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1. Einleitung

1.1 Gentherapie

1.1.1 Anwendungen und Methoden der Gentherapie

Ziel der Gentherapie ist es, vererbte genetisch bedingte Krankheiten und erworbene 

Erkrankungen durch Einschleusung von gesunden Genen in die entsprechenden Zielzellen

zu heilen. Prinzipiell wird zwischen zwei Formen der Gentherapie unterschieden. Zum einen 

die Keimbahntherapie, bei der die genetische Information der Geschlechtszellen verändert 

wird und diese Veränderung somit von den Eltern auf die Kinder übertragen werden kann. 

Die zweite Form ist die somatische Gentherapie, bei der ausschließlich die genetische 

Information von Körperzellen verändert wird und die Geschlechtszellen unverändert bleiben. 

Zurzeit werden ausschließlich Klinische Studien zur somatischen Gentherapie durchgeführt.

Unabhängig von der gewählten Methode des Gentransfers, kann dieser auf zwei Wegen 

erfolgen: 1.) über den ex vivo Gentransfer, bei dem die gewünschten Zielzellen aus dem 

Körper isoliert, außerhalb des Körpers genetisch verändert werden und anschließend 

reimplantiert werden, 2.) über den in vivo Gentransfer, bei dem das Therapeutikum 

systemisch appliziert oder direkt in das betroffene Organ bzw. den Tumor injiziert wird (in situ

Applikation).  

Um den Transfer eines bestimmten Gens in Körperzellen zu bewerkstelligen, stehen diverse 

Techniken zur Verfügung. Neben einer Vielzahl chemischer bzw. physischer DNA-Transfer-

Methoden ist eine weitere Strategie die Verwendung viraler Systeme, die auf der natürlichen 

Fähigkeit von Viren beruht, Zellen zu infizieren. So genannte virale Vektoren weisen einige 

systemimmanente Vorzüge auf, wie etwa die spezifische Bindung an und die Aufnahme in 

Zellen, den Transport der DNA zum Zellkern und den Schutz der transferierten 

Nukleinsäuren vor einem Abbau in der Zelle (Kay et al., 2001). Das Übertragen genetischer 

Information mittels eines viralen Vektors bezeichnet man als Transduktion und ist definiert 

als eine unvollständige (nicht-replikative) Infektion. Die Viren, von denen die einzelnen 

Vektoren abgeleitet sind, werden so verändert, dass die zum Teil pathogenen viralen 

Faktoren eliminiert werden und die Viren sich nicht vermehren können (replikationsdefiziente 

Viren). Die derzeit in klinischen Studien verwendeten Vektoren sind in Tab. 1.1 

zusammengefasst.
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Tab. 1.1 Vektoren in klinischen Gentherapiestudien weltweit.

Vektoren

Prozentualer Anteil 

in klinischen 
Studien [%]

Gesamtanzahl

der klinischen 
Studien

Gamma-Retrovirus 25,6 261

Adenovirus 25,5 260

Pocken Virus 5,5 56

Vakzinia Virus 3,5 36

Herpes Simplex Virus 3,1 32

Adeno-assoziierter Virus 2,6 27

Pockenvirus/ Vakzinia Virus 1,7 17

Lentivirus 0,3 3

Adenovirus/ Retrovirus 0,2 2

Masernvirus 0,1 1

Semliki Forest Virus 0,1 1

nichtvirale Methoden 31,8 314

Angegeben sind die Viren, von denen diverse Gentherapie-Vektoren abgeleitet sind, deren prozentuale Anteile in 

derzeitigen klinischen Studien und die Gesamtzahl an klinischen Studien mit den jeweiligen Vektoren. Nach „The 

Journal of Gene Medicine, © 2005 John Wiley and Sons Ltd“; http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical/

Wie aus dieser Tabelle ersichtlich ist, werden retro- und adenovirale Vektoren am häufigsten 

eingesetzt. Diese beiden Vektoren unterscheiden sich in einem grundlegenden Punkt: 

Retroviren integrieren das von ihnen transferierte genetische Material stabil in das Genom 

der Zielzelle. Im Gegensatz dazu erfolgt der Gentransfer durch einen adenoviralen Vektor 

nur transient, die Expression des Transgens persistiert in der Regel nur wenige Wochen 

(Yang und Wilson, 1995). Ein weiterer Unterschied zwischen beiden Vektoren ist die  

Fähigkeit zur Transduktion von nicht-proliferierenden Zellen. Retrovirale Vektoren wie z.B. 

die häufig verwendeten vom Murinen Leukämie Virus-abgeleiteten Vektoren können nur 

proliferierende Zellen transduzieren, da sie nicht dazu in der Lage sind, die intakte 

Kernmembran zu überqueren (Robbins und Ghivizzani, 1998). Im Gegensatz dazu können 

adenovirale Vektoren auch nicht-proliferierende Zellen transduzieren, was wie bereits 

erwähnt nur zu einer transienten Genexpression in der Zielzelle führt. Lentivirale Vektoren, 
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die bisher kaum Anwendung finden (0,3% der klinischen Studien), vereinbaren beide 

Eigenschaften. Sie können nicht-proliferierende Zellen transduzieren und die übertragene 

genetische Information stabil in das Genom der Zielzelle integrieren, was zu einer 

langfristigen Expression des Transgens führt.

Für die einzelnen Vektor-Typen ergeben sich aufgrund ihrer unterschiedlichen Eigenschaften 

diverse Vor- und Nachteile. Je nach Anwendung kann z.B. eine Integration des Transgens 

erwünscht oder aber auch unerwünscht sein. So würde für den Transfer eines Suizidgens in 

Tumorzellen eine transiente Expression genügen, wohingegen die Substitution eines 

fehlerhaften körpereigenen Gens dauerhaft erfolgen sollte. Ähnlich verhält es sich mit der 

Fähigkeit, Zellen in bestimmten Zellzyklusstadien zu transduzieren. Oft genügt die Kapazität 

eines retroviralen Vektors, der ausschließlich proliferierende Zellen transduzieren kann. So 

sind z.B. Tumorzellen teilungsaktive Zellen. Diese stellen zurzeit den größten Anteil 

potentieller Zielzellen von klinischen Gentherapiestudien (über 60% aller klinischen 

Gentherapiestudien befassen sich mit der Therapie von Krebs; „The Journal of Gene 

Medicine, © 2005 John Wiley and Sons Ltd“; http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical/).

Darüber hinaus gibt es eine Reihe weiterer Anwendungsgebiete, von denen einige in Tabelle 

1.2 zusammengefasst sind.

Tab. 1.2 Anwendungsgebiete für Gentransfervektoren.

Erkrankung
Zielzellen für die 

Gentherapie

retroviraler

Gentransfer  

möglich

Zellzyklus-

phase der 

Zielzellen

Literatur

Pluripotente hämatopoetische 

Stammzellen (stimuliert)
Ja G1

Hacein-Bey-Abina 

et al., 2002

Pluripotente hämatopoetische 

Stammzellen (unstimuliert)
Nein G0

SCID-X1

Unstimulierte T-Zellen Nein G0

Mesenchymale Stammzellen Ja G1/proliferierend Wang et al., 2005Zystische 

Fibrose Lungen-Epithelzellen Ja G1 Weiss et al., 2002

Parkinson Neuronen Ja G1

Lo Bianco et al., 

2004

Tumorzellen Ja proliferierend Caruso et al., 1993

Tumore
Antigen-präsentierende Zellen 

(Monozyten, Makrophagen, 

Dendritische Zellen, B-Zellen)

Ja/Nein G1/G0

Mühlebach, 

Wolfrum et al., 

2005

Neben den zu therapierenden Krankheiten sind als Zielzellen in Frage kommenden Zelltypen und deren 

Zellzyklusstatus angegeben.
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Wie aus dieser Tabelle ersichtlich ist, sind die potentiellen Zielzellen einer Gentherapie sehr 

vielfältig. Einige von ihnen sind durch bisher erprobte retrovirale Vektoren transduzierbar. 

Andere Zellen, die ebenfalls ideale Ziele für eine Gentherapie darstellen, sind allerdings für 

bisher bekannte retrovirale Vektoren nicht zugänglich. Dazu zählen unstimulierte 

hämatopoetische Stammzellen, unstimulierte T-Zellen und Monozyten. 

1.1.2 Mononukleäre Phagozyten als wichtige Zielzellen der Gentherapie

Die Zellen des mononukleären Phagozyten-Systems entstehen im Knochenmark und 

zirkulieren dann im Blut, von wo aus sie in verschiedene Gewebe einwandern. Der erste 

Zelltyp, der den peripheren Blutstrom erreicht, ist noch nicht vollständig differenziert und 

wird als Monozyt bezeichnet (Abb. 1.1). Sobald sich diese Zellen in bestimmten Geweben 

ansiedeln, beginnen sie zu reifen und werden Makrophagen. Diese Zellen finden sich in allen 

Organen und Geweben und haben je nach Lage spezielle Bezeichnungen. Makrophagen 

des zentralen Nervensystems heißen Mikrogliazellen, die der Leber Kupffer-Zellen, und 

Makrophagen der pulmonalen Atemwege sind alveoläre Makrophagen. Zur Hauptaufgabe 

der Makrophagen zählen die Phagozytose von Mikroben und die anschließende 

Präsentation von mikrobiellen Antigenen an differenzierte Effektor- T-Zellen, wodurch sie zur 

zellvermittelten Immunantwort beitragen.

Abb. 1.1 Reifung mononukleärer Phagozyten. Mononukleäre Phagozyten entstehen im Knochenmark, 

zirkulieren im Blut als Monozyten und finden sich in differenzierter Form in vielen Geweben. Außer zu 

Makrophagen differenzieren die myeloiden Vorläufer auch zu Dendritischen Zellen. ZNS; zentrales 

Nervensystem. Nach „Cellular and Molecular Immunology“, Abbas A.K. fourth edition 2000.

Stammzelle MakrophageMonozytMonoblast

Knochenmark Blut Gewebe

Aktivierung

Differenzierung

Mikroglia (ZNS)

Kupffer Zellen (Leber)

Alveoläre Makrophagen
(Lunge)

Osteoklasten
(Knochenmark)

Dendritische Zelle
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Eine weitere wichtige Gruppe von Antigen-präsentierenden Zellen (APC, antigen presenting 

cell) sind Dendritische Zellen (DC; dendritic cell). Die meisten von ihnen sind myeloide 

Dendritische Zellen, welche die gleichen Vorläufer haben wie Makrophagen. Unreife DCs 

befinden sich im Epithelgewebe der Haut, des Gastrointestinaltraktes und des 

respiratorischen Systems. Dort nehmen die Zellen Antigene auf und transportieren diese zu 

den Lymphknoten. Auf dem Weg dort hin reifen die DCs und erlangen dadurch die Fähigkeit  

noch effizienter Antigene präsentieren zu können.   

Diese Eigenschaft ist bei der Tumor-Immunität von großer Bedeutung, denn Antigen-

präsentierende Zellen – in erster Linie DCs – aktivieren sowohl Zytotoxische T-Zellen (CTL; 

cytotoxic T lymphocyte) als auch T-Helfer-Zellen (Dranoff et al., 1993; Porgador et al., 1995). 

In Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass beide T-Zell-Typen eine effektive anti-Tumor-

Immunität vermitteln (Huang et al., 1994). Zur Bekämpfung von Tumoren versucht man, 

diese natürliche anti-Tumor-Aktivität zu verstärken. Um dies zu erreichen, bestanden die 

ersten Ansätze darin, bestrahlte, autologe Tumorzellen zu injizieren (Ghose et al., 1976; 

Miller et al., 1985 Oettgen et al., 1991). Die Möglichkeit, DCs zu kultivieren, führte zu 

zahlreichen Studien, diese ex vivo mit Tumor-Antigenen zu beladen. Zunächst wurden die 

Zellen einfach mit Antigenen „gepulst“, d.h. die Zellen wurden mit den entsprechenden 

Antigenen kultiviert, die dabei durch Endozytose von den DCs aufgenommen wurden. Selbst 

mit dieser relativ ineffizienten Methode konnten anti-Tumor-Aktivitäten induziert werden 

(Mayordomo et al., 1995; Porgador et al., 1995). Die Entwicklung besserer 

Gentransfervektoren führte dazu, kultivierte DCs mit Genen zu transduzieren, die ein Tumor-

Antigen kodieren. Auch für diese Ansätze konnte im Maus-Modell eine anti-Tumor-Aktivität 

gezeigt werden (Specht et al., 1997; Dyall et al., 2001). Um eine möglichst effiziente 

Antigenpräsentation zu gewährleisten, werden in der Regel stimulierte Stammzellen 

transduziert, die anschließend ex vivo zu DCs differenziert werden. Dieses Vorgehen 

beinhaltet eine weitere Manipulation der Zielzellen (die Stimulation), die nach Möglichkeit 

vermieden werden sollte. Um das zu umgehen, wäre es ein großer Vorteil, die Stammzellen 

ohne vorherige Stimulation transduzieren zu können, bzw. einen direkten Vorläufer der DCs, 

wie z.B. Monozyten zu transduzieren. 

Bei allen erwähnten Ansätzen ist der Differenzierungsstatus der Dendritischen Zellen von 

großer Bedeutung. Werden voll differenzierte bzw. aktivierte Zellen reimplantiert, besteht die 

Gefahr, dass diese nicht zu den Lymphknoten gelangen, um dort die T-Zellen zu aktivieren. 

Werden allerdings unreife DCs injiziert, kann dies zu Toleranz oder der Unterdrückung einer 

Antigen-spezifischen Antwort führen (Dhodapkar et al., 2001).
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Einen Vorteil könnte daher die Transduktion von direkten Vorläuferzellen darstellen, die dann  

als solche reimplantiert werden. 

Der Gentransfer in Monozyten durch bisher bekannte retrovirale Vektoren ist nicht möglich. 

Auch HIV-1-abgeleitete Vektoren können erst bereits differenzierte Zellen transduzieren. In 

der Arbeitsgruppe „Medizinische Biotechnologie“ am Paul-Ehrlich-Institut konnte gezeigt 

werden, dass der Transfer eines Gens in Monozyten, durch die Verwendung eines 

SIVsmmPBj-abgeleiteten Vektors ermöglicht werden kann (Mühlebach und Wolfrum et al., 

2005; siehe auch 1.5). SIVsmm zählt zu der Gruppe der Lentiviren. Daher wird im Folgenden 

näher auf diese Viren eingegangen.

1.2. Lentiviren

1.2.1 Grundlagen

Das bekannteste Lentivirus ist das humane Immundefizienzvirus (HIV), welches zu den 

Lentiviren der Primaten zählt. Diese werden in fünf phylogenetisch unterschiedliche Gruppen 

eingeteilt: HIV-1/SIVcpz (Huet et al., 1990; Peeters et al., 1989), HIV-2/SIVsm/SIVmac (Hirsch et 

al., 1989), SIVagm (Daniel et al., 1988; Johnson et al., 1990), SIVmnd (Tsujimoto et al., 1989) 

und SIVsyk (Hirsch et al., 1993). Auch wenn sich die einzelnen Gruppen von ihrer 

Genomstruktur sehr ähneln, so liegt die Aminosäuresequenz-Homologie von z.B. HIV-1 und 

HIV-2 bei nur 45%-50% (Ratner et al., 1985; Wain-Hobson et al., 1985). Die Genomstruktur 

von zwei klassischen Lentiviren ist in Abb.1.2 dargestellt.

