) identifiziert. Eingesetzt wurden 10 ug
Fusionsprotein (siehe 4.3.1 Abb. 34, bzw. 4.3.2 Tabelle).

Das bendtigte Volumen wurde mithilfe der Konzentrationsbestimmung anhand des

Coomassie-Gels (Abb. 34) errechnet und ist nachfolgend beschrieben:

. . Konzentration anhand des 3 )
Fusionsprotein _ Volumen far 10 yg Protein
Coomassie-Gels
Fc-CHIKV E2 Doméane A 0.25 ua/ul 40 Ul
G79E 20 Ug/H M
Fc-CHIKV E2 Doméne B
0,045 pg/ul 222,2 ul
Fc-CHIKV E2 Domane
0,125 ug/ul 80 ul
B+
Fc-CHIKV E2 Domane A-
0,0625 ug/ul 153,8 ul
B G79E
Fc-CHIKV E2 B-ribbon-
0,3 ug/ul 33,3 ul
connector
Fc-CHIKV E2 Domane A- 0.25 ua/l 40 Ul
Gly G79E 22 HOH g

Vergleichbar mit den Ergebnissen der Bindungsversuche auf den CHO K1 Zellen, zeigten
auch hier alle Konstrukte eine deutlich starkere Bindung zur Heparin-Sepharose im
Gegensatz zum Fc-Fragment alleine (Abb. 38). Auflerdem wurde mehr Protein bei den
Konstrukten, die den B-ribbon-connector beinhalteten, prazipitert (Abb. 38, Spur 2, 4, 7).
Abweichend davon zeigte auch A-B eine deutliche Bande, die starker war als die des B-
ribbon-connectors alleine und Domane A+B-ribbon-connector (Abb. 38, Spur 5). Die
deutlichsten Prazipitationen zeigten sich bei der Glykosylierungs-Mutante (Abb. 34, Spur 7).

Mit diesen Versuchsergebnissen wurde weitestgehend bestatigt, dass der [-ribbon-
connector eine hohe Bindungsaffinitit zu GAG aufweist und in Kombination mit den

Domanen die Bindung an GAG verstarkt. Der B-ribbon-connector scheint den Grofteil der
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GAG-abhangigen Bindung 2zu Ubernehmen. Weiterhin flhrt eine Deletion

Glykosylierungsstelle auch in diesem Versuch zu einer verstarkten GAG-Bindung. Die N-
Glykosylierung an der Stelle 263 scheint die GAG-Bindung zu hemmen.
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Abb. 38 Bindung der Varianten des B-ribbon-connectors an Heparin-Sepharose

Jeweils 10 pg der Fusionsproteine wurden mit 100 pl Heparin-Sepharose vermischt und 2 h bei RT und
stéandigem Rotieren inkubiert. Die gebundenen Proteine wurden mittels SDS-PAGE separiert und anschlieRend

auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Detektion erfolgte mithilfe eines anti-human-lgG-¥-chain-HRP
Antikdrpers und anschlieRender Messung der

Chemilumineszenz. A) zeigt das Coomassie-Gel zur
Konzentrationsermittlung. Bei B) ist die Western Blot Analyse der Heparin-Sepharose-Bindung zu sehen.
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4.4 Untersuchung auf hemmende Wirkung der Fusionsproteine auf den

CHIKV-Zelleintritt via Luciferase-Assay

Mithilfe eines Luciferase-Assays im 384 well Format wurde getestet, ob die Fusionsproteine
die Infektion von eukaryotischen Zellen mit einem Luciferase-markiertem Chikungunya Virus
hemmen kdnnen.

HierfUr wurden HEK 293T, CHO K1 und pgsA-745 Zellen auf jeweils einer 384 well Platte
ausgesat und Uber Nacht inkubiert (3.2.2.9). Die zu testenden Fusionsproteine wurden
anhand von Coomassie-Gelen verglichen und nach optischer Wertung auf gleiche
Konzentration gebracht. (Abb. 39).
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Abb. 39 Konzentrationsbestimmung der genutzten Fusionsproteine
Der Zelliberstand von transfizierten HEK 293T Zellen wurde mithilfe von Protein A aufgereinigt, die Proteine
wurden anschlieBend via SDS-PAGE separiert und mit Coomassie gefarbt. Die Proteine wurden anhand ihrer

Bandenstarke zueinander ins Verhaltnis gesetzt. Das Probenvolumen betrug jeweils 30 pl.
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Die schwachste Bande wurde mit 1 versehen und unverdinnt im Versuch eingesetzt. Werte
unter 1 enthalten Fusionsproteine, die in hoherer Konzentration vorlagen und fir den

Versuch verdinnt werden mussten.

In der nachfolgenden Tabelle sind die Fusionsproteine, in welcher Menge sie im Versuch

eingesetzt werden, sowie ihre Verdinnung angegeben:

Anpassung anhand des

. . Coomassie-Gels: Angegeben ist
Fusionsprotein . .
der Anteil vom Gesamtvolumen | Verdinnung

(+Fc) . :
(160 pl), der vom Fusionsprotein
gebildet wird
B 80 pl Fusionsprotein+ 80 pl
Domane A E79G 1/2
Zellkulturmedium+ 1% FCS
40 pl Fusionsprotein+ 120 ul
Domane B 1/4
Zellkulturmedium+ 1% FCS
. 80 ul Fusionsprotein+ 80 ul
Domane C 1/2
Zellkulturmedium+ 1% FCS
Doméane A ohne - ; 160 ul Fusionsprotein
ribbon-connector E79G unverdinnt
) 40 pl Fusionsprotein+ 120 ul
Domane A G79K 1/4

Zellkulturmedium+ 1% FCS

160 ul Fusionsprotein

Domane A E79G R82G | 1

unverdinnt
Domane A E79G 14 40 pl Fusionsprotein+ 120 ul
E166K Zellkulturmedium+ 1% FCS

. 160 pl Fusionsprotein
Doméane A-Gly E79G 1 )
unverdunnt

20 pl Fusionsprotein+ 140 pl

Fc (Leervektor) 1/8
Zellkulturmedium+ 1% FCS
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Wichtig ist hierbei zu erwahnen, dass die Fc-Domane A-Varianten E79G eine schlechtere
Expression und Sekretion in eukaryotischen Zellen zeigten (Daten siehe Anhang 8.1). Das
Fc-CHIKV E2 Domane A E79G G82R Protein ist im Coomassie-Gel kaum zu sehen (Abb.
35), sodass dieses Fusionsprotein eindeutig in einer niedrigeren Konzentration eingesetzt

wurde.