Abb. 1.2 Lentiviren. A) Genomstruktur von Lentiviren am Beispiel von SIVsmmPBj und HIV-1. B) Schematische 

Darstellung eines viralen Partikels. Die Farben der in A dargestellten Gene entsprechen den jeweiligen 

Bestandteilen des in B gezeigten viralen Partikels. , Verpackungssignal; RRE, Rev responsives Element; SD, 

Spleißdonor; LTR, long terminal repeat
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Lentiviren gehören zur Familie der Retroviren und besitzen ein Positiv-(Einzel-)Strang RNA-

Genom. Jedes Viruspartikel enthält zwei Kopien dieser etwa 10 kb großen RNA. Das virale 

Genom befindet sich im Nukleokapsid, welches wiederum von einem konischen Kapsid 

umschlossen ist. Dieses ist von einer Membran umhüllt, in welche Hüllproteine eingelagert 

sind, die durch spezifische Bindung an Oberflächenrezptoren der Wirtszelle den Tropismus 

des Virus bestimmen. Ein solches virales Partikel hat einen Durchmesser von 80 bis 120 nm 

(Coffin et al. 1997). Die Lentiviren gehören zu den komplexen Retroviren, da sie neben den 

Struktur- und Hüllprotein-kodierenden Genen zusätzlich regulatorische und akzessorische 

Gene besitzen. Die Strukturgebenden Proteine Matrix, Kapsid und Nukleokapsid werden von 

dem viralen Gen gag kodiert. Die Enzyme Protease, Reverse Transkriptase und Integrase 

werden von dem pol-Gen kodiert. Das env-Gen kodiert für das den Tropismus vermittelnde 

Hüllprotein (Abb. 1.2). Neben diesen Genen exprimieren Lentiviren noch zwei regulatorische 

Gene (tat und rev) und vier akzessorische Gene (vif, vpx bzw. vpu, vpr, nef) auf die im 

nächsten Kapitel ausführlicher eingegangen wird. Die Kodierung dieser zusätzlichen Gene 

unterscheidet Lentiviren von klassischen oder einfachen Retroviren; sie werden auch als 

komplexe Retroviren bezeichnet. 

Wie alle Retroviren besitzen auch die Lentiviren eine RNA abhängige DNA Polymerase. 

Dieses Enzym, die Reverse Transkriptase, ermöglicht das Umschreiben der virale RNA in 

DNA nachdem das Virus in die Zielzelle eingedrungen ist. Anschließend wird die DNA in den 

Zellkern transportiert, wo die virale genetische Information in die DNA der Wirtszelle 

integriert wird. Dabei sind Gamma-Retroviren wie das Murine Leukämievirus (MLV) auf die 

mitotische Teilung der Zellen angewiesen, bei der die Kernmembran aufgelöst wird und die 

virale DNA so Zugang zu dem Wirtszellgenom hat (Miller et al., 1990; Roe et al., 1993; Lewis 

et al., 1994). Lentiviren hingegen sind für die Etablierung eines Provirus nicht auf die Mitose 

angewiesen (Katz et al., 2003). Nach der reversen Transkription bildet sich ein so genannter 

Präintegrations-Komplex (PIC; preintegration complex), zu dessen Komponenten sowohl 

virale als auch zelluläre Proteine zählen (Fouchier et al., 1999). Der genaue Mechanismus, 

der zum Kernimport führt, ist allerdings unbekannt. Der aktive Kernimport der viralen DNA 

ermöglicht es den Lentiviren, nicht-proliferierende Zellen zu infizieren. Diese Eigenschaft 

bietet große Vorteile für die Gentherapie, da Gene mittels lentiviraler Vektoren stabil in Zellen 

transferiert werden können, die sich in einem ruhenden Zellzyklusstadium befinden. 
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1.2.2 Die akzessorische Proteine 

Alle Lentiviren kodieren akzessorische Proteine. Bei HIV-1 sind es Vif, Vpr, Vpu und Nef. Bei 

der SIVsm/SIVmac/HIV-2 Gruppe sind es Vif, Vpr, Vpx und Nef. Die Expression dieser Proteine 

ist für eine effiziente Replikation in den meisten in vitro Systemen nicht nötig. Im Gegensatz 

dazu spielen diese Proteine bei der Replikation und Pathogenese in vivo eine bedeutende 

Rolle. Den einzelnen Proteinen sind viele verschiedene Aufgaben zugeordnet. Auf die für 

diese Arbeit relevanten wird im Folgenden näher eingegangen.

Vif zählt zu den am besten charakterisierten akzessorischen Proteinen der Lentiviren. Bereits 

1987 konnte gezeigt werden, dass Vif für die Replikation von HIV-1 in verschiedenen Zellen, 

zum Beispiel in mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMC; peripheral blood 

mononuclear cell), essentiell ist (Fisher et al., 1987; Strebel et al., 1987; Gabuzda et al., 

1992). Dies spiegelt sich auch in dem Namen des Proteins wider. Vif steht für „virion 

infectivity factor“. Erst 2002 wurde der Mechanismus beschrieben, der diese Beobachtung 

erklärt. Vif interagiert mit dem zellulären APOBEC3G, einem wesentlichen Restriktionsfaktor 

des lentiviralen Replikationszyklus (Sheehy et al., 2002; Harris et al., 2003; Mangeat et al., 

2003; Zhang et al., 2003). Durch diese Interaktion wird ein Einbau von APOBEC3G in virale 

Partikel verhindert. Für Vif-defiziente HIV-1 Mutanten konnte gezeigt werden, dass 

Apobec3G in Viruspartikel verpackt wird und in der Zielzelle bei der reversen Transkription 

zu einer Deaminierung des synthetisierten DNA-Minusstrangs führt; es wird 2’-Deoxyuridin 

anstelle von 2’-Deoxycytidin eingebaut. Diese Modifikation kann in einer Deglykosylierung 

der viralen DNA resultieren, was wiederum die Synthese des DNA-Plusstrangs negativ 

beeinflusst (Klarmann et al., 2003) oder gar zu Strangbrüchen führt. Selbst wenn virale

doppelsträngige DNA synthetisiert wird, entstehen auf Grund der G-zu-A-Hypermutationen 

im Allgemeinen keine replikationsfähigen Viren (Gu et al., 2003).

Für Vpr ist Vielzahl von Funktionen während des viralen Replikationszyklus beschrieben. Der 

für diese Arbeit wichtigste Punkt ist der Einfluss von Vpr auf die Genauigkeit der reversen 

Transkription. In Vpr-defizienten Mutanten kommt es zu einer mehr als vierfach höheren 

Mutationsrate als bei Wildtypviren (Mansky et al., 1995; Mansky et al., 1996). In Monozyten-

abgeleiteten Makrophagen (MDM; monocyte derived macrophages) ist die Mutationsrate 

sogar um das 18-fache höher (Chen et al., 2004). Diese Beobachtung wird durch eine 

spezifische Interaktion von Vpr erklärt, die zur Verpackung der zellulären Uracil DNA 

Glykosylase (UNG2) führt (Mansky et al., 2000). Dieses Enzym entfernt Uracil aus DNA. 

Uracil entsteht entweder durch Cytosin Deaminierung oder wird versehentlich in DNA 

eingebaut. Die daraus resultierenden Folgen sind bereits oben beschrieben. Bei 
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Makrophagen kommt es besonders häufig zu Uracil-Inkorporationen, da diese nur wenig 

UNG exprimieren, aber eine sehr große Menge dUTP enthalten (Chen et al., 2002). Die 

durch Vpr vermittelte Verpackung von UNG2 ist somit ein essentieller Beitrag zur 

Replikationsfähigkeit in Makrophagen. Des Weiteren spielt Vpr auch beim Kernimport der 

viralen DNA als Komponente des viralen Präintegrationskomplexes eine Rolle (Accola et al., 

1999). Es wird vermutet, dass Vpr die Kernmembran perforiert und so die DNA in den Kern 

gelangen kann (Noronha et al., 2001). Neben diesen Eigenschaften führt die Expression von 

Vpr in proliferierenden Zellen zu einem Zellzyklusarrest in der G2-Phase (Di Marzio et al., 

1995; Jowett et al., 1995; Fletcher et al., 1996). Der Übergang in die M-Phase wird durch die 

Vpr-inhibierte Aktivierung des p34cdc2-Cyclin B Kinase-Komplexes verhindert (He et al., 

1995; Re et al., 1995). Dies führt zu einer optimierten Virusproduktion, da der Eintritt in 

Apoptose verhindert und die klonale Expansion infizierter Zellen reduziert wird (Coffin et al., 

1997). Des Weiteren ist Vpr ein Transaktivator der LTR (Levy et al., 1995).

Über eine Interaktion mit der p6-Domäne des Gag Proteins wird Vpr in Partikel verpackt und 

gelangt so in die Zielzelle (Yuan et al., 1990). Darüber hinaus befindet sich am C-terminalen 

Ende des Proteins ein Arginin-reicher Bereich, der Ähnlichkeit mit Protein-Transduktions-

Domänen (PTD) aufweist. Dieser Bereich ermöglicht somit evtl. auch das Durchdringen von 

Zellmembranen (Kichler et al., 2000; Sherman et al., 2002; Coeytaux et al., 2003). 

Nef (negative factor) gilt als eine der Hauptpathogenitätsdeterminanten (Cheng-Mayer et al., 

1989; Kestler et al., 1991). Es wird angenommen, dass die hohe Pathogenität von 

SIVsmmPBj in Zusammenhang mit seinen besonderen Replikationseigenschaften in ruhenden 

Zellen steht. Wie alle anderen akzessorischen Proteine wird auch Nef in Viruspartikel 

verpackt. Im Gegensatz zu den anderen Proteinen wird Nef während der Reifung des 

Partikels durch die virale Protease prozessiert (Welker et al., 1996; Pandori et al., 1996; 

Pandori et al., 1998). Nef bewirkt eine Veränderung des intrazellulären Proteintransports, 

was z.B. eine geringere Oberflächenexpression von CD4, MHCI und CD28 zur Folge hat 

(Garcia, Miller, 1991; Schwartz et al., 1996; Swigut et al., 2001). Außerdem erhöht Nef die 

Infektiosität der Virionen (Spina et al., 1994; Miller et al., 1994) und es führt zu einer 

Zellaktivierung von T-Zellen (Schrager, Marsh, 1999; Simmons et al., 2001). 

Vpx (viral protein X) wird nur von Lentiviren der SIVsm/SIVmac/HIV-2 Guppe kodiert. Da es 

große Homologien zu Vpr aufweist, wird vermutet, dass es aus einer Genduplikation 

hervorgegangen ist (Modrow et al., 1997). Wie Vpr ist auch Vpx eine Komponente des 

viralen Präintegrationskomplexes und daher evtl. ebenfalls am Kernimport beteiligt (Wu et 

al., 1994; Fletcher et al., 1996). Allerdings konnte für Vpx bisher nicht gezeigt werden, dass 
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es einen Einfluss auf den Zellzyklus hat (Re et al., 1995). Eine Eigenschaft von Vpx wird in

der vorliegenden Arbeit besonders untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass Vpx 

essentiell für die Replikation von SIVsmmPBj in primären Makaken-Makrophagen ist (Hirsch 

et al., 1998). Die Eigenschaft von SIVsmmPBj, in unstimulierten PBMC zu replizieren, die 

einzigartig unter den Lentiviren ist, geht bei einer Deletion von Vpx ebenfalls verloren, 

wohingegen die Replikation in stimulierten PBMC nicht beeinflusst wird. Dies deutet darauf 

hin, dass die Anwesenheit von infizierten Makrophagen benötigt wird, um eine Replikation in 

PBMC zu gewährleisten (Du et al.; 1995). Wahrscheinlich führt die Infektion von 

Makrophagen zur Freisetzung von Chemokinen, die wiederum die Infektion von 

Lymphozyten begünstigen.   

In infizierten Zellen ist Vpx sowohl im Nukleus als auch im Zytoplasma lokalisiert, wo es mit 

der p6-Domäne von Gag assoziiert und dadurch in virale Partikel verpackt wird.

Wie kürzlich gezeigt wurde, wird Vpx von ERK-2/MAPK phosphoryliert, was eine Inhibition 

des Kernimports von Vpx und eine stark verminderte Replikationsfähigkeit in Makaken 

Makrophagen zur Folge hat. Dabei ist zu bemerken, dass ERK-2/MAPK durch Vpx selbst mit 

in Partikel verpackt wird, was möglicherweise eine abnorme Signaltransduktion in der 

Zielzelle zur Folge hat (Rajendra Kumar et al., 2005). 

1.2.3 SIVsmmPBj

SIVsmmPBj ist ein Stamm der Simianen Immundefizienzviren, der durch Passagieren eines 

apathogenen Virus (SIVsmm9 aus der Grauen Schopfmangabe; Sooty mangabey monkey; 

Cercocebus torquatus atys) in einem Schweinsaffen (Macaca nemestrina) entstanden ist 

(Fultz et al., 1989). Das aus diesem Affen isolierte Virus (SIVsmmPBj14) führt im Gegensatz 

zum parentalen SIVsmm9 bei einer Infektion von Affen zu starkem, blutigem Durchfall. Die 

Symptome sind so stark, dass sie bei einigen Tieren innerhalb von Tagen bzw. wenigen 

Wochen zum Tod führen. Diese starke Pathogenität scheint zu einem gewissen Grad 

speziesspezifisch zu sein, denn es wurde beobachtet, dass bei infizierten Schweinsaffen 

(Macaca nemestrina) oder Halsbandmangaben (Cercocebus torquatus atys) die Sterblichkeit 

innerhalb der ersten Wochen bei über 50 % liegt. Im Gegensatz dazu zeigen infizierte 

Rhesusaffen (Macaca mulatta) weniger starke Symptome und die akute Phase der Infektion 

wird von vielen Tieren überlebt (Fultz et al., 1989; Dewehurst et al., 1990; Lewis et al., 1992). 

Eine weitere Besonderheit von SIVsmmPBj ist die Eigenschaft, in vitro in unstimulierten PBMC 

zu replizieren (Fultz et al., 1991; Schwiebert et al., 1994). Diese Eigenschaft ist unter den 
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Lentiviren einzigartig. Sowohl das parentale Virus SIVsmm9 als auch SIVmac251 und HIV-2, die 

phylogenetisch am nächsten mit SIVsmm verwandt sind, besitzen diese Fähigkeit nicht.

Auf genomischer Ebene unterscheidet sich SIVsmmPBj durch 57 Punktmutationen und zwei 

Insertionen vom Parentalvirus. Eine der Insertionen ist eine Verdopplung der NFB-

Bindungsstelle in der LTR (Long Terminal Repeat). Von den 57 Punktmutationen, die über 

das gesamte Genom verteilt auftreten, führen 36 zu einer Aminosäureänderung (Courgnaud 

et al., 1992).