AnschlieRend wurden die Proteine 1:2 verdinnt, sodass 5 verschiedene Verdinnungsstufen
(unverdiinnt, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16) in Triplikaten getestet werden konnten. Es sind die
Mittelwerte der relative light units in % zur Kontrolle (CHIKV-luci unbehandelt) und die
Standardabweichung angegeben (Abb. 40). Die Zellen wurden 30 min mit den Proteinen
inkubiert und anschlieRend mit CHIKV-luci (HenR et al. 2016) infiziert. Der weitere
Versuchsablauf erfolgte wie in 3.2.2.9 beschrieben. Wenn die Zellen erfolgreich mit CHIKV-
luci infiziert wurden, war eine Lichtemission detektierbar. Die Ergebnisse wurden gegen das
gemessene Signal der Positivkontrolle, CHIKV-luci unbehandelt, ins Verhaltnis gesetzt und
die Werte als relative light units RLU in % der Kontrolle angegeben. Das bedeutet, dass eine
prozentuale Angabe der relative light units unterhalb von 100% eine Hemmung und oberhalb
der 100%-Grenze eine Verstarkung der CHIKV-luci Infektion wiederspiegelt. Die Auswertung
erbrachte folgende Ergebnisse: Die Infektion von HEK 293T Zellen wurde durch die
Fusionsproteine deutlich verstarkt und war Konzentrationsabhangig. Diese Verstarkung fand
jedoch auch bei der Inkubation der Zellen mit dem Fc-Fragment ohne CHIKV-Anteil statt
(Abb. 40 A) und ist deshalb unspezifisch. Die Infektion von CHO K1 oder pgsA-745 Zellen
wurde durch die Proteine nicht beeinfluf3t (Abb. 40).
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A) Hemmung der CHIKV-luci
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C) Hemmung der CHIKV-luci Infektion von pgsA-745 Zellen durch Fc-

Fusionsproteine
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550 -
® Fc-CHIKV E2 Doméne A E79G

150 | M Fc-CHIKV E2 Domdne B
2 B Fc-CHIKV E2 Doméne C
2
£ 350 - .
o B Fc-CHIKV E2 Domé&ne A G79K
¥
1Y
g Fc-CHIKV E2 Doméne A E79G G82R
°\° 250 -
£ B Fc-CHIKV E2 Doméne A E79G E166K
>
-
& 5 Fc-CHIKV E2 Doméne A-B E79G

B Fc-CHIKV E2 Doméne A E79G N263A
Fc
1 0.5 0.25 0.125 0.0625
-50 - .
Verdiinnung

Abb. 40 Hemmung der CHIKV-Infektion durch Fusionsproteine

HEK 293T (A), CHO K1 (B) und CHO pgsA (C) Zellen wurden mit Fusionsprotein in 5 verschiedenen
Verdiinnungsstufen fir 30 min bei 4°C inkubiert. Danach erfolgte die Infektion mit CHIKV-luci und eine 6 h
Inkubation bei 37°C. Abschlieffend wurde emittierendes Licht-Signal mittels PHERAstar FS gemessen. Die Werte
wurden als Relative Light Units (RLT) als % der Kontrolle angegeben. Die gestrichelte Linie reprasentiert die
100%-Grenze. Werte oberhalb dieser Linie beschreiben eine Verstarkung der CHIKV-Infektion, Werte unterhalb,

eine Hemmung.
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5. Diskussion

Das Chikungunyafieber wird durch eine Infektion des Menschen mit dem Chikungunyavirus
(CHIKV) ausgeldst und geht haufig mit plétzlich auftretenden grippeahnlichen Symptomen
einher. Ein intaktes Immunsystem ist in der Lage eine Infektion zu bekdmpfen. In ca. 30%
der Falle entwickeln infizierte Personen jedoch schwere chronisch-rezidivierende
Gelenkschmerzen (Schwartz und Albert 2010).

Das Chikungunyavirus wird durch Moskitos der Gattung Aedes Ubertragen und ist bislang
endemisch und epidemisch in Afrika, im Indischen Ozean und Sldostasien. Es breitet sich
jedoch rasch global aus und fiihrte bereits in Amerika und Europa zu Epidemien (Lines 2007;
Gould et al. 2010; Delisle et al. 2015; Leparc-Goffart et al. 2014).

Eine Infektion kann nur symptomatisch behandelt werden, da weder Medikamente noch
Impfstoffe zur Verfigung stehen. Aufgrund der wiederholten gro3en Epidemien in den letzten
Jahren und der zu erwartenden weiteren Ausbreitung von CHIKV in den nachsten Jahren
und Jahrzehnten, ist die Entwicklung eines Impfstoffes und einer spezifischen Behandlung

gegen das Virus dringend notwendig.

5.1 Charakterisierung des CHIKV-Zelleintritt
Der Eintritt in die Wirtszelle wird Gber die Glykoproteine E1 und E2, die sich auf der Hiille des

Chikungunya Virus befinden, erméglicht. Uber Rezeptor-vermittelte Endozytose und
anschlielender Membranfusion gelangt das virale Nukleokapsid ins Zytoplasma der
Wirtszelle (Lee et al. 2013). In diesem Prozess uUbernimmt das Glykoprotein E2 den ersten
Schritt und bindet an Strukturen auf der Wirtszellmembran. Es ist weder ausreichend
bekannt welche Areale im E2-Protein, noch welche Strukturen auf der Wirtszellmembran in
die Virus-Zellbindung involviert sind. Der Rezeptorbindungsschritt hat eine besondere
Bedeutung in der Forschung zur Herstellung praventiver Arzneimittel die eine CHIKV-
Infektion verhindern sollen. Sofern das Virus bereits daran gehindert werden kann an die
Wirtszelle zu binden, kann eine Virusvermehrung nicht erfolgen und die injizierte

Viruspopulation (Moskitobiss) bleibt lokal und auf ihre initial verabreichte Dosis beschrankt.

Auf der Virushiille liegt das Glykoprotein E2 mit dem Fusionsprotein E1 als Heterodimer vor,
von denen jeweils drei zu Trimeren zusammengelagert sind und einen der 80 Spikes bilden.
E2 Uberragt dabei E1 und liegt somit der viralen Oberflache auf. Es besteht aus den
Domanen A, B und C, wobei Domane B das distale Ende bildet, Domane A im Zentrum liegt
und Domane C nahe der viralen Membran zu finden ist (Voss et al. 2010). Die Domanen sind
Uber einen B-ribbon-connector miteinander verbunden. Innerhalb der Spikes ist in jedem

Heterodimer die Domane B zur Seite geneigt. Die jeweiligen A-Doméanen kommunizieren
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miteinander und bilden das Zentrum. Somit stellen diese beiden Doménen und ihre
Verbindung (B-ribbon-connector) den ersten Kontakt zur Auflenwelt dar, wodurch es nicht
verwunderlich ist, dass vermutlich diese Strukturen an der Rezeptorbindung beteiligt sind
(van Duijl-Richter et al. 2015). Die einzelnen Domanen wurden bereits mit Hilfe von, in E.coli
generierten, rekombinanten Proteinen untersucht. Hierbei konnte gezeigt werden, dass
Doméne A und B an Zellen binden und Domane C nicht am Zellbindungsprozess beteiligt ist
(Weber et al. 2017). Als zellulare Bindungspartner sind unter anderem Glykosaminoglykane
(GAG) beschrieben worden. GAG sind negativ geladene, saure Polysaccharide, die aus
Disaccharid-Einheiten bestehen und auf nahezu jeder Zellmembran anzutreffen sind. GAG
konnten schon fir andere Alphaviren als zelluldrer Rezeptor identifiziert werden
(Christianson und Belting 2014; Gardner et al. 2011; Smit et al. 2002) und so auch fir
Chikungunya (Tanaka et al. 2017; Weber et al. 2017). Bei genauerer Betrachtung der
einzelnen E2-Domanen, konnte fir Domdne B eine Glykosaminoglykan-abhangige
Bindungsaktivitat ermittelt werden. Domane A+B-ribbon-connector hingegen zeigte nur eine
teilweise GAG-abhangige Bindung und konnte auch auf nicht GAG-exprimierenden Zellen
binden (Weber et al. 2017).

5.1.1 Untersuchung der einzelnen CHIKV E2 Domanen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mithilfe von Fusionsproteinen, die aus einer Fusion des Fc-
Teils eines humanen Antikérpers mit einer Domane des CHIKV E2-Proteins bestehen, die
Bindungsaktivitdt der einzelnen Domanen genauer analysiert und zusatzlich die GAG-
Abhangigkeit ihrer Bindung geprift. Die Domanen B und C wurden hierbei alleine und
Doméane A in Kombination mit beiden Teilen des B-ribbon-connectors betrachtet. Diese
Fusionsproteine wurden von eukaryotischen Zellen (humane embryonale Nierenzellen)
produziert, wodurch die natlrliche Faltung, die die einzelnen Proteine wahrend der
Replikation in infizierten Primaten vollziehen, unterstitzt werden sollte. Leider war es
aufgrund einer relativ geringen Probenanzahl (n=3) zum Teil schwierig eine statistische
Signifikanz der Bindungsstarken der einzelnen Fc-Fusionsproteine zu ermitteln. Daher wird
im Weiteren neben signifikanten Bindungen auch der Trend zur Zellbindung diskutiert.

Die Kombination aus Domane A und [B-ribbon-connector zeigte die starkste Bindung auf
CHO K1 Zellen (Abb. 19, 20 A), eine Zelllinie, die Glykosaminoglykane (GAG) auf ihrer
Zelloberflache exprimiert. Durch die Tatsache, dass die beschriebene Kombination eine
schlechtere Bindungsaktivitat an pgsA-745 Zellen zeigte (Abb. 19), die Bindung an CHO K1
Zellen durch lésliches GAG (Heparansulfat) gehemmt werden kann (Abb. 21) und sie
aufderdem an Heparin-Sepharose band (Abb. 22), wird die Annahme bestatigt, dass Domane
A mit B-ribbon-connector an zellulare Glykosaminoglykane bindet. Interessant ist, dass die

Bindung an CHO K1 Zellen konzentrationsabhdngig zu sein scheint. Hohere
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Konzentrationen des Fusionsproteins fihren zu einer Abnahme der Bindungsaktivitat (Abb.
20 A). Eine mogliche Erklarung fur dieses Ereignis ware, dass die Bindungsaffinitat zu
Glykosaminoglykanen recht hoch ist. Da gerade positiv geladene Anteile des Proteins mit
den negativ geladenen GAG interagieren, kommt es bei Erhéhung der Proteinkonzentration
zur ladungsbedingten AbstoRung und moglicherweise zu Aggregationen der Proteine, die
dann abgewaschen wurden. Dennoch zeigte das Fusionsprotein Fc-CHIKV E2 Domane A
G79E die deutlichste Bindung an GAG-exprimierende Zellen, was darauf schlielen Iasst,
dass entweder die Kombination aus Domane A und B-ribbon-connector, die Domane A oder
der B-ribbon-connector selbst zellulare GAG als Wirtszellrezeptor nutzt. Die Domane A
alleine konnte in weiteren Versuchen als nichtbindend identifiziert werden. Aul3erdem zeigte
die Domane B in Kombination mit dem B-ribbon-connector eine deutliche Zellbindung. Dies
erhartet den Verdacht, dass der [(-ribbon-connector selbst oder durch Stabilisation der
Domanen v.a. die GAG-abhangige Zellbindung ubernimmt (siehe 5.1.3).

Sowohl Domane A+B-ribbon-connector, als auch Domane B besitzen beide einen
isoelektrischen Punkt (8.62; 7,87), der sich im basischen Bereich befindet. Die
Zellbindungsversuche sind bei einem pH-Wert von 7,4 durchgeflhrt worden, wodurch die
Proteine im protonierten Zustand, also positiv geladen, vorliegen. Es ist daher nicht
verwunderlich, dass auch Doméane B eine gewisse Affinitat zu negativ geladenen GAG zeigt
und sowohl an CHO K1 Zellen (Abb. 20 A) als auch an Heparin-Sepharose bindet (Abb. 22).
Bindungsversuche mit nicht GAG-exprimierenden Zellen (Abb. 19) und eine vorherige
Inkubation mit I6slichem GAG fiihrten zu einer verminderten Bindungsaktivitat. (Abb. 20 A).
Doméane C, wie schon bereits untersucht wurde (Weber et al. 2017), weist keine
Bindungsaffinitat zu Glykosaminoglykanen auf (Abb. 20 A, Abb. 21, Abb. 22). Passend dazu
besitzt diese Domane einen isoelektrischen Punkt im sauren Bereich (5,20) und liegt
wahrend des Versuchs deprotoniert und dadurch negativ geladen vor, was eine
Ladungsabstoliung der gleichgeladenen Strukturen zur Folge hat.

Doch nicht nur Glykosaminoglykane sind in die Virus-Zellbindung involviert und scheinen
auch nicht der zellulare Rezeptor zu sein, der die Membranfusion vermittelt, zumindest nicht
alleine (van Duijl-Richter et al. 2015). Eine gesteigerte Bindungsaffinitat zu
Glykosaminoglykanen fuhrt zu einer verminderten Virulenz (Ashbrook et al. 2014; Silva et al.
2014; Gardner et al. 2014). Dies kann durch die Hemmung der Aufnahme viraler Partikel in
die Wirtszelle oder der Freisetzung neuer Viren verursacht worden sein. Die Mdglichkeit,
dass eine verminderte Virusaufnahme der Grund ist, legt die Vermutung nah, dass die
Bindung an zelluldare GAG einen der ersten Kontakte des Virus zur Wirtszelle darstellt und
anschlielend weitere Rezeptoren gebunden werden, die dann zur Membranfusion fuhren.
Dies impliziert auRerdem die Annahme, dass die Bindung an GAG normalerweise nicht zu

stark ist und auf der Suche nach dem eigentlichen Rezeptor wieder geldst werden kann,
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ahnlich wie beim ,Rolling“ der Leukozyten wahrend der Leukodiapedese (Janeway 2002).
Eine starke Bindung wirde auch die Freisetzung neuer Viruspartikel verhindern. Aufierdem
scheinen Glykosaminoglykanrezeptoren in Moskitozellen keine Rolle zu spielen (Acharya et
al. 2015). Nach der Passagierung auf Moskitozellen zeigte das CHIKV schon nach der
ersten Passage keine GAG-abhangige Bindung mehr. Dennoch konnten eukaryotische
Zellen infiziert werden, wenn auch schlechter, und die GAG-Affinitat steigerte sich wieder mit
der Replikation und damit Anpassung an die eukaryotische Zelllinie (Acharya et al. 2015). Im
natlrlichen Infektionszyklus wechselt das Virus standig zwischen Wirt (eukaryotische Zellen)
und Vektor (Moskitozellen). Beide Zellarten miissen ohne vorherige Anderungen infizierbar
sein. Da also GAG wahrend der Virus-Zellbindung im Moskito keine Rolle spielen und das
Virus nach Replikation im Vektor und Verlust der GAG-Rezeptoren trotzdem infektids flr den
Wirt bleibt, missen noch andere Strukturen in den Bindungsprozess und der Zellaufnahme
des Virus involviert sein. Bei der Bestimmung der Bindungsaktivitat der Fusionsproteine an
pgsA-745 Zellen konnte daher beobachtet werden, dass alle Domanen des E2-Proteins auch
schwach an Zellen binden, die keine GAG exprimieren (Abb. 20 B). Diese Bindung nimmt bei
Doméane A und B mit steigender Konzentration leicht zu (Abb. 20 B). Das Ergebnis zeigt,
dass eine Bindungsaffinitat fur beide Domanen, abgesehen von Glykosaminoglykanen, auch
zu anderen Strukturen vorhanden ist, diese Affinitdt jedoch geringer ist und viele
Bindungsstellen frei sind, wodurch eine Bindung durch Erhéhung der Konzentration
gesteigert werden kann. Der alternative Rezeptor muss also in hoher Dichte auf der
Zellmembran vorhanden sein.