Der in dieser Arbeit verwendete Molekularklon SIVsmmPBj1.9 wurde mittels PCR (polymerase 

chain reaction; Polymerase Kettenreaktion) generiert (Dewehurst et al., 1990). Dabei wurden 

die 5’- und die 3’-Hälfte des viralen Genoms von SIVsmm14 amplifiziert und anschließend zu 

verschiedenen Molekularklonen zusammengesetzt. SIVsmmPBj1.9 ist einer von drei Klonen, 

die dieselben Eigenschaften aufweisen wie das pathogene Virusisolat von dem sie abgeleitet 

sind. 

1.3 Aufbau eines lentiviralen Vektors

Zur Konstruktion eines retroviralen Vektorsystems wird die genetische Information des Virus 

auf drei Plasmide aufgeteilt (Abb. 1.4.1). Die drei entstehenden Konstrukte sind der 

Transfervektor, das Verpackungskonstrukt und ein für das Hüllprotein kodierendes Plasmid. 

Werden diese drei Plasmide in eine Verpackungszelle kotransfiziert, können alle zur 

Generierung eines Vektors wichtigen Proteine synthetisiert werden. Die Vektorpartikel selbst 

beinhalten aber nur noch die genetische Information, die auf dem Transfervektor kodiert ist.

Das Hüllprotein-Expressions-Plasmid besteht aus einem Promotor, dem entsprechenden 

Hüllproteingen und einer poly A-Sequenz.

Der Einfachste Transfervektor besteht aus den viralen LTRs, die für reverse Transkription 

und die Integration wichtig sind, einem Verpackungssignal (), das zur Verpackung in 

Vektorpartikel führt, und dem zu transferierenden Gen. Dieses kann entweder durch die 

viralen LTRs oder durch einen heterologen Promotor reguliert werden. Bei diesen Vektoren 

besteht die Gefahr, dass nach der Integration in das Wirtszellgenom durch die 

Promotoraktivität der 3’ LTR benachbarte Gene exprimiert werden können. Um dies zu 

verhindern wurden „selbst inaktivierende“ (SIN) Vektoren generiert, bei denen im U3-Bereich 

der 3’ LTR eine Deletion eingefügt wurde. Diese Deletion wird bei der reversen Transkription  
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in der Zielzelle an die 5’ LTR transferiert, wodurch auch der 5’-gelegene Promotor 

zerstört wird (Miyoshi et al., 1998). Eine weitere Modifikation besteht darin, den U3 Bereich 

der 5’ LTR durch einen heterologen Promotor zu ersetzen. Dadurch wird der virale Promotor 

deletiert. Außerdem wird dadurch auch die so genannte TAR-Region deletiert, die im U3-

Bereich liegt. An diese Region bindet während des natürlichen Replikationszyklus das Tat-

Protein und begünstig durch einen nicht genau bekannten Mechanismus die Transkription 

der viralen RNA (Jones und Peterlin et al., 1994). Wird diese Region deletiert und durch 

einen heterologen Promotor ersetzt, ist das resultierende Konstrukt Tat-unabhängig.  

Abb 1.3 Dreiplasmid-Vektorsystem zur Generierung von lentiviralen Vektoren. A) Hüllprotein-

Expressionskonstrukt B) Transfervektoren. Die Vektoren beinhalten alle cis-aktiven Sequenzen, die für RNA 

Prozessierung, Verpackung (), reverse Transkription und Integration benötigt werden. C) 

Verpackungskonstrukte. Diese Konstrukte exprimieren die dargestellten viralen Proteine, aber es fehlen die cis-

aktiven Sequenzen, die für Verpackung (), reverse Transkription und Integration nötig sind. SD, Spleißdonor; 

SIN, selbst inaktivierend; RRE, Rev responsives Element.

Durch das Verpackungskonstrukt, das im Wesentlichen für die Gene gag und pol kodiert, 

werden in der Verpackungszelle die viralen Strukturproteine und Enzyme zur Verfügung 

gestellt. Das wichtigste an einem Verpackungskonstrukt ist die Deletion des 

Verpackungssignals, damit die genetische Information nicht selbst in entstehende Vektor-

Partikel verpackt wird. Die Verpackungskonstrukte der so genannten 1. Generationsvektoren 

beinhalteten das gesamte virale Genom, bei dem nur die LTRs, das Verpackungssignal und 

das Hüll-Gen deletiert waren. 
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Anstelle der 5’ LTR kontrollierte ein CMV Promotor die Proteinexpression. Die 3’ LTR wurde 

durch ein poly A-Signal ersetzt. Die cis-aktiven Sequenzen, die für Verpackung (), reverse 

Transkription (PBS, Primer Binde Stelle) und Integration (LTR) wichtig sind, sind in diesem 

Konstrukt deletiert. Es werden aber die Strukturproteine Gag und Pol, die akzessorischen 

und regulatorischen Proteine exprimiert (Naldini et al., 1996). Um die biologische Sicherheit 

zu erhöhen wurden bei den 2. Generationsvektoren alle akzessorischen Gene deletiert 

(Zuffrey et al., 1997; Kim et al., 1998), denn diese werden zum Teil mit der Virulenz bzw. 

Pathogenität der Viren in Verbindung gebracht. Bei den 3. Generationsvektoren wurden 

zusätzlich zu den akzessorischen Genen auch die regulatorischen Gene tat und rev deletiert. 

Dies ist nur möglich, wenn auch in dem korrespondierenden Transfervektor der virale 

Promotor durch einen Tat-unabhängigen Promotor ersetzt wurde (Kim et al., 1998). Das Rev 

Protein ist essentiell für den RNA Transport aus dem Zellkern, für welchen eine Interaktion 

von Rev mit dem Rev-responsive Element (RRE) nötig ist. Wegen dieser wichtigen Funktion 

wurde rev zunächst zwar aus dem Verpackungskonstrukt entfernt aber dafür auf einem 

weiteren Plasmid zur Verfügung gestellt (Dull et al., 1998). Die Möglichkeit völlig auf rev zu 

verzichten wurde ebenfalls untersucht, indem das RRE durch andere RNA-

Transportelemente ersetzt wurde (Gasmi et al., 1999). Diese von dem Mason-Pfizer monkey 

virus (MPMV) oder Hepatitis B Virus (HBV) abgeleiteten Elemente sind auf endogene 

Faktoren in der Zielzelle angewiesen und müssten somit die Rev Abhängigkeit umgehen. 

Allerdings führten diese Versuche zu keinen befriedigenden Ergebnissen; das HBV-Element 

funktionierte gar nicht und das MPMV-Element führte zur fünf- bis zehnfach geringeren 

Produktion von Partikeln. 

1.4 Transduktionseigenschaften von SIVsmmPBj-abgeleiteten Vektoren

Herkömmliche lentivirale Vektoren sind dazu in der Lage, nicht-proliferierende Zellen zu 

transduzieren, allerdings ist der Gentransfer in einige ruhende Zellen auch mit solchen 

Vektoren nicht zu erreichen. Wie bereits beschrieben (siehe 1.2.3) kann SIVsmmPBj, in vitro in 

unstimulierten PBMC replizieren (Fultz et al., 1991; Schwiebert et al., 1994). Diese 

Eigenschaft ließ vermuten, dass von diesem Virus abgeleitete Vektoren evtl. Vorteile in 

Bezug auf die Transduktionsfähigkeit ruhender Zellen, gegenüber anderen lentiviralen 

Vektoren bieten könnten.

In der Abteilung „Medizinische Biotechnologie“ wurde ein SIVsmmPBj-abgeleiteter Vektor 

entwickelt, der außer dem env-Gen alle viralen Gene kodiert. Im ehemaligen env-

Leserahmen wird ein von einem CMV-Promotor reguliertes egfp-Gen kodiert. Dieses 
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Zweiplasmid-Vektorsystem ermöglicht die Generierung von Vektoren, die dazu in der Lage 

sind, heterologe Gene in humane diploide Fibroblasten und Zelllinien zu transferieren, die in 

der G0-Phase des Zellzyklus arretiert sind. Diese Eigenschaft ist unabhängig von dem dabei 

verwendeten Hüllprotein. Darüber hinaus ermöglicht der SIVsmmPBj-abgeleitete Vektor den 

Gentransfer in frisch isolierte humane Monozyten. Diese sind gegenüber einer Transduktion 

durch andere lentivirale Vektoren refraktär. Für alle getesteten ruhenden Zellen konnte 

gezeigt werden, dass das virale Genom in das der Wirtszelle integriert. Diese Daten wurden 

zusammen mit einem Teil der im Folgenden beschriebenen Ergebnisse bereits publiziert 

(Mühlebach und Wolfrum et al., 2005).

Zur Untersuchung der Faktoren, die für diese spezielle Transduktionseigenschaft 

verantwortlich sein könnten, wurde zunächst der Einfluss der akzessorischen Proteine 

genauer analysiert. Es wurden Konstrukte generiert, bei denen die Expression jeweils eines 

akzessorischen Gens inhibiert war. Es konnte gezeigt werden, dass keines der 

akzessorischen Proteine allein einen Einfluss auf die Transduktion von in G0-arretierten 

humanen Fibroblasten oder Zelllinien hat (Wolfrum, 2002). 

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass ein Vektor, der keines der akzessorischen 

Proteine enthält, die Eigenschaft zur Transduktion primärer humaner Monozyten verloren hat 

(Kaiser, 2004).

Die Mechanismen, die SIVsmmPBj-abgeleitete Vektoren befähigen ruhende Zellen zu

transduzieren, sind nach wie vor unbekannt und bedürfen genauerer Untersuchungen.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Wie bereits in der Arbeitsgruppe „Medizienische Biotechnologie“ gezeigt werden konnte, ist 

ein einfacher SIVsmmPBj-abgeleiteter Vektor dazu in der Lage sowohl in der G0-Phase des 

Zellzyklus arretierte Zelllinien als auch primäre humane Monozyten zu transduzieren. Diese 

Fähigkeit besitzen andere lentivirale Vektoren wie z.B. HIV-1-abgeleitete nicht. 

In der vorliegenden Arbeit sollte dieser SIVsmmPBj-abgeleitete Vektor genauer charakterisiert 

und weiterentwickelt werden. Zunächst sollten die transduzierten Monozyten ganauer 

analysiert werden; insbesondere sollte geprüft werden, ob sie noch in der Lage sind, zu 

Dendritischen Zellen zu differenzieren. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob sich 

neben Monozyten auch andere primäre, ruhende Zellen durch einen SIVsmmPBj Vektor 

transduzieren lassen. 

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die Frage, ob eines oder eine Kombination der 

der akzessorischen Proteine (Vif, Vpx, Vpr oder Nef) notwendig für die Transduktion 

ruhender Zellen, insbesondere von Monozyten, ist. Hierzu sollte ein PBj Vektor generiert 

werden, bei dem die Expression aller akzessorischen Gene verhindert ist. Falls dieser Vektor 

die Fähigkeit zur Transduktion ruhender Zellen nicht mehr besitzt, sollte das bzw. die 

akzessorischen Proteine identifiziert werden, die für die besonderen 

Transduktionseigenschaften von PBj-Vektoren verantwortlich sind.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte, aufbauend auf den Ergebnissen des ersten Teils, ein 

„Dreiplasmid-Vektorsystem“ entwickelt werden, mit dem nur noch das Transgen, aber keines 

der viralen Gene mehr in Zielzellen übertragen wird. Dazu sollte das virale Genom auf drei 

Plasmide (Verpackungskonstrukt, Transfervektor, Hüllproteinkonstrukt) aufgeteilt werden. 

Für die Generierung des Verpackungskonstrukts sollte das Verpackungssignal definiert und 

anschließend deletiert werden. Sowohl von dem Verpackungskonstrukt als auch vom 

Transfervektor sollten nicht-essentielle virale Komponenten entfernt werden. Zur genaueren 

Charakterisierung des fertigen „Dreiplasmid-Vektorsystems“, sollten Studien zur 

Transduktion von verschiedenen Zelllinien und primäreren Zellen durchgeführt sowei die 

Kompatibilität mit Vektorkomponenten von anderen Lentiviren untersucht werden 

(Kreuzverpackbarkeit).
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2. Materialien und Methoden

2.1 Chemikalien

Substanz/ Kit Bezugsquelle
1-kb/100-bp DNA Marker New England Biolabs, Beverly, USA
Aphidicolin Fluka, Steinheim
APS Sigma, Taufkirchen
Agar Agar Merck, Darmstadt
Agarose Cambrex, Rocklande, USA
7-Actinomycin D Sigma, Taufkirchen
7-Amino-actinomycin D Sigma, Taufkirchen
3-Amino-9-ethyl-Carbazol Sigma, Taufkirchen
Bromphenolblau Sigma, Taufkirchen
5-Bromo-4-chlor-3-indolyl--D-galactosid (X-Gal) Merck, Darmstadt
Bovines Serum Albumin (BSA) AppliChem, Darmstadt
CD4+ T cell isolation Kit II Milteniy Biotec, Bergisch Gladbach
Desoxyribonucleosidtriphosphate (dNTP) Sigma, Taufkirchen
DMSO (Dimethylsulfoxid) Merck, Darmstadt
DNAcon3-staining Kit DAKO Cytomation, Glostrup, DK
Dynal® Monocyte Negative Isolation Kit Dynal Biotech Ltd., Bromborough, UK
Ethidiumbromid Serva, Heidelberg
Fötales Kälberserum (FKS) Biochrom KG, Berlin
Giemsa-Lösung Roth, Karlsruhe
Glycerin Merck, Darmstadt
HBSS-Puffer Gibco Invitrogen Corporation, 

Carlsbad, USA
HCl, 37% Merck, Darmstadt
JetSorb DNA extraction Kit Genomed, Löhne
Kalziumchlorid (CaCl2) Sigma, Taufkirchen
LipofectamineTM Transfection Reagent Gibco Invitorgen Corporation, 

Carlsbad, USA
Magnesiumchlorid (MgCl2) Merck, Darmstadt
Magnesiumsulfat (MgSO4) Merck, Darmstadt
Manganchlorid (MnCl2) Merck, Darmstadt
May-Grünwald-Lösung Roth, Karlsruhe
-Mercaptoethanol Sigma, Taufkirchen
Monocyte Isolation Kit II Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Natrium--Glycerophosphat Sigma, Taufkirchen
Natriumdeoxycholat (DOC) Sigma, Taufkirchen
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck, Darmstadt
Natriumchlorid Merck, Darmstadt
NaOH 2N Roth, Karlsruhe
NP40 USB, Cleveland, USA
Oligonucleotide MWG Biotech, Ebersberg
p27 Antigen Elisa ZeptoMetrix, Buffalo, USA
Paraformaldehyd SERVA, Heidelberg
Plasmid Mini Kit Qiagen, Hilden
Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden
PlusTM Reagent Gibco Invitorgen Corporation, 

Carlsbad, USA
Protaminsulfat Sigma, Taufkirchen
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Protease inhibitor cocktail, Complete Mini, EDTA 
free

Roche, Mannheim

Pyronin Y Sigma, Taufkirchen
QIAamp UltraSens Virus Kit Qiagen, Hilden
QIAEX II Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
QIAGEN OneStep RT-PCR Kit Qiagen, Hilden
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden
QIAshredder Qiagen, Hilden
RetroNectin® Takara Bio Europe S.A., 

Gennevilliers, F
Rubidiumchlorid (RbCl2) Merck, Darmstadt
Saccharose Merck, Darmstadt
Saponin Sigma, Taufkirchen
SeeBlue Plus2 Pre Stained Standard Invitrogen, Carlsbad, USA
S.O.C.-Medium Invitrogen, Carlsbad, USA
Temed Roth, Karlsruhe
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Merck, Darmstadt
Triton-X-100 Sigma, Taufkirchen
Trypanblau Sigma, Taufkirchen
Tween20 Roth, Karlsruhe

Ein Großteil der Puffer wurde von der zentralen Medienküche des PEI angesetzt.