Nur der R-ribbon-connector enthalt eine Glykosylierungsstelle und die Fusionsproteine sind
von eukaryotischen Zellen hergestellt worden. Fc-CHIKV E2 Domane A (mit B-ribbon-
connector) kénnte daher, wie auf eukaryotischen Zellen passagierte Viren, die starkere
Affinitat zu GAG aufweisen. Womdglich wiirde eine Herstellung der Proteine in Moskitozellen
zu einem anderen, eher GAG-unabhangigen Bindungsprofil fihren (Vergleiche Virus-
Adaption an eukaryotische Zellen und Moskitozellen: (Acharya et al. 2015)). Jedoch mussten
beide Proteine, unabhangig vom Expressionssystem, Zellen binden, nur mit
unterschiedlicher Affinitat.

Interessant ist das Bindungsverhalten von Doméane C. Auf CHO K1 Zellen und als
rekombinantes Protein, in E.coli hergestellt (Weber et al. 2017), zeigte sie keine
Bindungsaktivitat. Bei der niedrigen Proteinkonzentration scheint sie allerdings schwach
spezifisch an pgsA-745 Zellen zu binden (Abb. 20 B), was jedoch bei einer
Konzentrationssteigerung nicht mehr ersichtlich war. Eine mogliche Ursache fur diese
Beobachtung kdénnte sein, dass entgegen vorheriger Erkenntnisse (Weber et al. 2017;

Caglioti et al. 2013; Voss et al. 2010) Domane C am Bindungsprozess beteiligt ware.
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Wahrscheinlicher ist, dass es ein Zufallsbefund ist, da diese Bindung weder eine Signifikanz
aufweist, noch durch Konzentrationserhdhung steigerbar ist.

Die Tatsache, dass eine Bindungsaktivitdt der Domane C als rekombinantes Protein aus
E.coli weder auf CHO K1, noch auf pgsA-745 Zellen beobachtet werden konnte (Weber et al.
2017), als Fc-Fusionsprotein jedoch schon, kénnte damit erklart werden, dass die
Fusionsproteine aufgrund ihrer Antikdrperstruktur als Dimere vorliegen und dadurch die
normalerweise schwache Bindungsaffinitat gesteigert werden kann. Eine Steigerung der
Affinitdt durch Dimerbildung ist auch fur andere Strukturen beschrieben worden (Sarrazin et
al. 2011). Eine Erhéhung der Fusionsproteinkonzentration flihrt eventuell durch Aggregation
der Proteine dazu, dass eine Dimerbildung oder die Bindung an den zellularen Rezeptor

nicht mehr moglich ist.

5.1.2 Genauere Betrachtung der Zellbindung von Domane A

Im Zuge der Attenuierung sind im CHIKV durch die Anpassung an die Zellkultur Mutationen
entdeckt worden, die in einer erhohten Affinitat zu zellularen GAG resultierten. Als Fc-
Fusionsprotein konnte nur mit der Mutation E79G E166K eine signifikant hdhere Bindung als
die Wildtyp-Doméane A (G79E) an GAG-exprimierende Zellen beobachtet werden (Abb. 28).
Alle eingefligten Mutationen lieRen die Domane A in ihrer Ladung positiver werden. Bei dem
Aminosaureaustausch E79G wurde eine saure AS von einer neutralen AS ersetzt. Durch den
Wechsel von N zu R an der Stelle 82 veranderte sich auch die Eigenschaft der AS von
neutral zu basisch. Die Mutationen E166K und G79K fihrten sogar dazu, dass eine saure
AS entfernt wurde und eine basische AS an ihre Stelle trat. Im attenuierten Virusstamm hatte
diese Erhdéhung der positiven Ladung zur Folge, dass das Virus nun in der Lage war starker
mit den negativ geladenen GAG zu interagieren. Vor allem fiir die Mutation an Position 82
wurde eine deutliche Erhdhung der GAG-Affinitat beschrieben (Ashbrook et al. 2014, 2014).
Als Fc-Fusionsprotein scheinen die Mutationen die sich im Bereich der Domane A befinden
(G79K, G82R, E79G) keinen Einfluss auf die Zellbindung zu haben (Abb. 28, 29 A, 30),
weshalb diese Mutationen vermutlich nur im gesamten E2-Protein flir Veranderungen
sorgen. Die Mutationen an den Stellen 79 und 82 kénnten sich auf die Faltung und
intramolekuldare Bindungen bzw. Ladungsverteilungen auswirken und daher nur im
Zusammenspiel mit weiteren Strukturen des E2-Proteins zu einer verstarkten Bindung an
GAG fihren. Die Mutation E166K befindet sich im [B-ribbon-connector. Der [-ribbon-
connector konnte vor allem in Kombination mit der E2 Domanen A oder B deutlich an Zellen
binden, wohingegen die Domanen alleine keine signifikante Bindung zeigten (Abb. 35, 36).
Dies verdeutlicht die Wichtigkeit des B-ribbon-connectors im Prozess der Zellbindung und
daher ist es nicht verwunderlich, dass Veranderungen in dessen Sequenz deutliche

Auswirkungen haben. Der [B-ribbon-connector scheint fir die GAG-abhangige Bindung



Diskussion 129

verantwortlich zu sein und eine Verstarkung seiner positiven Ladung durch Mutationen
erhoht seine GAG-Affinitat. Dieser Befund konnte eventuell in der Impfstoffforschung genutzt

werden (siehe unten).

5.1.3 Genauere Betrachtung des B-ribbon-connectors

Der B-ribbon-connector konnte in Verbindung mit einer der E2-Doméanen die deutlichste
Bindung an CHO K1 Zellen vorweisen, wohingegen die Domanen alleine nur eine schwache
(Domane B) bis gar keine (Domane A-B) Zellbindung zeigten (Abb. 35, 36 A). In Kombination
mit Domane B band der B-ribbon-connector starker als mit Domane A und wies sogar eine
signifikante Bindung an pgsA-745 Zellen auf (Abb. 35, 36).

Der B-ribbon-connector alleine band an CHO K1 (Abb. 35, 36 A) starker als die Domanen A
und B alleine. Der B-ribbon-connector scheint der zellbindende Anteil des E2-Proteins und
vor allem fir die GAG-abhangige Bindung zustandig zu sein. Daflir spricht sowohl die
deutliche Abnahme der Zellbindung auf Zellen, die keine GAG exprimieren (Abb. 35, 36 B),
sowie die Bindungsinhibition durch lésliche HS (Abb. 37). Zusatzlich wird diese Tatsache
dadurch unterstiitzt, dass Mutationen, die die positive Ladung des [B-ribbon-connectors
erhdhen zu einer deutlichen Steigerung der Affinitat zu zellularen GAG filhren. Doméane B
zeigt auch ohne B-ribbon-connector eine gewisse Bindung an Zellen, was die deutliche
Bindungsaktivitdt der Kombination aus diesen beiden E2-Strukturen, die noch deutlicher
ausfiel als die Verbindung Doméane A+B-ribbon-connector, erklaren kénnte (Abb. 19, 35) und
der Doméane B auch eine Beteiligung am Bindungsprozess zuschreibt. Méglicherweise fihrt
aber auch die natirliche Abfolge der Aminosauresequenz in der Verbindung Domane B+[3-
ribbon-connector zu der deutlichen und starkeren Bindung. In der Kombination mit Doméane
A und auch ohne Domanenanteil, sind beide Teile des B-ribbon-connectors dort tber einen
G4PGs-Linker miteinander verbunden, wo sich normalerweise die Doméane B befinden wiirde.
Dieser eingebaute Linker, besteht zum einen aus weniger Aminosauren als die Domane B,
zum anderen ist er neutral geladen, wohingegen die Doméane B eine positive Gesamtladung
aufweist. Daher kdnnte der Austausch der Domane B durch den G4PGs-Linker Auswirkungen
auf die Faltung und daraus resultierende intramolekuldren Bindungen und
Ladungsverteilungen haben. Das kénnte zu einer schwacheren Bindung des B-ribbon-
connectors alleine und in Kombination mit Domane A fihren. Weitere Studien kénnten beide
Anteile des B-ribbon-connectors, verbunden Uber einen anderen Linker, untersuchen, um
einen Einfluss des Linkers auszuschlielen. Eventuell stabilisiert der B-ribbon-connector in
Verbindung mit einer Domane auch die Ladungsverteilung der Domane und sie kann
dadurch nur in dieser Verbindung ihre volle Bindungsaktivitat ausiben. Zusammenfassend

lasst sich feststellen, dass der B-ribbon-connector definitiv eine wichtige und tragende Rolle
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im Zellbindungsprozess einnimmt und auch aufgrund seiner sauresensitiven Region (ASR)
ein guter Kandidat zur antiviralen Bekdmpfung bzw. Forschung ist. Eine Blockierung oder ein
~Knock-out* des (B-ribbon-connectors kdnnte die Virusaufnahme in die Wirtszelle verhindern,
da sowohl die Zellbindung (diese Arbeit), als auch die Konformationsanderung innerhalb der
Endosomen (ASR) von ihm gesteuert wird (Li et al. 2010). Antivirale Medikamente, wie
gegen den [-ribbon-connector gerichtete Antikérper oder GAG-ahnliche Substanzen,
kénnten den B-ribbon-connector blockieren und somit inhibierend auf die CHIKV-Infektion
wirken. Er kénnte in der Impfstoffforschung eingesetzt werden, z.B. als VLP-basierender
oder rekombinanter Impfstoff. Vor allem bei der GAG-abhangigen Bindung ist der B-ribbon-
connector von Bedeutung. Ein Mutieren seiner Sequenz im Virus, das in einer erhdhten
GAG-abhangigkeit resultiert, konnte evtl. die Virulenz des Virus mindern. Vielleicht waren
mehrere Mutationen in dieser Struktur, unter anderem E166K und N263A (siehe unten),
stabiler als die bereits beschriebenen Mutationen in der E2 Domane A-Sequenz des
attenuierten Impfstoffstamms 181/25 (Ashbrook et al. 2014; Silva et al. 2014; Gardner et al.
2014). Der Impfstoffstamm 181/25 |6ste trotz Attenuierung zu 8% Arthritiden aus (Edelman et
al. 2000; Gorchakov et al. 2012). Die Mutationen missten jedoch im Virusmodell Gberpruft
werden, da hier nur eine Betrachtung auf Proteinebene erfolgte.

Weiterhin scheint die Glykosylierung des B-ribbon-connectors die Bindung an Zellen zu
stéren. Denn die Deletion der Glykosylierungsstelle an Position 263 resultierte in einer
verstarkten Bindung, starker als es die Domane A mit B-ribbon-connector und aktiver
Glykosylierungsstelle besal® (Abb. 35, 36, 37). Auf beiden Zelllinien, K1 und pgsA-745,
konnte die Glykosylierungsmutante eine signifikante Zellbindung zeigen (Abb. 35, 36). Dies
widerspricht zum Teil den Beobachtungen in Moskitozellen, wo das Fehlen einer N-
Glykosylierung zu einem Verlust der Affinitdt zu GAG-Rezeptoren fihrte, was auch in
eukaryotischen Zellen durch das Einsetzen von Tunicamycin (unterdrickt die N-
Glykosylierung) nachgeahmt wurde (Acharya et al. 2015). Diese Ergebnisse beziehen sich
jedoch auf Versuche die mit dem Virus vollzogen wurden, wobei die Bindungsaktivitat des
gesamten E2-Proteins untersucht wurde. Das E2-Protein besitzt neben der
Glykosylierungsstelle an Position 263 noch eine weitere in der Stammregion an Position 345,
der in dieser Arbeit keine Betrachtung zukam. Eine Hemmung beider Glykosylierungen oder
nur an Position 345 kénnte fur den Verlust der GAG-Affinitat verantwortlich sein. Da die
Mutation der Glykosylierungsstelle 263 zu einer erhdhten GAG-abhangigkeit fihrt, kdnnte
diese Mutation alleine im Virus eventuell auch zu einer Verstarkung der GAG-Affinitat auf
eukaryotischen Zellen, sowie einer verminderten Virulenz des Virus fuhren. Diese
Hypothesen missten im Virusmodell Uberprift werden. Ein Zusammenspiel der Mutationen
E166K und N263A konnte in einer deutlichen Affinitatssteigerung zu zellularen GAG und

damit korrelierender Attenuierung des Virus resultieren.
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5.1.4 Etablierung stabiler Zelllinien

Leider blieb der Versuch Zelllinien zu etablieren, die stabil Fc-CHIKV-Fusionsproteine
produzieren, weitestgehend erfolglos. Nur die Zelllinie, die des Fusionsprotein Fc-CHIKV E2
Doméne B exprimierte und sekretierte, schien die Produktion dauerhaft beizubehalten (Abb.
23, 24). Moglicherweise ist die Generierung der Fusionsproteine auf Dauer toxisch fur die
Zellen, weshalb die Expression des Fusionsproteins mit der Zeit unterdrickt wird. In
anknupfende Studien kdnnte eine Vektorpartikelherstellung auf Basis von HIV untersucht
werden. Womdglich wirde dies bessere Ergebnisse erzielen. Aulerdem musste eine
gréRere Anzahl an Klonen untersucht werden, um einen stabilen Klon zu entdecken.

In Bezug auf die Toxizitat zeigten sich die Fusionsproteine in Bindungsversuchen als nicht
zelltoxisch, jedoch trafen Fusionsprotein und Zellen nur fur eine Dauer von hochstens 3h
aufeinander. Eine Langzeittoxizitat wurde nicht untersucht.

Aufgrund von mangelnder Ausbeute und aus Zeitgrinden, erfolgte die Produktion der Fc-

Fusionsproteine mit der deutlich effizienteren transienten Transfektion.

5.1.5 Untersuchung auf hemmende Wirkung der Fusionsproteine auf den
Zelleintritt

Mit dem Luciferase-Assay sollte getestet werden, ob eine vorherige Inkubation der Zellen mit
den Fusionsproteinen zu einer Beeinflussung des Zelleintritts vom CHIKV flihrt. Eine
Hypothese ware, dass die Fusionsproteine den CHIKV Rezeptor blockieren und eine
Infektion der Zellen nicht mehr zustande kommt. Andererseits kénnten die Fusionsproteine
durch die Bindung an die Rezeptoren und Komplexbildung mit dem Virus die Aufnahme des
Virus in die Zellen verstarken.

Bei der Infektion von CHO K1 und pgsA-745 Zellen mit dem CHIKV-luci kam es zu keiner
Beeinflussung durch die Fc-Fusionsproteine (Abb. 40 B, C). Vermutlich wurden die
Fusionsproteine in zu geringer Konzentration genutzt, sodass sie allein mengenmaRig keine
Konkurrenz flir das Virus darstellten und eine Ansattigung der zellularen Bindungsstellen
nicht erfolgte. Weiterhin kénnte auch die Bindungsaffinitat der Fusionsproteine zu gering sein
und deutlich unterhalb der des Virus liegen, sodass sich die schwache Bindung an Zellen bei
vorhandenem Virus l6sen kénnte. Die Fusionsproteine missten, um einen Effekt zu erzielen,
in deutlich groReren Mengen eingesetzt werden.