2.3 Antibiotika

Antibiotikum Stammlösung Endkonzentration Bezugsquelle
Ampicillin 50 mg/ml 50 µg/ml SERVA, Heidelberg
Genticin (G418) 40 mg/ml 800 µg/ml MP Biomedicals, Irvine, USA
Kanamycin 10 mg/ml 50 µg/ml Roche, Mannheim
Penicillin 2,5 x 105 Einheiten/ml 100 Einheiten/ml SERVA, Heidelberg
Streptomycin 12,5 mg/ml 50 µg/ml SERVA, Heidelberg

2.2 Enzyme

Enzym Puffer optimal Aktivitäts 
Temperatur

Bezugsquelle

Ligase
T4 DNA Ligase T4 Ligase Puffer 20 – 25°C New England Biolabs
Phosphatase
Alkaline Phosphatase, 
Calf Intestinal (CIP)

NEB 3 37°C New England Biolabs

Polymerasen
Klenow Fragment EcoPol Puffer 25°C New England Biolabs
PfuUltraTM Pfu Puffer 72°C Stratagene
Ampli Taq DNA 
Polymerase

Taq Puffer 72°C Roche, Mannheim
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DNase
RQ1 DNase DNase Puffer 37°C Promega, Madison, 

USA
Restriktions-
endonukleasen
AfeI NEB4 37°C New England Biolabs
BclI NEB 3 50°C New England Biolabs
BsaBI NEB2 60°C New England Biolabs
BsmI NEB 2 65°C New England Biolabs
BsmBI NEB 3 55°C New England Biolabs
BsrGI NEB2 +BSA 37°C New England Biolabs
BstZ17I NEB 3 37°C New England Biolabs
DraI NEB 4 37°C New England Biolabs
Eco47III Buffer O 37°C Fermentas
EcoRI EcoRI Puffer 37°C New England Biolabs
HindIII NEB2 37°C New England Biolabs
KasI NEB 2 + BSA 37°C New England Biolabs
MscI NEB4 37°C New England Biolabs
NotI NEB 3 + BSA 37°C New England Biolabs
PmlI NEB 1 + BSA 37°C New England Biolabs
SacII NEB4 37°C New England Biolabs
SbfI NEB4 37°C New England Biolabs
SnaBI NEB 4 + BSA 37°C New England Biolabs
SpeI NEB 2 + BSA 37°C New England Biolabs
XhoI NEB 2 + BSA 37°C New England Biolabs

2.4 Plasmide

Expressionsplasmide

Name Eigenschaften/Aufbau Bezugsquelle/ 
Literatur

pEGFP-N1 Expressionsplasmid für eukaryotische Zellen. 

Es enthält einen Cytomegalovirus Promoter 

und ein SV40-Polyadenylierungssignal. 

Dazwischen befindet sich ein für egfp 

kodierendes Gen. Desweiteren enthält das 

Plasmid ein Kanamycin bzw. Neomycin 

Resistenzgen.

Biosciences, 

Clontech, San Jose, 

USA

pcVpx Expressionsplasmid für das Vpx-Protein von 

SIVsmmPBj1.9. Basiert auf pEGFP-N1

diese Arbeit

pHAvpx Expressionsplasmid für das Vpx-Protein von 

SIVsmmPBj1.9. Vpx träg N-terminal eine HA-tag. 

Basiert auf pEGFP-N1

diese Arbeit
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pVpxCterHA Expressionsplasmid für das Vpx-Protein von 

SIVsmmPBj1.9. Vpx träg C-terminal eine HA-tag. 

Basiert auf pEGFP-N1

diese Arbeit

pvprPrXHA Exressionsplasmid für ein Fusionsprotein aus 

dem N-terminalen Bereich (AS 1-73 von 96) 

von HIV-1 Vpr und Vpx von SIVsmmPBj1.9 mit 

einer dazwischen liegenden HIV-Protease 

Schnittstelle und einem C-terminalen HA-tag 

am Vpx. Basiert auf pEGFP-N1. 

diese Arbeit

Klonierungsvektoren und Subklone

Name Eigenschaften/Aufbau Bezugsquelle/ 
Literatur

pcDNA3.1(+) Das Plasmid enthält einen Cytomegalovirus 

Promotor und ein BGH Polyadenylierungssignal. 

Dazwischen liegt eine MCS. Desweiteren enthält 

das Plasmid ein Ampicilin bzw. Neomycin 

Resistenzgen.

Invitrogen, Carlsbad, 

USA

pZeoSV2(+) Das Plasmid enthält einen SV40 Promotor und 

ein BGH Polyadenylierungssignal. Dazwischen 

liegt eine MCS. Desweiteren enthält das Plasmid 

ein Zeocin Resistenzgen.

Invitrogen, Carlsbad, 

USA

pZeovif Das Plasmid basiert auf pZeoSV2(+) und kodiert 

für Sequenzen aus pPBj1.9 mit einer Mutation im 

vif Start ATG.

Wolfrum, N. (2001)

pZeovpx Das Plasmid basiert auf pZeoSV2(+) und kodiert 

für Sequenzen aus pPBj1.9 mit einer Mutation im 

vpx Start ATG.

Wolfrum, N. (2001)

pZeovpr Das Plasmid basiert auf pZeoSV2(+) und kodiert 

für Sequenzen aus pPBj1.9 mit einer Mutation im 

vpr Start ATG.

Wolfrum, N. (2001)
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Env-deletierte Proviren

Name Eigenschaften/Aufbau Bezugsquelle/ 
Literatur

pPBjenv Volllängen Genom des SIVsmmPBj1.9 mit 

einer 1 kb großen Deletion im env-

Leserahmen. 

Mühlebach und 

Wolfrum et al., 2005

pPBjE.EGFP7 Volllängen Genom des SIVsmmPBj1.9 mit 

einer 1 kb großen Deletion im env-Leserahmen 

und einem an dieser Stelle inseriertem egfp-

Gen unter Kontrolle eines CMV Promotors.

Mühlebach und 

Wolfrum et al., 2005

pNL4-3env Vollängen Genom des HIV-1 NL4-3 mit einer 

1,2 kb großen Deletion im env-Leserahmen.

Mühlebach und 

Wolfrum et al., 2005

pNL4-3.luc.R-E- Genom des HIV-1 NL4-3 mit 

Leserahmenverschiebung im vpr- und env-

Gen. Luciferase-Reportergen im nef-

Leserahmen.

Flory (PEI)/ Connor 

et al., 1995

pNL4-3E.EGFP4 Vollängen Genom des HIV-1 NL4-3 mit einer 

1,2 kb großen Deletion im env-Leserahmen 

und einem an dieser Stelle inseriertem egfp-

Gen unter Kontrolle eines CMV Promotors.

Mühlebach und 

Wolfrum et al., 2005

pNLp6 Basiert auf pNL4-3E.EGFP4. Die gesamte p6 

Region (bp 2134 - 2293) ist gegen den 

entsprechenden Bereich von pPBj1.9 

ausgetauscht.

diese Arbeit

pNLp6LC Basiert auf pNL4-3E.EGFP4. Nur der N-

terminale Bereich der p6 Domäne ist gegen die 

entsprechende Region von pPBj1.9 

ausgetauscht.

diese Arbeit

pPBjE.ATGnef Volllängen Genom des SIVsmmPBj1.9 mit 

einer 1 kb großen Deletion im env-Leserahmen 

und einer Mutation des nef Start ATG

Mühlebach und 

Wolfrum et al., 2005

pPBjvif -/x -/r - Volllängen Genom des SIVsmmPBj1.9 mit 

einer 1 kb großen Deletion im env-Leserahmen 

und Mutationen in den Start ATGs von vif, vpx, 

vpr

diese Arbeit
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pPBj 4x ko Volllängen Genom des SIVsmmPBj1.9 mit 

einer 1 kb großen Deletion im env-Leserahmen 

und Mutationen der Start ATGs von vif, vpx, 

vpr, nef

diese Arbeit

pPBj 4x ko EGFP Volllängen Genom des SIVsmmPBj1.9 mit 

einer 1 kb großen Deletion im env-Leserahmen 

und einem an dieser Stelle inseriertem egfp-

Gen unter Kontrolle eines CMV Promotors. Die 

Start ATGs von vif, vpx, vpr, nef sind mutiert. 

Kaiser, 2004

Transfervektoren und deren Vorläufer

Name Eigenschaften/Aufbau Bezugsquelle/ 
Literatur

pMG-SldelS-Gal Auf MLV basierender Transfervektor der für -

Galaktosidase kodiert.

Steidl et al., 2002

pPBjATG Basiert auf pPBjenv. Das Start ATG von gag 

ist mutiert.

diese Arbeit

pPBjATG. EGFP Basiert auf pPBjATG. Enthält im env-

deletierten Bereich ein egfp-Gen unter 

Kontrolle eines CMV Promotors.

diese Arbeit

pPBjgapoEGFP Basiert auf pPBjATG. EGFP. Ein 2,8 kb 

großer Bereich aus dem gag/pol-Leserahmen 

ist deletiert.

diese Arbeit

pPBjgapoac 

EGFP

Basiert auf pPBjgapoEGFP. Das 3’ Ende von 

pol so wie vif, vpx, vpr, tat Exon 1 und rev Exon 

1 sind deletiert.

diese Arbeit

pPBjgapoacSA Basiert auf pPBjgapoac EGFP. Zwischen 

RRE und dem CMV Promotor des egfp-Gens 

ist ein Spleißakzeptor inseriert.

diese Arbeit

pPBj trans Basiert auf pPBjgapoacSA. Deletion der 

Basen -1 bis 276 des nef Gens

diese Arbeit



2. Materialien und Methoden

22

Verpackungskonstrukte und deren Vorläufer

Name Eigenschaften/Aufbau Bezugsquelle/ 
Literatur

pHit60 Expressionsplasmid für MLV gag/pol. Es 

enthält einen CMV Promotor und ein 

Polyadenylierungssignal, sowie einen SV40 

Ori. 

Kingsman (Oxford)/ 

Soneoka et al., 1995

pPBj-pack1 Basiert auf pPBjenv. Anstelle der LTRs ein 

CMV Promotor am 5’ Ende und am 3’ Ende 

eine poly A Sequenz des bovinen 

Wachstumshormons, 591-744

Mühlebach, 2004

pPBj pack6trac Basiert auf pPBj-pack1. Die Gene vif, vpx, vpr

sind deletiert.

diese Arbeit

pPBj pago Basiert auf pPBj-pack6 trac. Neben vif, vpx, vpr

ist auch nef deletiert.

diese Arbeit

pCMV 4x ko Basiert auf pPBj 4xko. Anstelle der 5’ LTR ein 

Promotor des CMV Promotor

diese Arbeit

pCMV pago Wie pPBj pago. Keine Deletion im 5’ Bereich. diese Arbeit

pPBj pack Basiert auf pCMV pago, 854-912 diese Arbeit

pPsi 1 Basiert auf pPBj pack, 854-912, 661-841 diese Arbeit

pPsi 2 Basiert auf pPBj pack, 854-912, 701-841 diese Arbeit

pPsi 3 Basiert auf pPBj pack, 854-912, 742-841 diese Arbeit

pPsi 4 Basiert auf pPBj pack, 854-912, 780-841 diese Arbeit

pPsi 5 Basiert auf pPBj pack, 854-912, 820-841 diese Arbeit

pPsi 6 Basiert auf pPBj pack, 854-912, 701-765 diese Arbeit

pPsi7 Basiert auf pPBj pack, 854-912, 655-689 diese Arbeit

pPsi8 Basiert auf pPBj pack, 854-912, 655-721 diese Arbeit

pPsi9 Basiert auf pPBj pack, 854-912, 655-751 diese Arbeit

pPsi10 Basiert auf pPBj pack, 854-912, 655-780 diese Arbeit

pPsi11 Basiert auf pPBj pack, 854-912, 655-810 diese Arbeit
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Hüllprotein-Exrpessionsplasmide

Name Eigenschaften/Aufbau Bezugsquelle/ 
Literatur

pMD.G Expressionsplasmid für das Glycoprotein des 

Vesikulären Stomatitis Virus (VSV). Es enthält 

einen CMV Promotor, Sequenzen des humanen 

Betaglobin (Exon 2 und 3) und ein 

Polyadenylierungssignal. 

Blömer (Kiel)/ Ory et 

al., 1996

2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Verwendete Puffer

TAE pH 8,0

Tris-Acetat 40 mM

EDTA 1 mM

6x Agarosegel Probenpuffer

Glycerin 33 % (v/v)

Bromphenolblau 0,25 % (w/v)

2.5.2 Isolierung von DNA aus eukaryotischen Zellen

Zur Isolierung von DNA aus eukaryotischen Zellen wurde das DNeasy® Tissue Kit (Qiagen, 

Hilden) verwendet. Dabei wurde nach Anweisungen des Herstellers verfahren. Im Folgenden 

werden die einzelnen Schritte kurz beschrieben. Die DNA wurde aus 1-2 x 106 Zellen isoliert. 

Diese Zellen wurden in einem ersten Schritt durch Proteinase K lysiert. Das Lysat wurde auf 

eine Silica-Gel-Säule aufgetragen. Während einer Zentrifugation wurde die DNA selektiv an 

das Silica-Gel gebunden, während andere Zellbestandteile durchliefen. Durch zwei 

Waschschritte wurden verbleibende Kontaminationen beseitigt und die gebrauchsfertige 

DNA wurde in H2O oder in dem mitgelieferten Puffer eluiert.
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2.5.3 Isolierung von RNA aus viralen Partikeln bzw. Vektorpartikeln

Zur Isolierung von RNA aus Vektorpartikeln wurde das QIAamp® UltraSensTM Virus Kit 

(Qiagen, Hilden) verwendet. Dabei wurde nach Anweisungen des Herstellers verfahren. Im 

Folgenden werden die einzelnen Schritte kurz beschrieben. Es wurde 1 ml Vektorhaltiger 

Zellkulturüberstand als Ausgangsmaterial eingesetzt. Diesem wurden Puffer AC und eine 

Träger-RNA zugefügt und nach einer kurzen Inkubation bei niedriger g-Zahl zentrifugiert, um 

die entstandenen Nukleinsäurekomplexe zu pelletieren. Der Überstand wurde verworfen und 

das Pellet in Puffer AR und Proteinase K aufgenommen und bei 40°C inkubiert. 