Bei HEK 293T Zellen verstarkten alle Fusionsproteine den Zelleintritt des Virus (Abb. 40 A),
wobei sich HEK 293T Zellen generell besser infizieren lassen als CHO Zellen und dessen
Derivat (Weber et al. 2017). Da aber auch der Fc-Teil alleine die Infektion von Zellen

verstarkt, ist es keine CHIKV-spezifische Eigenschaft. Es wurde keine Pufferkontrolle
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durchgefthrt, womit geprift werden koénnte, ob womdglich der Proteinpuffer fur die
Versuchsergebnisse verantwortlich ist.

Die Fusionsproteine haben in geringen Konzentrationen keinen deutlichen Einfluss auf eine
CHIKV-Infektion gezeigt. Fur die Nutzung als Therapeutikum sollte ein Stoff bereits in
geringen Konzentrationen wirksam sein. Aulerdem scheinen héhere Konzentrationen eher
zu einer Verstarkung der Virusaufnahme in die Wirtszelle zu fuhren. Aus diesem Grund
sollten die Fc-Fusionsproteine nicht in der therapeutischen CHIKV-Behandlung eingesetzt

werden.
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6. Zusammenfassung

Entwicklung neuer antiviraler Strategien gegen die Chikungunya-Virus-Infektion:
Identifizierung antiviraler Substanzen und neuer Zielstrukturen

Das Chikungunya Virus (CHIKV) ist ein positiv einzelstrangiges RNA-Virus der Gattung
Alphavirus und wird Uber die antropophilen Moskitoarten Aedes aegypti und Aedes
albopictus auf den Menschen ubertragen. CHIKV breitet sich rasant global aus und fuhrt zu
groRen Epidemien in Sidamerika. Nicht zuletzt tragt die Globalisierung, die Nutzung des an
die gemaRigten Klimazonen angepassten Vektors Aedes albopictus, sowie der steigende
Reiseverkehr dazu bei.

Eine CHIKV-Infektion 16st das Chikungunya-Fieber in Menschen aus und geht mit
grippedhnlichen Symptomen einher, die nach etwa zwei Wochen wieder abklingen.
Allerdings beklagen auch 30% der Betroffenen chronisch-rezidivierende Polyarthritiden. Die
Erkrankung kann nur symptomatisch behandelt werden, da weder spezifische antivirale
Medikamente, noch ein zugelassener Impfstoff vorhanden sind. Die Rezeptorbindung ist ein
guter Ansatzpunkt um Medikamente zu entwickeln, da somit das Eindringen des Virus in die
Wirtszelle verhindert wird.

Das CHIKV gelangt tiber Rezeptor-vermittelte Endozytose in das Zytoplasma der Wirtszelle,
woran sich die Replikation und Herstellung neuer infektidser Virionen anschlief3t. Fir den
Zelleintritt sind die Hullproteine E1 und E2 verantwortlich, wobei das Glykoprotein E1 die
Membranfusion vermittelt und E2 fir die Rezeptorbindung zustandig ist. Das E2-Protein ist in
die drei Domanen, A, B und C unterteilt, die untereinander tber einen B-ribbon-connector
verbunden sind. Es war nicht hinreichend bekannt, welche Bereiche des E2-Proteins, sowie
welche zellularen Strukturen in die Virus-Zellbindung involviert sind. Auf viraler Seite wurden
die E2 Domanen A und B als Zellbindungsdomanen bereits beschrieben.
Glykosaminoglykane, die sich auf der Zellmembran nahezu aller eukaryotischen Zellen
befinden, wurden fiur Alphaviren und auch speziell fur CHIKV als zellulare
Bindungsstrukturen bereits identifiziert. In dieser Arbeit wurde die Zellbindung des E2-
Proteins untersucht, indem die einzelnen Domanen und der B-ribbon-connector einzeln oder
in Kombination miteinander als Fc-Fusionsproteine hergestellt und deren GAG-abhangige
bzw. GAG-unabhangige Bindung an Zellen untersucht wurde.

Der B-ribbon-connector wurde als Haupt-Zellbindungsdomane ermittelt. Vor allem in
Kombination mit Doméane B zeigte er deutliche Bindung an GAG-exprimierende Zellen, die
auch etwas schwacher in Kombination mit Domane A ersichtlich waren. Es konnte auch eine
Erhéhung der GAG-unabhangigen Bindung beobachtet werden. Durch die Mutation im (-
ribbon-connectors an der Stelle 166, die eine positive Ladungsverschiebung zur Folge hatte,

steigerte sich die Bindungsaktivitdt der Kombination Domane A und mutierten B-ribbon-
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connector deutlich auf GAG-exprimierenden Zellen, sowie schwach auf Zellen, die keine
GAG auf der Zelloberflache besitzen. Weiterhin konnte herausgefunden werden, dass die N-
Glykosylierung an Position 263 (B-ribbon-connector) hemmend auf die Zellbindung wirkt.
Durch eine Mutation, die eine Glykosylierung an dieser Stelle verhindert, konnte eine
deutliche Steigerung der Bindungsaktivitat auf GAG-exprimierenden aber auch an —nicht
exprimierenden Zellen beobachtet werden. Der B-ribbon-connector konnte als
Bindungsdomane, die den GAG-abhangigen Zelleintritt steuert, identifiziert werden und dient

somit als guter Kandidat fur die Entwicklung antiviraler Medikamente.
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7. Summary

Development of novel antiviral strategies against a Chikungunyavirus-infection:
Identification of antiviral substances and novel targets

The Chikungunyavirus (CHIKV) is a mosquito-transmitted Alphavirus that causes
chikungunya fever, with flu like symptoms, in humans. However severe arthritis may persist
for several years after an infection in 30 % of the infected persons, which might lead to
considerable economic costs during large outbreaks. CHIKV was first documented in
Tanzania in 1952 and then spread in Africa, to Asia and currently to South America including
the Caribbean islands. Temperate and cold regions are reachable due to an effectively
adaptation to the Asian tiger mosquitos, globalization and climate warming. There is no
specific treatment or licensed vaccine for chikungunya fever, making it important to find an
effective means preventing or combating a chikungunya infection. CHIKV is a (+)-single
stranded-RNA virus which enters cells by receptor-mediated endocytosis and a subsequent
pH-dependent fusion step. CHIKV has two surface proteins, which are involved in the entry-
process. The glycoprotein E1 is a class |l viral fusion protein, E2 mediates cell attachment
and is further divided into three subdomains A, B and C. The domains are linked to each
other via a R-ribbon-connector, which contains an acid-sensitive region. The focus is on
finding strategies to prevent the entry of CHIKV into human cells, by characterizing the
function of the E2 protein in more detail. Additionally the important role of cell surface
glycosaminoglycans (GAGs) for CHIKV cell attachment was studied. Previous work could
show that cell surface GAGs promote CHIKV entry. Mutations in E2 domain A from cell
culture adapted CHIKV further enhanced CHIKV binding to GAG expressing cells. Therefore
Fc-E2-fusion proteins, consisting of the Fc-region of a human antibody and subdomains of
the glycoprotein E2, as well as fusion proteins with mutations in the subdomain A, which are
described above, were generated. Furthermore Fc-E2-fusion proteins were created, which
lack the R-ribbon-connector or contain only the B-ribbon-connector, to prove its role in the cell
binding process. It could be shown, that subdomain C is without any binding ability.
Subdomain A binds just in combination with the B-ribbon-connector to both cell types. The
binding affinity to GAG expressing cells is much higher. Subdomain B in combination with the
B-ribbon-connector showed a significant binding to GAG expressing cells, but the domain
lacking the B-ribbon-connector could still weakly bind to both cell types. That implicates that
the B-ribbon-connector of the CHIKV E2 protein regulates the GAG-dependent cell entry.
Additionally domain B seems to be involved in the entry mechanism as well. Due to the
mutation of the B-ribbon-connector at the position 166, which provided a positive charge
displacement, the combination of domain A and mutated B-ribbon-connector had an

increased binding activity on GAG-expressing cells. This generated fusion protein binds on
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GAG-deficient cells as well, although less than on GAG-expressing cells. Furthermore it
could be ascertained that the N-glycosylation at the position 263 (B-ribbon-connector) has an
inhibiting function on the cell binding. In summary the R-ribbon-connector could be identified
as the main binding structure of the CHIKV E2 glycoprotein and therefore it is a good

candidate for antiviral drug development.
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9. Anhang

9.1 Expression und Sekretion der A-Varianten mit der Mutation E79G

[kDa]

64 —
-

36 — _—

Die Fusionsproteine, die die Mutation E79G enthielten, zeigten eine etwas schwachere
Expression und Sekretion als die Fusionsproteine, deren Domane-Sequenz der
Wildtypsequenz glich (G79E). Fur Domane A E79G G82R war nur eine sehr schwache

Bande im Western Blot erkennbar.
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9.2 Coomassie-Gele

Die Herstellung der Fusionsproteine erfolgte dreimal unabhdngig voneinander. Im
Ergebnisteil ist exemplarisch nur ein Coomassie-Gel mit Proteinkonzentrationsbestimmung
gezeigt. Nachfolgend sind die Ubrigen Coomassie-Gele mit Konzentrationsbestimmung

aufgefthrt.

9.2.1 Herstellung der einzelnen E2-Domanen als Fusionsprotein (4.1.1)

BSA
[kDa] ug/ [kDa
98 — — 98
64 —.” ‘ — 64
50 — — 50
- —
36 — " - 36
% % % £ T q a9
> ffp %;J % o o o)
S T T 2
> Tz L7
S S O
3 9 3
2% 3
U
) % )
v @ o
N
G

Konzentrationsbestimmung anhand des Coomassie-Gels:

Fc- CHIKV E2 Fc- CHIKV E2 Fc- CHIKV E2
Fusionsprotein

Doméane A G79E Doméane B Domaéne C
Konzentration anhand des

_ 0,25 ug/ul 0,0625 ug/ul 0,1 pg/ul

Coomassie-Gels
Volumen flir 10 ug Protein

40 pl 160 pl 100 pl
eingesetzt
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BSA
[kDa] ng/ w [kDa]
98 — - 98
“« e 8T«
50 — — 50
-
36 — .- e [ 36
2% % % & 08 8 %
o 7 T
% %Y
<
%7 % %o
CA <@
&
Konzentrationsbestimmung anhand des Coomassie-Gels:
Fc- CHIKV E2 Fc- CHIKV E2 Fc- CHIKV E2

Fusionsprotein

Domane A G79E Doméane B Doméne C
Konzentration anhand des
_ 0,25 g/l 0,045 ug/ul 0,07 ug/ul
Coomassie-Gels
Volumen flr 10 ug Protein
40 pl 2222 ul 153,8 ul

eingesetzt
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9.2.2 Herstellung von A-Mutanten als Fusionsprotein (4.2.1)

BSA

pg/ ul

[kDa]

[kDa]

64 —..

50 —

— 98
— 50
-e — 36
2% %% * LEER 3
SRR ] 5 3% % %
A % % % %z
o 2 T T T T
Q@ «
L L ©
2229 2
ENC VY EY
> % % % %
5, %, % % %
v v
& e 4 QA
O O v Y e
< F « & [
[
P,
S
? F

Konzentrationsbestimmung anhand des Coomassie-Gels:

Fc-CHIKV Fc-CHIKV Fc-CHIKV E2 | Fc-CHIKV E2 | Fc-CHIKV
Fusionsprotein E2 Domane | E2 Domane | Doméane A Domane A E2 Domane

A G79E A G79K G79E G82R | E79G E166K | AE79G
Konzentration

0,0625
anhand des 0,25 ug/ul 0,125 pg/ul 0,12 ug/ul 0,075 ug/ul
. Mg/l
Coomassie-Gels
Volumen far
_ 40 pl 160 pl 80 pl 83,3 pl 133,3 pl

10 pg Protein
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BSA
pg/
[kDa] [kDa]
98 — - 9
64—-. —— — e |— 64
50 — — 50
36 — ’ — 36
o ©O o <
TRl T RRLRR G
v %% 22 3% g
v %éé%é
<« <\
SRS N
2292 %
ENE ) Y
S %Y % )
5555 8
v v
Qe e S Q
% % e 9%
g T
P>(Y‘
? %

Konzentrationsbestimmung anhand des Coomassie-Gels:

Fc-CHIKV Fc-CHIKV Fc-CHIKV E2 | Fc-CHIKV E2 | Fc-CHIKV
Fusionsprotein E2 Domane | E2 Domane | Doméane A Domane A E2 Domane
A G79E A G79K G79E G82R | E79G E166K | A E79G
Konzentration
anhand des 0,25 pg/ul 0,065 ug/ul | 0,065 pg/ul 0,07 ug/ul 0,065 ug/ul
Coomassie-Gels
Volumen far
40 pl 153,8 pl 153,8 pl 142,9 pl 153,8 ul

10 ug Protein
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9.2.3 Herstellung von B-Varianten als Fusionsprotein

BSA

pg/ w
[kDa]

98 —
“ - -

50 —

36 —

Konzentrationsbestimmung anhand des Coomassie-Gels:

[kDa]

98

64

50

36

Konzentration anhand des . .
Fusionsprotein Volumen flr 10 pyg Protein
Coomassie-Gels
Fc-CHIKV E2 Domane A 0.95 ua/ul 40 ul
G79E ,£0 Ug/H M
Fc-CHIKV E2 Doméane B
0,625 ug/ul 160 pl
Fc-CHIKV E2 Doméane B+
0,2 pg/ul 50 ul
Fc-CHIKV E2 Doméane A-B 0.09 ua/ul 1111 ul
G7oE ;09 pg/p -1 H
Fc-CHIKV E2 B-ribbon-
0,23 ug/pl 43,5 pl
connector
Fc-CHIKV E2 Domane A+B-
0,21 g/l 47,6 pl
Gly G79E
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[kDa]

Konzentrationsbestimmung anhand des Coomassie-Gels:

. . Konzentration anhand des . .
Fusionsprotein _ Volumen fur 10 yg Protein
Coomassie-Gels
Fc-CHIKV E2 Domane A 0.09 ua/ul 1111 ul
G7oE ;09 pg/p T
Fc-CHIKV E2 Doméane B
0,045 ug/ul 2222
Fc-CHIKV E2 Domane B+f3
0,045 pg/ul 2222 ul
Fc-CHIKV E2 Domane A-B 0.04 ua/ul 250 u
G70E ;04 pg/p H
Fc-CHIKV E2 B-ribbon-
0,055 pg/ul 181,8 ul
connector
Fc-CHIKV E2 Domane A+B-
0,09 ug/ul 111,1 ul
Gly G79E
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9.3 Natives Gel

[kDa]
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Im nativen Gel ist deutlich zu erkennen, dass sich die Fusionsproteine, aufgrund ihrer
Antikorperstruktur, als Dimere zusammenlagern. Exemplarisch sind nur einige

Fusionsproteine aufgeflihrt.
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9.4 Aminosauresequenzen der genutzten E2 Domanen bzw. Varianten

als Fusionsprotein (+Fc)

In schwarz ist die genutzte Sequenz CHIKV-E2 Domane, wobei der [-ribbon-connector in
grin angegeben ist. Rot markiert sind Mutationen und die Linker-Region erscheint in blau.