Anschließend wurde das Lysat auf eine Silica-Gel-Säule aufgetragen. Während einer 

Zentrifugation wurde die DNA selektiv an das Silica-Gel gebunden, während andere 

Zellbestandteile durchliefen. Durch zwei Waschschritte wurden verbleibende 

Kontaminationen beseitigt und die gebrauchsfertige DNA wurde in einem Puffer mit 

niedrigem Salzgehalt eluiert.

2.5.4 Restriktion von Plasmid DNA

Für einen analytischen Verdau wurde max. 1 µg DNA pro Ansatz in einem Gesamtvolumen 

von 20 µl eingesetzt. Für einen präparativen Verdau wurden max. 5 µg in einem 

Gesamtvolumen von 50 µl bzw. 100 µl eingesetzt. Es wurden Restriktionsendonucleasen der 

Firmen New England Biolabs (NEB, Schwalbach) oder Fermentas (Ontario, Kanada) nach 

Angaben des Herstellers verwendet. Die Restriktion wurde anschließend durch Auftrennung 

über ein Agarosegel verifiziert. 

2.5.5 Auftrennung und Isolierung von DNA-Fragmenten

Es wurden Gele mit einem Agarosanteil zwischen 0,7% und 1,3% benutzt, je nach Größe der 

zu trennenden Fragmente; dabei galt > 8 kb: 0,7%, 0,8 – 8 kb: 1%, < 0,8%: 1,3%. Die 

entsprechende Menge Agarose wird in TAE-Puffer durch kurzes Aufkochen gelöst und 

50 µg/ml Ethidiumbromid zugesetzt.

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten, wurde die enzymatisch verdaute DNA bzw. der 

PCR-Ansatz mit Probenpuffer versetzt, auf das Agarosegel aufgetragen und durch Anlegen 

von 10 – 150 V Gleichstrom über einen Zeitraum von 1-12 h getrennt. Als Referenz wurden 

der 1 kb- bzw. 100 bp-DNA-Marker von NEB aufgetragen. 
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Zur Analyse wurde das Gel unter einer UV-Lampe betrachtet und fotographisch dokumentiert 

bzw. zur weiteren Bearbeitung das entsprechende DNA-Fragment mit einem Skalpell aus 

dem Gel ausgeschnitten. Dieses wurde mittels dem QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen, 

Hilden) oder mit Jet Sorb (Genomed, Löhne) nach Angaben des Herstellers aus dem Gel 

isoliert. 

2.5.6 Dephosphorylierung von DNA mit Calf Intestinal Phosphatase (CIP)

Zur Dephosphorylierung von DNA wurde bei dieser Arbeit die Calf Intestinal Phosphatase 

von New England Biolabs (NEB, Schwalbach) verwendet. Diese hydrolysiert 5’-endständige 

Phosphatgruppen und kann so verhindern, dass es zur Religation des linearisierten 

Klonierungsvektors kommt.

Die gewünschte Menge DNA wurde mit H2O auf 89 µl aufgefüllt und der Lösung 10 µl NEB-

Puffer 3 und 1 µl CIP zugesetzt. Dieser Ansatz wurde 1 h bei 37°C inkubiert und 

anschließende über das PCR-Purification Kit (Qiagen, Hilden) gereinigt.

2.5.7 Erzeugung von „glatten Enden“ durch das Klenow Fragment

Das Klenow Fragment der DNA Polymerase I besitzt die Fähigkeit DNA-Überhänge in 5’ 

nach 3’ Richtung aufzufüllen und dadurch glatte Enden zu erzeugen. 

Dazu wurden der gewünschten Menge DNA 10 µl EcoPol-Puffer, 4mM dNTPs, 5 Units 

Klenow zugesetzt und auf 100 µl mit H2O aufgefüllt und für 15 min bei 25°C inkubiert. 

Danach erfolgte eine Reinigung über das PCR-Purification Kit (Qiagen, Hilden).

2.5.8 DNA-Reinigung 

Um DNA aus enzymatischen Reaktionsansätzen bzw. PCR-Produkte zu Reinigen wurde das 

PCR-Puification Kit (Qiagen, Hilden) benutzt und nach Angaben des Herstellers verwendet. 

Die Reinigung erfolgt durch die Bindung der DNA an ein Trägermaterial, welches in Form 

einer Säule vorliegt. Andere Substanzen wie Enzyme oder im Puffer enthaltene Bestandteile 

können nicht von der Säule gebunden werden und. Nach zwei Waschschritten wird die DNA 



2. Materialien und Methoden

26

durch Zugabe von H2O von der Säule gelöst und liegt dann ohne weitere Verunreinigungen 

vor.

2.5.9 Konzentrationsbestimmung der von Nukleinsäuren

Die photometrische Bestimmung der Nukleinsäure-Konzentration beruht auf der Absorption 

von Licht der Wellenlänge 260 nm durch die aromatischen Ringe der Basen von 

Nukleinsäuren. Die Extinktion wurde in einer Quarzküvette im Photometer bestimmt und die 

Konzentration nach folgender Formel Berechnet:

c[µg/ml] = E260 x V x F

E = Extinktion

c = Konzentration

V = Verdünnungsfaktor

F = Multiplikationsfaktor (50 für dsDNA, 33 für ssRNA)

Über das Verhältnis E260/E280 kann eine Aussage über die Reinheit der DNA-Lösung 

gemacht werden, da das Absorptionsmaximum der aromatischen Aminosäurereste von 

Proteinen bei 280 nm liegt. Für eine reine DNA-Lösung ist der Quotient E260/E280 1,8.

2.5.10 Ligation

Zum Ligieren von zwei DNA-Fragmenten wurden immer mehrere Ansätze vorbereitet, bei 

denen unterschiedliche Verhältnisse von Vektorrückgrat und „Insert“ eingesetzt wurden, 

wobei grundsätzlich die Menge an „Insert“ überwog. Die Menge an eingesetzter DNA betrug 

zwischen 200 und 500 ng in einem Gesamtvolumen von 20 µl. Als Negativkontrollen dienten

ein Ansatz in dem nur das Vektorrückgrat ohne „Insert“ eingesetzt wurde und ein Ansatz mit 

Vektorrückgrat und „Insert“ aber ohne Ligase. Es wurden pro Ansatz 400 Units T4 DNA-

Ligase von NEB (Schwalbach) verwendet und über Nacht bei 14°C bzw. 16°C inkubiert. Die 

Hälfte des Ligationsansatzes wurde für eine Transformation von Bakterien eingesetzt.
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2.5.11 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Zur Amplifikation und anschließenden Klonierung von bestimmten DNA-Fragmenten, wurde 

mit der PfuUltraTM DNA Polymerase von Stratagene gearbeitet. Diese Polymerase ist eine 

genetisch veränderte Variante der Pfu Polymerase aus Pyrococcus furiosus, die dadurch 

eine extrem geringe Fehlerrate hat. Bei der Amplifizikation eines 500 bp großen Fragments 

treten bei nur 0,5% der Produkte Fehler auf. Des Weiteren ist diese Polymerase auch dazu 

in der Lage, lange DNA-Fragmente zuverlässig zu amplifizieren. Die für die PCR benötigten 

Desoxyribonukleotide wurden von der Firma Sigma bezogen. Von diesen wurde eine 

Stammlösung angesetzt die je 5 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP enthielt. Die Reaktion 

wurde in dünnwandigen PCR-Gefäßen in einem Thermocycler (PTC-200, MJ Research) 

durchgeführt. 

Die PCR-Bedingungen wurden wie folgt gewählt: 

Standartansatz:

10-50 ng Plasmid-DNA

10 mM Desoxynucleotide

10 pmol Plus-Primer

10 pmol Minus-Primer

10 µl PCR-Puffer

0,5 µl PfuUltraTM (1,25 Units)

ad 50 µl H2O 

Bei dem gewählten Protokoll ist zu beachten, dass die Temperatur der Primer-Anlagerung 

von den gewählten Primern abhängt und die Elongationszeit von der Größe des zu 

amplifizierenden Fragments abhängig ist.

Wurde die PCR nicht zur Amplifikation bestimmter Fragmente aus Plasmid-DNA verwendet, 

sondern zum Nachweis bestimmter Plasmid-Sequenzen in zellulärer DNA, so wurden nicht 

Denaturierung 95°C 2 min

Denaturierung 95°C 30 sec

Primer-Anlagerung 50-60°C 30 sec

Elongation 72°C 30-90 sec

Elongation 72°C 10 min

-2°C unendlich

20-30 Zyklen
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die Polymerase PfuUltraTM verwendet, sondern die Taq DNA Polymerase. Die PCR-

Bedingungen wurden zunächst durch eine Gradienten-PCR optimiert. Dabei werden 12 

identische Proben in einem Gerät zeitgleich 12 unterschiedlichen Anlagerungstemperaturen 

ausgesetzt. Die Reaktion wurde in dünnwandigen PCR-Gefäßen in einem Thermocycler 

(PTC-200, MJ Research) durchgeführt. 

Die PCR-Bedingungen für die Gradienten PCR wurden wie folgt gewählt: 

Abb. 2.1 Schematische Darstellung des PCR-Blocks. Angegeben sind die Temperaturen je Spalte.

Die Ansätze waren wie folgt:

10-50 ng Plasmid-DNA bzw. 500 ng genomische DNA

10 mM Desoxynucleotide

10 pmol Plus-Primer

10 pmol Minus-Primer

10 µl PCR-Puffer

0,5 µl Taq (1,0 Units)

ad 50 µl H2O

Denaturierung 95°C 2 min

Denaturierung 95°C 45 sec

Primer-Anlagerung 40-60°C 45 sec

Elongation 72°C 3 min

Elongation 72°C 10 min

-2°C unendlich

30 Zyklen
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F1
F2

+ -

+ -

+ -

F2bF2a

Schritt 1

Schritt 2

2.5.12 Fusions-PCR

Die Fusions-PCR stellt eine spezielle Variante der PCR das, bei der zwei DNA-Fragmente 

aneinander fusioniert werden können. Eine schematische Darstellung dieser Strategie ist in 

Abb. 2.2 gezeigt.

Sie besteht im Wesentlichen aus zwei Amplifikationsschritten, wobei im ersten Schritt die zu 

fusionierenden Fragmente hergestellt werden. Hierfür werden die Primer so gewählt, dass 

zur Generierung von Fragment F2a das 3’-Ende des Minus-Primers komplementär zum 5’-

Bereich von Fragment F2 ist und zur Amplifikation von Fragment F2b muss das 5’-Ende des

Abb. 2.2 Schematische Darstellung einer Fusions-PCR. Amplifikation der Fragmente F1 und F2 mit 

anschließender Fusion der entstandenen Fragmente F2a und F2b. Vorwärts-Primer Rückwärts-

Primer

Plus-Primers komplementär zum 3’-Bereich von F1 sein. Nach dieser ersten PCR liegen 

zwei Fragmente vor, die jeweils einen Überhang haben der zu einem Teil des anderen 

Fragments komplementär ist. In einem zweiten Schritt werden diese Fragmente (F2a und 

F2b) durch die Verwendung der beiden äußeren Primer fusioniert. Dies ist möglich, da sich 

die komplementären Bereiche der beiden Fragmente aneinander lagern.

2.5.13 Reverse Transkriptions-PCR

Dies ist ein Verfahren zum Umschreiben und anschließenden Amplifizieren von RNA. Es 

wurde mit dem OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden) gearbeitet. Bei diesem Kit laufen 

Reverse Transkription und PCR in einem Schritt ab, da der enthaltene Enzym-Mix sowohl 

+ -
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die Reverse Transkriptase als auch eine Taq-Polymerase enthält. Das PCR-Programm 

wurde so gewählt, dass zunächst die Reverse Transkription abläuft und erst anschließend 

die Taq-Polymerase durch eine Temperaturerhöhung aktiviert wurde, um dann die 

Amplifikation der nun vorhandenen DNA zu gewährleisten. Die Reaktion wurde in 

dünnwandigen PCR-Gefäßen in einem Thermocycler (PTC-200, MJ Research) durchgeführt. 

Im Folgenden sind ein Standartansatz und das verwendete PCR-Programm angegeben.

2-4 µl RNA

10 mM Desoxynucleotide

3,3 mM Plus-Primer

3,3 mM Minus-Primer

10 µl PCR-Puffer

10 µl Q-Solution

0,5 µl Enzym-Mix (1,0 Units)

ad 50 µl H2O

Reverse Transkription 50°C 30 min

Denaturierung 95°C

Denaturierung 95°C

Primer-Anlagerung 55°C

Elongation 72°C

Elongation 72°C

-2°C unendlich

In dieser Arbeit verwendete Primer

Klonierung von pPBjvif -/x -/r -

Bcl(+)          5’-GAAAGATTAGTCAATATGATCACCACAGAAC-3’

vif/vpx(+)     5’-CTTGCTTTTCAGAGGGAGAAGTACGAAGGG-3’

vif/vpx(-)      5’-CCCTTCGTACTTCTCCCTCTGAAAAGCAAG-3’

vpx/vpr(+)    5’-CAGTCAGCTACACTAAATACAGATACTTGTGC-3’

vpx/vpr(-)     5’-GCACAAGTATCTGTATTTAGTGTAGCTGACTG-3’

Bst(-)           5’-CTTATTAGTTCCCGTATACCATAGAATACTG-3’

30 Zyklen
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Klonierung der Vpx-Expressionskonstrukte

pVpx

vpxEco(+)         5‘-CCGGAATTCGAGCCATGTCAGATC-3‘

vpxXhoII(-) 5‘-CCGCTCGAGTCATTATGTCC-3‘

pHAvpx

EcoHA(+) 5‘-CCCATGAATTCATGTATCCATATGATGTTCCAGATT 

ATGCTTCAGATC CCAGGGAGAG-3‘

XhoHA(-) 5‘-CCGATCTCGAGTGGGGCTTCATCTTATGGAGGTC-3‘

pvpxCterHA

CEcoHA(+) 5’-CCCATGAATTCGCCATGTCAGATCCCAGGGAGAG-3’

CXhoHA(-) 5’-GGTCTCGAGTTAAGCATAATCTGGAACATCATATGGATATGCTAGTC 

CTGGAGGGGGAG-3’

pVprPrXHA

EcoVpr(+) 5’-GCTCGTAAGCGGCCGCATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGG-3’

VprLC(-) 5’-GTTCTGCACTATAGGGTAATTTTGGCTGACGAAATGGATAAACAGCA 

GTTGTTGCAGAATTCTTA-3’

VpxLC(+) 5’-GTCAGCCAAAATTACCCTATAGTGCAGAACTCAGATCCCAGGGAGA 

GAATCCCACCTGG-3’