In ist die an der Stelle 79 angegeben. Dunkelrot verweist auf den Fc-
Teil.

Fc-CHIKV E2 Doméane A E79G:

STKDNFNVYKATRPYLAHCPDCGEGHSCHSPVALERIRNEATDGTLKIQVSLQIGIGTDDSH
DWTKLRYMDNHIPADAGRAGLFVRTSAPCTITGTMGHFILARCPKGETLTVGFTDSRKISHS
CTHPFHHDPPVIGREKFHSRPQHGKELPCSTYVQSNAATAEEIEVHMPGGGGPGGGGGNH
KKWQYNSPLVPRNAELGDRKGKIHIPFPLANVTCMVPKDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEVTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Fc-CHIKV E2 Domane A G79E:

STKDNFNVYKATRPYLAHCPDCGEGHSCHSPVALERIRNEATDGTLKIQVSLQIGIGTDDSH
DWTKLRYMDNHIPADAERAGLFVRTSAPCTITGTMGHFILARCPKGETLTVGFTDSRKISHS
CTHPFHHDPPVIGREKFHSRPQHGKELPCSTYVQSNAATAEEIEVHMPGGGGPGGGGGNH
KKWQYNSPLVPRNAELGDRKGKIHIPFPLANVTCMVPKDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEVTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Fc-CHIKV E2 Doméane A G79K:

STKDNFNVYKATRPYLAHCPDCGEGHSCHSPVALERIRNEATDGTLKIQVSLQIGIGTDDSH
DWTKLRYMDNHIPADAKRAGLFVRTSAPCTITGTMGHFILARCPKGETLTVGFTDSRKISHS
CTHPFHHDPPVIGREKFHSRPQHGKELPCSTYVQSNAATAEEIEVHMPGGGGPGGGGGNH
KKWQYNSPLVPRNAELGDRKGKIHIPFPLANVTCMVPKDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP
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PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEVTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Fc-CHIKV E2 Domane A G79E G82R:

STKDNFNVYKATRPYLAHCPDCGEGHSCHSPVALERIRNEATDGTLKIQVSLQIGIGTDDSH
DWTKLRYMDNHIPADA=RARLFVRTSAPCTITGTMGHFILARCPKGETLTVGFTDSRKISHS
CTHPFHHDPPVIGREKFHSRPQHGKELPCSTYVQSNAATAEEIEVHMPGGGGPGGGGGNH
KKWQYNSPLVPRNAELGDRKGKIHIPFPLANVTCMVPKDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEVTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Fc-CHIKV E2 Doméane A E79G E166K:

STKDNFNVYKATRPYLAHCPDCGEGHSCHSPVALERIRNEATDGTLKIQVSLQIGIGTDDSH
DWTKLRYMDNHIPADAGRAGLFVRTSAPCTITGTMGHFILARCPKGETLTVGFTDSRKISHS
CTHPFHHDPPVIGREKFHSRPQHGKELPCSTYVQSNAATAEEIKVHMPGGGGPGGGGGN
HKKWQYNSPLVPRNAELGDRKGKIHIPFPLANVTCMVPKDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFL
FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEVTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Fc-CHIKV E2 Doméane A-B G79E:

STKDNFNVYKATRPYLAHCPDCGEGHSCHSPVALERIRNEATDGTLKIQVSLQIGIGTDDSH
DWTKLRYMDNHIPADAERAGLFVRTSAPCTITGTMGHFILARCPKGETLTVGFTDSRKISHS
CTHPFHHDPDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEVTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT
PPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Fc-CHIKV E2 Doméane A-Gly G79E:
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STKDNFNVYKATRPYLAHCPDCGEGHSCHSPVALERIRNEATDGTLKIQVSLQIGIGTDDSH
DWTKLRYMDNHIPADAERAGLFVRTSAPCTITGTMGHFILARCPKGETLTVGFTDSRKISHS
CTHPFHHDPPVIGREKFHSRPQHGKELPCSTYVQSNAATAEEIEVHMPGGGGPGGGGGNH
KKWQYNSPLVPRNAELGDRKGKIHIPFPLAAVTCMVPKDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEVTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Fc-CHIKV E2 Doméne B:

PDTPDRTLLSQQSGNVKITVNSQTARYKCNCGGSNEGLITTDKVINNCKVDQCHAAVTDKT
HTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSREEVTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Fc-CHIKV E2 Doméane B+3-ribbon-connector:

PVIGREKFHSRPQHGKELPCSTYVQSNAATAEEIEVHMPPDTPDRTLLSQQSGNVKITVNSQ
TARYKCNCGGSNEGLITTDKVINNCKVDQCHAAVTNHKKWQYNSPLVPRNAELGDRKGKIH
IPFPLANVTCMVPKDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSH
EDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
PAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEVTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Fc-CHIKV E2 Doméane C:

ARNPTVTYGKNQVIMLLYPDHPTLLSYRSMGEEPNYQEEWVTHKKEVVLTVPTEGLEVTWG
NNEPYKYWPQDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDP

EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP

IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEVTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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Fc-CHIKV E2 B-ribbon-connector:

PVIGREKFHSRPQHGKELPCSTYVQSNAATAEEIEVHMPGGGGPGGGGGNHKKWQYNSP

LVPRNAELGDRKGKIHIPFPLANVTCMVPKDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW
LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEVTKNQVSLTCLVKGFYPS

DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK
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9.5 Ein-Buchstaben-Code fuiir Aminosauren

Abkurzung /Buchstabe

m O O Z X1 >»

Z X r - T O O

n

< < s 4 o T

Aminosaure
Alanin

Arginin
Asparagin
Asparaginsaure
Cystein
Glutaminsaure
Glutamin
Glycin

Histidin
Isoleucin
Leucin

Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin

Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin

Valin
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9.6 Abkurzungsverzeichnis

°C

Mg

i

A.
Abb.
AS
CHIKV
DMEM
DNA
E.coli
FACS
FCS
FITC
FSC
GAG

HS

IRES
kDa

mg
min
ml
MVA
PCR
PFA
RLU
SSC
VP
VLP
kb

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter

Aedes spp.

Abbildung

Aminosaure

Chikungunyavirus

Dulbecco’s modified Eagle Medium
Desoxyribonukleinsaure
Escherischia Coli
Fluorescence-activated cell sorting
Fetales Kalberserum
Fluorescein Isothiocyanat
Forward scatter
Glykosaminoglykan

Stunde

Heperansulfat

Immunglobulin

Internal ribosomal entry site
Kilodalton

Liter

Milligramm

Minuten

Milliliter

Modified Vaccinia virus Ankara
Polymerase Kettenreaktion

Paraformaldehyde

Relative light units/ relative Lichteinheiten

Sideward scatter
Vektorpartikel

Virus ahnliche Partikel (virus like particle)

Kilobasen
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Ehemaligen der Freien Universitat Berlin e.V..
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Bremen, den 21.08.2020 Eva Berberich
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