XhoVpx(-) 5’-GATCTCGAGTTAAGCATAATCTGGAACATCATATGGATATGCTAGTC 

CTGGAGGGGGAGGAGG-3’

Klonierung der p6-Austauschkonstrukte

pNLp6

SpeB(+) 5’-CAAGGGGAAGTGACATAGCA-3’

p6D(-) 5’-CCATGGGGAAATTGCCTGGCCTTCCCTTGTG-3’

p6D(+) 5’-CACAAGGGAAGGCCAGGCAATTTCCCCATGG-3’

p6revB(-) 5’-CCCTATCTTTATTGGTCTTCTCC-3’

p6revB(+) 5’-GGAGAAGACCAATAAAGATAGGG-3’

Sbf(-) 5’-GTTTTAACCCTGCAGGATGTGG-3’

pNLp6LC

Spe(+) 5’-GGAACTACTAGTACCCTTCAGGAAC-3’

HIVp6(-) 5’-GTAATTCTTCAGAAACCTGAAGCTCTCTTCTGG-3’

p6LC(+) 5’-GAGCTTCAGGTTTCTGAAGAATTACATGAAGATGG-3’



2. Materialien und Methoden

32

p6LC(-) 5’-GTTGTCTCTTCCCCGAGGTGCAGCAAATCCTCCGTTAC-3’

HIVp6(+) 5’-TTTGCTGCACCTCGGGGAAGAGACAACAACTC-3’

Sbf(-) 5’-GTTTTAACCCTGCAGGATGTGG-3’

Klonierung der Transfervektoren

Klonierung von pPBjATG

Kas(+)       5’-CCTAGCAGGTTGGCGCCCGAACAGG-3’

Mut1(+)     5’-GAGTAGGAGAGTGGGAGACGGGCGCGAGAAACTCCGTC-3’       

Mut1(-)      5’-GACGGAGTTTCTCGCGCCCGTCTCCCACTCTCCTACTC-3’

Dra(-)        5’-CCTTTGCCACTAGGTGGCGCTGTTGG-3’

Klonierung von pPBjgapoacSA

SA(+)      5‘-CCAAATGACCTGCGCTTGGTAACTATATCTATGATAGACATGGAGAC 

ACCCTTGAAGGAG-3‘

SA(-)         5‘-CTCCTTCAAGGGTGACTCCATGTCTATCATAGATAT AGTTACCAAG 

CGCAGCTTGG-3‘

Klonierung von pPBj trans

BsaBI(+) 5’-GCTTATGTTCAGCAGATCCCTATCC-3’

Sbf(-) 5’-CCTGCAGGCTGTAGGTAGGCTATCTGAACTC-3’

Sbf(+) 5’-CCTGCAGGCTGACTTAGTAGGTTGTCC-3’

Not(-) 5’-CACCGCGGTGGCGGCCGCTC-3’

Klonierung von pPBj SIN

SinaII(+) 5’-GCTTATGTTCAGCAGATCCC-3’

SINA(-) 5’-CCTGCTGTCGAGACATGTCTATTGCC-3’

SinLC(+) 5’-CAATAGACATGTCGACAGCAGGGACTTTCC-3’

Not(-) 5’-CACCGCGGTGGCGGCCGCTC-3’

Klonierung der Verpackungskonstrukte

Klonierung von pPBj pack6trac

BsrG-pack(+) 5’-GGACTTGGCAAATGGACTGTACACACCTAGAG-3’

fus-pack(+) 5’-CTCATCAAACACCACCGGTCCAGAAGATGAAGC-3’

fus-pack(-) 5’-GCTTCATCTTCTGGACCGGTGGTGTTTGATGAG-3’

Bst-pack(-) 5’-GTTCAGTCTTATTAGTTCCCGTATACCATAGAATAC-3’
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Klonierung von pPBj pago

vorNot(+) 5’-GGAAGAAGCACAAATTCAGC-3’

neffusII(+) 5’-CTACCTACAGGCTAAGACAGC-3’

neffusII(-) 5’-GCTGTCTTAGCCTGTAGGTAG-3’

nBsmII(-) 5’-CGGTGGCGGCCGCTC-3’

Klonierung von pCMV 4x ko

CMV(+) 5’-CGATAAGCTTCGATGTACGGGCCAG-3’

CMVrevC(-) 5’-GATTTTCCTGCCTCGCCCTATAGTGAGTCG-3’

CMCrevC(+) 5’-CGACTCACTATAGGGCGAGGCAGGAAAATTC-3’

SDGAGII(-)   5’-GGGAGTGCAGCCTTCTGATAGCGCTTG-3’

Klonierung von pPBjpack854-912

CMVSDIb(+)     5’-CGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCG-3’

CMVSDIIa(-)     5’-GCTAGCACTTACCTGCAACCGGAGGCCTCTCCG-3’

SDGAGNhe(+)  5’-GCAGGTAAGTGCTAGCGATGGGCGCGAGAAAC-3’

Klonierung von pPsi1-pPsi11

Hind(+) 5’-CGACGGTATCGATAAGCTTCG-3’

Psi1(-) 5’-GCACTTACCTGCCCGGGTATTAATTTCGATAAGCC-3’

Psi2(-) 5’-GCACTTACCTGCCCGGGTCCCTGTTCGGGC-3’

Psi3(-) 5’-GCACTTACCTGCCCGGGCCTTCACTCAGCCGTAC-3’

Psi4(-) 5’-GCACTTACCTGCCCGGGAGCACTCCGTCGTG-3’

Psi5(-) 5’-GCACTTACCTGCCCGGGCCGCTCCTCACTCC-3’

Psi6(-) 5’-CTCCGTCGTGCCCGGGTCCCTGTTCGGGC-3’

Psi6(+) 5’-GAACAGGGACCCGGGCACGACGGAGTGCTCC-3’

Psi7(+) 5’-TTAATACCCGGGCCGAACAGGGACTTGAAG-3’

Psi8(+) 5’-TTAATACCCGGGCTGAGTACGGCTGAGTGAAG-3’

Psi9(+) 5’-TTAATACCCGGGCGGCAGGAACAAACCACG-3’

Psi10(+) 5’-TTAATACCCGGGCTATAAAGGCGCGGGCCG-3’

Psi11(+) 5’-TTAATACCCGGGGTGAGGAGCGGGAGTCGG-3’

CMV(-) 5’-CCCGGGTATTAATTTCGATAAGCCAGTAAGC-3’

SD(+) 5’-GCAGGTAAGTGCTAGCGATGGGCG-3’

Eco47(-) 5’-GAGTGCAGCCTTCTGATAGCGCTTG-3’
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Analyse von replikationskompetenten bzw. rekombinierten Vektoren

LTR(+) 5’-CCAGTGTGTGTTCCCATCTCTCC-3’

CMV(+) 5’-CCACTTGGCAGTACATCAAGTG-3’

gag(-) 5’-GTAGATCCACAGCTGGATCCTCTG-3’

gag(+) 5’-GCTGCTGATTGGGATTTACAACACC-3’

EGFP(-) 5’-CACCTCGGCGCGGGTCTTGTAG-3’

2.6 Mikrobiologische Methoden

2.6.1 Verwendete Puffer und Medien

LB-Medium

Bacto-Trypton       10 g/l

Bacto-Hefeextrakt 10 g/l

NaCl 10 g/l

S.O.C.-Medium

Bakto-Trypton 2,0% (w/v)

Hefeextrakt 0,5% (w/v)

NaCl 10 mM

KCl 2,5 mM

MgCl2 10 mM

MgSO4 10 mM

Glukose 20 mM

TFB1-Puffer

Kaliumacetat 30 mM   

RbCl 100 mM

CaCl2/H2O         10 mM

MnCl2/4H20 50 mM

Glycerol 15 mM 

mit Essigsäure auf pH 5,8 eingestellt und sterilfiltriert

 auf 500 ml auffüllen
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TFB2-Puffer

MOPS 10 mM

CaCl2 75 mM

RbCl2 10 mM

Glycerol   15 mM

mit KOH auf pH 6,5 eingestellt und sterilfiltriert

 auf 100 ml auffüllen   

2.6.2 Verwendete Bakterienstämme

Stamm Genotyp Bezugsquelle

E. coli TOP 10 F’ F´lacIq Tn10 (TetR) mcrA, (mrr-hsdRMS-

mcrBC) 80 lacZM15 lacX74 deoR recA1 

araD139 (ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) 

endA1 nupG

Invitrogen

E. coli TOP 10 F- mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 80 

lacZM15 lacX74 deoR recA1 araD139 

(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 

nupG

Invitrogen

E. coli DH10B F- mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 80 

lacZM15 lacX74 recA1 endA1 ara139 

(ara-leu)7697 galU galK - rpsL (StrR) nupG

Invitrogen

E. coli DH5 F´ 80 lacZM15 (lacZYA-argF) U169 deoR 

recA1 endA1 hsdR17 (rk
-, mk

+) phoA supE44

- thi-1 gyrA96 relA1

Invitrogen

E. coli GM2163 dam13::Tn9(CamR) dcm-6 hsdR2 leuB6 hisG4 

thi-1 ara-14 lacY1 glnV44 galK2 galT22 xylA5 

mtl-1 rpsL136(StrR) tsx78 mcrA mcrB1 fhuA31 

rfbD1 R(zgb210::Tn10) TetS endA1

New England Biolabs

E. coli Stable2 F- mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) recA1 endA1 

lon gyrA96 thi-1 supE44 relA1- (lac-proAB)

Invitrogen
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2.6.3 Herstellung kompetenter Bakterien durch chemische Modifikation

Es wurden 5 ml LB-Medium mit dem gewünschten Bakterienstamm angeimpft und über 

Nacht bei 37°C im Schüttler inkubiert. Am nächsten Tag wurden 100 ml LB-Medium mit 

2,5 ml der „über Nacht Kultur“ angeimpft. Die Bakterien wurden so lange unter schütteln bei 

37°C inkubiert, bis eine Dichte von OD550 von 0,5 bis 0,55 erreicht war. Die 

Bakteriensuspension wurde 5 min auf Eis gestellt und anschließend auf je 50 ml aufgeteilt. 

Diese wurden zentrifugiert (6000 upm, 4°C, 10 min) und das Pellet in je 20 ml TFB1-Puffer 

resuspendiert und 5 min auf Eis inkubiert. Die Bakteriensuspensionen wurden erneut 

zentrifugiert (6000 upm, 4°C, 10 min) und das Pellet in je 2 ml TFB2-Puffer resuspendiert 

und für 15 min auf Eis inkubiert. Die nun chemisch kompetenten Bakterien wurden in 100 µl 

Aliquots bei -80°C gelagert.   

2.6.4 Transformation kompetenter Bakterien

Um Plasmid DNA in Bakterien einzubringen, wurden 100 µl kompetente Bakterien auf Eis 

aufgetaut und anschließend in ein Polypropylen-Röhrchen überführt. Zu den Bakterien wurde 

die betreffende Plasmid DNA pipettiert und durch Rühren gemischt. Es folgte eine Inkubation 

von 1 h auf Eis. Danach wurde die Bakteriensuspension für 45 sek. bei 42°C inkubiert 

(Hitzeschock). Nach Zugabe von 500 µl S.O.C.-Medium wurden die Bakterien je nach 

transformiertem Plasmid für 1 h bei 37°C oder für 3 h bei 25°C geschüttelt und anschließend 

auf Agarplatten ausgestrichen und bei der entsprechenden Temperatur inkubiert. War die 

Transformation erfolgreich, konnten nach 24 h bzw. 48 h Kolonien von der Agarplatte 

„gepickt“ werden.

2.6.5 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Um Plasmid-DNA aus Bakterien zu isolieren, wurden 5 ml bzw. 200 ml LB-Medium, welches 

das entsprechende Selektionsantibiotikum enthielt, mit Bakterien angeimpft. Dies erfolgte 

entweder durch das „picken“ einer Kolonie von einer Agarplatte oder durch das überimpfen 

einer Bakterienkultur oder ausgehend von einem Bakterien-Glyzerin-Stock. Die 

Bakterienkultur wurde dann für 24 h bei 37°C bzw. für 48 h bei 25°C im Schüttler inkubiert. 

Sollte ein Bakterien-Glyzerin-Stock angelegt werden, wurden aus der dichtgewachsenen 

Bakterienkultur 800 µl entnommen und mit 200 µl Glycerin gemischt und anschließend bei    

-80°C gelagert. Die DNA Isolierung erfolgte Hilfe des Qiagen Plasmid Purification Kits 
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(Qiagen, Hilden). Dabei wurde nach den Angaben des Herstellers zur Mini-DNA-Präparation 

(für eine Bakterienkultur von 5 ml) oder zur Maxi-DNA-Präparation (für eine Bakterienkultur 

von 200 ml) gearbeitet. Nach Beendigung der Aufreinigung wurde die DNA-Konzentration 

photometrisch bestimmt und die DNA bei -20°C gelagert.    

2.7 Zellbiologische Methoden

2.7.1 Verwendete Puffer und Medien

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM)

(Dulbecco et al., 1959; Smith et al., 1963)

RPMI-1640

(Moore et al., 1967)

CellGro® DC Medium (CellGenix, Freiburg)

OptiMEM1 (Gibco Invitorgen Corporation, Carlsbad, USA)

Einfriermedium

DMSO          10% (v/v)

FKS 20% (v/v)

in DMEM bzw. RPMI-1640

Dynal-Puffer

EDTA 2 mM

BSA 0,1% (w/v)

in PBS

HBSS-Puffer (Gibco Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA)

KCl             5,33 mM            

KH2PO4 0,44 mM

NaHCO3 4,17 mM

NaCl 137,93 mM                  

Na2HPO4 0,34 mM
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MACS-Puffer

EDTA 2 mM

BSA                      0,5% (w/v)

in PBS

PBS

NaCl 137,0 mM

KCl 2,7 mM

KH2PO4 1,5 mM

Na2HPO4 8,1 mM

STE-Puffer (pH 8,0)

Tris-Cl 10,0 mM

NaCl                       0,1 mM    

EDTA 1,0 mM

2.7.2 Zelllinien

Name Charakterisierung Literatur/ Bezug
293T humanen embryonalen Nierenzelllinie, 

transformiert mit dem „large T antigen“
DuBridge et al., 1987

Alpha-1 humane diploide Fibroblasten Neumann-Häfelin 
et al., 1983 (Univ. 
Freiburg)

Ghost CXCR4 humane Osteosarkomzelllinie; stabil transformiert 
mit huCD4-Rezeptor und huCXCR4 Korezeptor; 
Tat-abhängige GFP-Expression

Owen et al., 1998

HT1080 humanen Fibrosarkomzelllinie ECACC No 85111505
NIH 3T3 murinen, embryonale Fibrosarkomzelllinie ATCC Nr.: CRL-1658

Jainchill et al., 1969
N2a murine Neuroblastomzelllinie ATCC Nr.: CCL-131 

Olmsted et al., 1970
CV-1 simiane (Afrikanische Grüne Meerkatze, 

Cercopithecus aethiops) Fibroblasten der Niere
ATCC Nr.: CCL-70
Jensen et al., 1964

Frhl-2 simiane (Rhesus Affe, Macaca mulatta) 
Fibroblasten der Lunge

ATCC Nr.: CL-160 
Petricciani et al., 1977

2.7.3 Kultivierung von adhärenten Zelllinien

Alle verwendeten adhärenten Zelllinien wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM) mit 10% komplementinaktiviertem (30 min, 56°C) fötalem Kälberserum (FKS), 2 mM 
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L-Glutamin und den Antibiotika Streptomycin (100 Einheiten/ml) und Penicillin (50 µg/ml) 

kultiviert. Für die GHOST Zelllinie wurden dem Medium zusätzlich Neomycin (100 µg/ml), 

Hygromycin (100 µg/ml), Puromycin (1 µg/ml) und Genticin (G418; 500 µg/ml) zugesetzt. Die 

Zellen wurden in einem Inkubator (Cytoperm, Heraeus) bei 37°C, 5% CO2 und 96% 

Wasserdampf kultiviert.

Zwei mal pro Woche wurden die Zellen in einem Verhältnis von 1:20 ausgedünnt. Dazu 

wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit PBS gewaschen. Anschließend wurde 

so viel 1 mM EDTA (in PBS) zugegeben, dass die Zellen davon bedeckt waren und für 5 min 

bei 37°C inkubiert. Die noch nicht gelösten Zellen wurden durch sanftes schütteln abgelöst. 

Anschließend wurden die Zellen in Medium aufgenommen und 1/20 der Lösung wurde zur 

Weiterkultivierung verwendet wohingegen der Rest verworfen wurde. Die Zellsuspension 

wurde mit frischem Medium auf das Ausgangsvolumen aufgefüllt und weiter kultiviert. Nach 

maximal 25 Passagen wurden die Zellen entsorgt.

2.7.4 Einfrieren und Auftauen von eukaryotischen Zellen

Zur Lagerung von Zellen wurden diese eingefroren. Adhärente Zellen wurden dazu wie 

beschrieben abgelöst; Suspensionszellen konnten direkt benutzt werden. Nach einer 

Zentrifugation (10 min, 250 x g, 4°C) wurden die Zellen in PBS resuspendiert und erneut 

zentrifugiert (10 min, 250 x g, 4°C). Die Zellen wurden auf Eis in Einfriermedium 

resuspendiert (5 x106/1,5ml Einfriermedium) und als 1,5 ml Aliquots in einem Einfriergerät 

(Cryo Container, Nalge Nunc International, USA) 24 h bei -80°C gelagert und anschließend 

in Flüssigstickstoff überführt.

Um tiefgefrorene Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurde die Zellsuspension unmittelbar 

nach dem Auftauen in 30 ml PBS überführt und zentrifugiert (10 min, 250 x g, 4°C). Das 

Zellpellet wurde anschließend in frischem Medium resuspendiert.

2.7.5 Zellzyklus-Arretierung von adhärenten Zellen

2.7.5.1 Arretierung in G1-Phase des Zellzyklus 

Zur Arretierung in der G1-Phase des Zellzyklus, wurden die Zellen (Ghost CXCR4, Alpha-1)  

in einer Dichte ausgesät, dass sie nach 24 h zu ca. 90% dicht gewachsen waren. Dann 
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wurde das Medium durch Aphidicolin-haltiges (10 µg/ml) Medium ersetzt und die Zellen für 

weitere 24 h kultiviert. 

2.7.5.2 Arretierung in der G0-Phase des Zellzyklus

Um die Ghost CXCR4 Zellen in der G0-Phase zu arretieren, wurden die konfluent 

gewachsenen Zellen in DMEM Medium klutiviert, welches 0,3% FKS enthielt. Nach drei 

Tagen Inkubation wurden diesem Medium 200 mM Ethanol zugesetzt und die Zellen für 

weitere 24 h inkubiert.

Zur Arretierung der Alpha-1 Zellen in der G0-Phase lies man diese dicht wachsen und 

kultivierte sie dann in DMEM Medium mit 0,3% FKS für 21 Tage.

2.7.6 Isolierung mononukleärer Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood 
mononuclear cells, PBMC)

Als Ausgang zur Gewinnung von PBMCs diente Spenderblut, das als Gerinnungshämmer 

Citrat enthielt oder buffy coats (DRK-Blutspendedienst, Frankfurt a. M., Germany). Das 

Spenderblut wurde unverdünnt eingesetzt, ein buffy coat wurde 1:2 mit PBS verdünnt. In 

50 ml Röhrchen (BD Falcon, New Jersey, USA) wurden 15 ml 25°C warmes Ficoll 

Histopaque®-1077 vorgelegt und dann mit maximal 25 ml Blut überschichtet und zentrifugiert 

(35 min, 400 x g ohne Bremse, 20°C). Die PBMC sammelten sich dabei entsprechend ihrer 

spezifischen Dichte in der Interphase zwischen Überstand (Plasma/ Thrombozyten) und 

Ficoll-Histopaque®-1077 an. Das Zellsediment bildeten Erythrozyten und Granulozyten, die 

eine höhere Dichte besitzen. Handelte es sich um unverdünntes Blut, wurde die 

Plasmaphase abgenommen, 30 min bei 56°C komplementinaktiviert und steril filtriert. Bei 

einem verdünnten buffy coat, wurde die obere Phase verworfen. Der darunter liegende 

Lymphozyten Ring wurde vorsichtig abgenommen und in 30 ml PBS überführt und 

zentrifugiert (10 min, 300 x g, 20°C). Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 40 ml 

PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert (15 min, 200 x g, 20°C). Zur Lyse der evtl. noch 

vorhandenen Erythorzyten, wurde das Pellet in 5 ml 0,86% NH4Cl aufgenommen und 10 min 

bei 37°C inkubiert. Die Suspension wurde auf 50 ml mit PBS aufgefüllt und zentrifugiert 

(10 min, 200 x g, 20°C). Daraufhin folgte ein weiterer Waschschritt mit PBS. Nach der letzten 

Zentrifugation wurden die Zellen in Medium bzw. dem jeweils zur Weiterverarbeitung 

benötigten Puffer aufgenommen.



2. Materialien und Methoden

41

2.7.7 Isolierung und Kultivierung von humanen Monozyten

2.7.7.1 Isolierung durch magnetische Zell-Separierung mit MACS

Zur Isolierung von Monozyten wurde u.a. mit dem Monocyte Isolation Kit II (Miltenyi Biotec, 

Bergisch Gladbach, Germany) gearbeitet. Alle Arbeiten wurden auf Eis bzw. bei 4°C 

ausgeführt. Zunächst wurde die Anzahl der zuvor isolierten PBMCs bestimmt. 1 x 107 Zellen 

wurden in 30 µl MACS-Puffer resuspendiert. Anschließende wurden je 10µl FcR-Blocking 

Reagent und der Biotin-Antikörper-Cocktail zugegeben, gut gemischt und 10 min bei 4°C 

inkubiert. Danach wurden 30 µl MACS-Puffer und 20 µl Anti-Biotin Micro Beads zugegeben, 

gemischt und 15 min bei 4°C inkubiert. Es folgt die Zugabe von 1-2 ml MACS-Puffer und 

eine Zentrifugation (10 min, 300 x g, 4°C). Das Zellpellet wurde in 500 µl MACS-Puffer 

aufgenommen. Die Zellsuspension wurde durch einen Separationsfilter auf die zuvor mit 3 ml 

MACS-Puffer äquilibrierte MACS-LS Säule gegeben. Es wurde mit 3 x 3 ml MACS-Puffer 

gespült und das Eluat aufgefangen. Die darin enthaltenen Monozyten wurden gezählt und 

Proben für eine FACS Analyse entnommen.

2.7.7.2 Isolierung durch magnetische Zell-Separierung mit Dynabeads®

Zur Isolierung mit dem Dynal® Monocyte Negative Isolation Kit (Dynal Biotech Ltd, 

Bromborough, UK), wurden 1x107 Zellen der zuvor isolierten PBMC in 100 µl Dynal-Puffer 

aufgenommen und in ein 5 ml Polystyrolröhrchen überführt. Nachdem je 20 µl Blocking-

Reagenz und Antiköper-Mix dazugegeben wurden, wurde für 20 min bei 4°C unter leichtem 

Rotieren inkubiert. Anschließend wurde 1 ml Dynal-Puffer zugefügt und zentrifugiert (8 min, 

500 x g, 4°C). Die Zellen wurden in 900 µl Dynal-Puffer resuspendiert und 100 µl der zuvor 

gewaschenen Dynabeads® wurden dazugegeben und für 15 min bei 4°C unter leichtem 

Rotieren inkubiert. Die dabei entstandenen Rosetten wurden durch vorsichtiges Pipettieren 

gelöst. Nach der Zugabe von 1 ml Dynal-Puffer wurde das Röhrchen für 4 min in den Dynal 

MPC®-1 Magneten gesetzt. Während das Röhrchen noch in dem Magneten stand, wurde die 

Flüssigkeit mit den darin enthaltenen Monozyten abgenommen. Die darin enthaltenen Zellen 

wurden gezählt und Proben für eine FACS Analyse entnommen.
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2.7.8 Differenzierung humaner Monozyten zu Makrophagen

Zur Kultivierung wurden 1 x 106 Zellen pro Loch einer 6-Loch-Platte ausgesät bzw. 1 x 105

Zellen pro Loch einer 24-Loch-Platte. Die Zellen wurden in RPMI-1640 mit 10% 

komplementinaktiviertem (30 min, 56°C) autologem Plasma und 0,5% 

komplementinaktiviertem FKS kultiviert. Die Zellen konnten so ohne einen weiteren 

Mediumwechsel bis zu 3 Wochen in einem Inkubator (37°C, 7% CO2, 96% Wasserdampf) 

kultiviert werden. 

2.7.9 Differenzierung von humanen Monozyten zu Dendritischen Zellen

Zur Kultivierung wurden 2 x 106 Zellen in 2 ml CellGro® mit 20 ng/ml IL-4 und 100 ng/ml GM-

CSF pro Loch einer 12-Loch-Platte ausgesät, wobei maximal 8 Löcher benutzt wurden und 

die restlichen mit H2O aufgefüllt wurden, um eine möglichst hohe Luftfeuchtigkeit zu 

gewähren. Nach drei Tagen waren die Zellen zu unreifen Dendritischen Zellen differenziert. 

Um sie zu reifen Dendritischen Zellen weiter zu differenzieren, wurde das Medium durch 

CellGro® mit 20 ng/ml TNF und 10 ng/ml IL-1 ersetzt und für 24 h weiter kultiviert.

2.7.10 Isolierung humaner T-Zellen

Zur Isolierung von T-Zellen wurde mit dem CD4+ T Cell Isolation Kit II (Miltenyi Biotec, 

Bergisch Gladbach, Germany) gearbeitet. Alle Arbeiten wurden auf Eis bzw. bei 4°C 

ausgeführt. Zunächst wurde die Anzahl der zuvor isolierten PBMCs bestimmt. 1 x 107 Zellen 

wurden in 40 µl MACS-Puffer resuspendiert. Anschließende wurden 10 µl des Biotin-

Antikörper-Cocktail zugegeben, gut gemischt und 10 min bei 4°C inkubiert. Danach wurden 

30 µl MACS-Puffer und 20 µl Anti-Biotin Micro Beads zugegeben, gemischt und 15 min bei 

4°C inkubiert. Es folgte die Zugabe von 1-2 ml MACS-Puffer und eine Zentrifugation (10 min, 

300 x g, 4°C). Das Zellpellet wurde in 500 µl MACS-Puffer aufgenommen. Zwischenzeitlich 

wurde eine MACS-LS Säule mit 3 ml MACS-Puffer äquilibriert. Die Zellsuspension wurde 

durch ein Separationsfilter auf die Säule gegeben. Es wurde mit 3 x 3 ml MACS-Puffer 

gespült und das Eluat aufgefangen. Die darin enthaltenen T-Zellen wurden gezählt und 

Proben für eine FACS Analyse entnommen.

Sollten die T-Zellen nicht weiter stimuliert werden, wurden sie in einer Dichte von 1 x 106

Zellen pro ml Medium in RPMI mit 10% komplementinaktiviertem FKS, 2 mM L-Glutamin und 
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den Antibiotika Streptomycin (100 Einheiten/ml) und Penicillin (50 µg/ml) kultiviert. Die 

Stimulierung wurde durch zwei unterschiedliche Methoden erreicht.

2.7.11 Stimulierung humaner T-Zellen

2.7.11.1 Stimulierung mit Phythämaglutinin (PHA) und IL-2

Die Zellen wurden in einer Dichte von 2 x 106/ml RPMI Medium mit 10% FKS, 1 µg/ml PHA 

und 15 U/ml IL-2 kultiviert. Nach 24 h wird das Medium ersetzt durch nur noch IL-2-

enthaltendes RPMI Medium mit 10% FKS.

2.7.11.2 Stimulierung mit anti CD3- und anti CD28-Antikörpern

24 h vor dem Aussäen der Zellen wurden in jedes Loch einer 6-Loch-Platte je 10 µg/ml anti 

CD3- und anti CD28-Antikörpern in PBS gegeben und über Nacht bei 4°C inkubiert. Die 

Flüssigkeit wurde vor Nutzung der Platte abgenommen und das Loch mit PBS gewaschen. 

Anschließend wurden die Zellen in einer Dichte von 2 x 106 Zellen ausgesät. Nach zwei 

Tagen wurden die Zellen in IL-2-haltiges (15 U) RPMI Medium mit 10% FKS überführt. 

2.7.12 Transfektion durch Lipofection

Plasmid-DNA wurde mittels Lipofektion in eukaryotische Zellen eingebracht. Als 

Empfängerzellen wurden in dieser Arbeit ausschließlich 293T Zellen benutzt. Einen Tag vor 

Transfektion wurden 5 x 105 Zellen in 6-Loch-Platten ausgesät, so dass sie 24 h später zu 

80-90% konfluent gewachsen waren. In einem Polystyrolröhrchen wurden die 

entsprechenden Mengen Plasmid (max. 3 µg), 100 µl OptiMEM1 (Gibco Invitorgen 

Corporation, Carlsbad, USA) und 6 µl PlusTM Reagent (Invitorgen Corporation, Carlsbad, 

USA) gemischt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden weitere 

100 µl OptiMEM1 und 5 µl LipofectamineTM (Invitorgen Corporation, Carlsbad, USA) 

zugegeben, gemischt und erneut für 15 min inkubiert. Während dieser Zeit wurden die Zellen 

mit PBS gewaschen und mit 800 µl OptiMEM1 bedeckt. Danach wurde der komplette 

Transfektionsansatz zu den Zellen gegeben. Nach 4 h im Zellinkubator (37°C, 7%CO2, 96% 

Wasserdampf) werden die Zellen mit PBS gewaschen und frisches DMEM-Medium zugefügt.
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Wurde in größeren Maßstäben gearbeitet mussten die jeweiligen Mengen entsprechend 

angeglichen werden.

2.7.13 Präparation von Vektorpartikeln und Anreicherung durch Ultrazentrifugation

48 h nach Transfektion wurden die nun vektorhaltigen Zellkulturüberstände abgenommen 

und durch einen 45 µm-Filter filtriert, aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Sollten die Vektoren konzentriert werden, so wurde nach dem Filtrieren ein 20%iges 

Sascharosekissen in einem Zentrifugenröhrchen (Beckmann, Palo Alto, USA) mit den 

Überständen überschichtete (2 ml 20% Saccharose, 9 ml Überstand bzw. 5 ml Sascharose, 

30 ml Überstand). Die Ultrazentrifugation erfolgte je nach verwendetem Rotor bei 35000 upm 

und 4°C für 90 min (Rotor SW41, L-80 Ultracentrifuge, Beckmann, Palo Alto USA) oder bei 

25000 upm und 4°C für 2 h (Rotor SW28, L-80 Ultracentrifuge, Beckmann, Palo Alto USA). 

Nach der Zentrifugation wurde der Überstand verworfen und die pelttierten Vektoren in 

einem entsprechenden Volumen (90 µl bzw. 200 µl) PBS aufgenommen, aliquotiert und bei   

-80°C gelagert.

2.7.14 Beschichtung von Zellkulturplatten mit RetroNectin®

Um die Transduktionseffizienz von Suspensionszellen zu erhöhen, wurden die 

Zellkulturplatten vor Gebrauch mit RetroNectin® beschichtet. RetroNectin® ist ein chimäres 

Peptid des humanen Fibronectin, das in E.coli synthetisiert wird. Es wird vermutet, dass die 

Transduktionseffizienz dadurch erhöht wird, dass Vektoren und Zielzellen in räumliche Nähe 

zueinander gebracht werden, da beide an RetroNectin® binden. 

RetroNectin® wurde zunächst nach Angaben des Herstellers gelöst und anschließend mit 

PBS auf eine Konzentration von 0,1 µg/µl verdünnt. Je 250 µl dieser Lösung wurden in ein 

Loch einer 24-Loch-Platte gegeben und 1,5 h offen unter UV-Licht gestellt. Anschließend 

weitere 30 min mit geschlossenem Deckel. Danach wurde das RetroNectin® abgenommen 

und 2% BSA in PBS in die Löcher pipettiert und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die 

BSA-Lösung wurde abgenommen und mit HBSS-Puffer (Gibco Invitrogen Corporation, 

Carlsbad, USA) gewaschen und anschließend wurden in jedes Loch 500 µl PBS gegeben. 

Die so beschichteten Platten konnten bis zu einer Woche bei 4°C gelagert werden.
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2.7.15 Multiplicity of Infection (moi)

Die Anzahl an Partikeln pro Zelle in einem spezifischen Experiment bezeichnet man als moi. 

Die Zahl der infektiösen Partikel wurde durch eine im Folgenden beschriebene Titrationen 

bestimmt.

2.7.16 Titration von retroviralen Vektoren

Die Titration von allen in dieser Arbeit verwendeten retroviralen Vektoren erfolgte auf 

HT1080 Zellen. Dazu wurden 6 x 104 Zellen in 12-Loch-Platten ausgesät. Diese waren nach 

24 h zu 80% konfluent gewachsen. Nun wurden die Zielzellen mit PBS gewaschen und 

anschließend Vektorüberstände in verschiedenen Verdünnungen pro Loch zugegeben. In 

der Regel wurden fünf Verdünnungsstufen gewählt. Nach einer Inkubation von 3 h im 

Zellinkubator wurden die Zellen mit PBS gewaschen und frisches Medium zugefügt. 48 h 

nach Transduktion erfolgte die Analyse. Dazu wurden die transduzierten Zellen unter dem 

Mikroskop gezählt. Um möglichst genaue Werte zu erhalten wurden jeweils zehn 

Gesichtsfelder von mindestens zwei Verdünnungsstufen ausgezählt. Der Titer wurde dann 

nach folgender Formel berechnet:

2.7.17 Transduktion von Suspensionszellen

Die Transduktion von Suspensionszellen wurde in mit RetroNectin® beschichteten 24-Loch-

Platten durchgeführt. Zunächst wurde die Platte mit PBS gewaschen und die entsprechende 

Menge an Vektorpartikeln pro Loch zugefügt und für 30 min bei 37°C inkubiert. Anschließend 

wurde die Platte zentrifugiert (20 min, 500 x g, 4°C). Nach dem Zentrifugieren, wurde pro 

Loch die entsprechende Anzahl Zielzellen, Vektorüberstand und 4 µg/ml Protaminsulfat 

(Sigma, Taufkirchen) zugegeben und zentrifugiert (90 min, 300 x g, 30°C). Anschließend 

folgte eine Inkubation für 3 h im Zellinkubator und danach ein Halbmediumwechsel. 

mlEi
VektoranVolumen

sfaktorVerdünnung
ldesGesichtsfeeinesFläche

LochseinesFlächeZellengezählterMittelwert
/..
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2.7.18 Transduktion von adhärenten Zelllinien

Die Transduktionen wurden in 12- oder 24-Loch-Platten durchgeführt. Die entsprechenden 

Zielzellen wurden 24 h zuvor ausgesät. Vor der Transduktion wurden die Zellen mit PBS 

gewaschen und anschließend eine entsprechende Partikelzahl zugegeben (moi) oder je 

Loch verschiedene Verdünnungen verwendet. Nach einer Inkubation von 3 h im 

Zellinkubator wurden die Zellen mit PBS gewaschen und dann frisches Medium zugegeben. 

3 Tage nach Transduktion wurden die Zellen analysiert.

2.7.19 Transduktion von primären humanen Monozyten

Die Monozyten wurden in 24-Loch-Platten ausgesät und 1, 2, 3, 4, 7 und 11 Tage nach 

Isolierung mit einer definierten moi transduziert. Dazu wurden die Zellen zunächst mit PBS 

gewaschen und dann die entsprechende Vektormenge in 200 µl Medium zugegeben und für 

8 h in einem Zellinkubator inkubiert. Die Zellen wurden anschließend drei Mal mit PBS 

gewaschen und in frischem Medium für sieben Tage kultiviert. Daraufhin erfolgte die Analyse 

der Transduzierten Zellen.

2.8 Proteinbiochemische Methoden

2.8.1 Verwendete Puffer

RIPA-Lysis-Puffer

Tris pH 8,0 25 mM

NaCl                              137 mM

EDTA 2 mM

Glycerol 1,0%

SDS       0,1% 

Na-Deoxycholat (DOC) 0,5%

NP40 1,0%

frisch zugeben:

1 Tablete Protease Inhibitor Cocktail (Roche) pro 10 ml 
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Triton-Lysis-Puffer (TLB)

Tris pH 7,4 20 mM

NaCl 137 mM

EDTA 2 mM

Na--Glycerophosphat 50 mM

Glyzerin                            1%

Triton-X-100 1%

frisch zugeben:

1 Tablete Protease Inhibitor Cocktail (Roche) pro 10 ml 

Puffer für Sammelgel 

Tris pH 6,8 140 mM              

Temed 0,11%

SDS                 0,11% 

Puffer für Trenngel

Tris     1,5 M

Temed 0,4%

SDS 0,4%

Die SDS-Polyacrylamid-Gele wurden nach folgendem Schema angesetzt. Die angegebenen 

Mengen reichen für zwei Gele der Größe 10 cm x 7 cm x 0,1 cm.

Trenngel Sammelgel

10% 12% 13% 3,75%

30 % Acrylamid 3,4 ml 4,0 ml 4,4 ml 30% Acrylamid 650 µl

Trenngel-Puffer 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml Sammelgel-Puffer 4,5 ml

Aqua bidest 4,0 ml 3,4 ml 3,0 ml 10% APS 50 µl

10 % APS 100 µl 100 µl 100 µl Temed 10 µl

Temed 10 µl 10 µl 10 µl

3x-SDS-Proben-Puffer

Tris pH 6,8 125 mM

Glycerin                      30% (v/v)

SDS 6% (w/v)

Bromphenolblau 0,06% (w/v)

-Mercaptoethanol 5% (v/v)
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SDS-Laufpuffer

Tris                 25 mM

Glycerin        250 mM

SDS               0,1%

Blotting-Puffer

Tris pH 8,0 48 mM

Glycerin 39 mM

SDS 0,037%

TBST

Tris pH 8,0 1 mM

NaCl 15 mM

Tween20 1%

Blockierungs-Puffer

Magermilchpulver 5% (w/v)

in TBST

2.8.2 Für Western Blot-Analysen verwendete Antikörper

Primär-Antikörper Verdünnung Bezugsquelle Sekundär-
Antikörper

Verdünnung Bezugsquelle

-HA
monoklonal

1:1000 Covance , Princeton, 
NJ, USA

-Maus-HRP 1:7500 Amersham

-HIV-2 Vpx 
monoklonal

1:50 NIH AIDS Research and 
Reference Reagent 
Program, Rockville, USA

-Maus-HRP 1:7500 Amersham

-HIV-2 Nef 
(Hom-HB5)

1:20 O.T. Fackler, Univ. 
Heidelberg

-Ratte-HRP 1:2500 Amersham

-SIV Vif 
Immunserum

1:50 B.H. Hahn, J.C. Kappes, 
Univ. of Alabama

-Hase-HRP 1:7500 Amersham

-SIV Vpr 
Immunserum

1:500 B.H. Hahn, J.C. Kappes, 
Univ. of Alabama

-Hase-HRP 1:7500 Amersham

-SIV Gag p27 
(KK60) 
monoklonal

1:100 NIBSC Centralised 
Facility for AIDS 
Reagents, Hertfordshire, 
UK

-Maus-HRP 1:7500 Amersham

- HIV-1 Gag 
p24 monoklonal 
Ak from 
Hybridoma 183-
H12-5C

1 : 50 NIH AIDS Research and 
Reference Reagent 
Program, Rockville, USA

-Maus-HRP 1 : 7500 Amersham
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2.8.3 Zelllyse

Um transfizierte Zellen zu lysieren, wurden diese zunächst mit PBS gewaschen und mit PBS 

mit 1 mM EDTA abgelöst und zentrifugiert (10 min, 300 x g, 4°C). Anschließend wurden die 

Zellen in Lysispuffer gründlich resuspendiert (5 x 106 in 200 µl) und 5-15 min auf Eis 

inkubiert. Die Lysate wurden zentrifugiert (5 min, 13000 upm, 4°C, Biofuge Fresco, Heraeus, 

Osterode) oder auf eine QIAShredder Säule (Qiagen, Hilden) aufgetragen. Die 

Proteinkonzentration der Überstände wurde bestimmt und entsprechende Mengen 

aliquotiert, mit SDS-Probenpuffer versetzt, für 5 min bei 95°C inkubiert und anschließend bei 

-80°C gelagert.

2.8.4 Lysieren von Vektorpartikeln

Vektorhaltige Zellkulturüberstände wurden wie bereits beschrieben durch Ultrazentrifugation 

konzentriert. Das Pellet wurde jedoch nicht in PBS aufgenommen sondern in 20 – 100 µl 

Lysis-Puffer resuspendiert. Nun wurde die Proteinkonzentration bestimmt und 

entsprechende Mengen aliquotiert, mit SDS-Probenpuffer versetzt, für 5 min bei 95°C 

inkubiert und anschließend bei -80°C gelagert.

2.8.5 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 

Bei der Bindung von Coomassie-Brillantblau G-250 an Proteine im sauren Milieu verschiebt 

sich das Absorptionsmaximum von 465 nm nach 595 nm. Die Zunahme der Absorption ist 

ein Maß für die Proteinkonzentration der Lösung. Die fertige Bradford-Lösung besteht aus 

Farbstoff, Ethanol und Phosphorsäure und wird vor Gebrauch 1:5 mit Wasser verdünnt. Die 

Probelösung wird 1:200 mit der verdünnten Bradford-Lösung gemischt und 10 min bei 

Raumtemperatur inkubiet. Dann wurde die Absorption bei 595 nm im Photometer (Gene 

Quant RNA/DNA Calculator, Amersham, Buckinghamshire, UK) gemessen. Anhand einer 

Eichkurve, die zuvor mit bekannten Mengen eines bestimmten Proteins erstellt wurde, kann 

die Proteinkonzentration ermittelt werden.



2. Materialien und Methoden

50

2.8.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-PAGE werden Proteine entsprechend ihres Molekulargewichts in einem 

elektrischen Feld aufgetrennt. Dies funktioniert, da das anionische Detergenz SDS 

(Natriumdodecylsulfat) die Eigenladung der Proteine überdeckt. Dadurch wird die 

Laufgeschwindigkeit der Proteine im Gel unabhängig von ihrer Eigenladung. Die Proben 

werden vor der Elektrophorese mit einem SDS-haltigen Probenpuffer für 5 min auf 95°C 

erhitzt, wobei die Sekundär- und Tertiärstrukturen durch Aufspaltung der Wasserstoffbrücken 

verloren gehen. Durch die Zugaben von -Mercaptoethanol werden enthaltene 

Disulfidbrücken reduziert.

Es wurde mit dem Mini-Protean 3 Electrophoresis System (Bio-Rad, München) gearbeitet. Je 

nach Größe der zu trennenden Proteine wurden Trenngele mit einem Acrylamidgehalt 

zwischen 10 und 13% benutzt. Es wurden 10 cm x 7 cm große Glasplatten benutzt mit 

einem „Spacer“ von 1 mm. Zunächst wurde das Trenngel gegossen und mit Aqua bidest 

überschichtet. Nachdem das Gel polymerisiert war (15 – 30 min) wurde das Wasser 

abgeschüttet und die Reste mit Filterpapier abgesaugt. Nun wurde das Sammelgel darüber 

gegossen und ein Kamm mit 10 Taschen eingesteckt. Nach dem Polymerisieren des 

Sammelgels wurde die Apparatur vollständig zusammengebaut und die wie bereits 

beschrieben vorbereiteten Proben aufgetragen. Die Proteine wurden durch das Anlegen von 

130 V Gleichstrom über einen Zeitraum von ca. 2 h getrennt, bis die Farbstofffront das 

Gelende erreicht hatte.

2.8.7 Western Blot-Analyse

Bei der Western Blot-Analyse werden die zuvor in einem Gel aufgetrennten Proteine über 

einen Elektrotransfer auf einem Träger (z.B. Nitrocellulosemembran) immobilisiert. Die 

Proteine befinden sich in derselben geometrischen Anordnung auf dem Trägermaterial wie 

zuvor im Gel. Nach der Immobilisierung wird die Membran mit einem spezifischen Antikörper 

inkubiert. Durch einen Sekundärantikörper, der an eine Peroxidase gekoppelt ist, kann über 

Chemilumineszenz das gesuchte Protein detektiert werden.

Um die im Gel aufgetrennten Proteine auf einer Nitrozellulosemembran (Hybons-C Extra, 

Amersham, Buckinghamshire, UK) zu immobilisieren wurde mit der Mini Trans-Blot 

Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad, München) gearbeitet. Dazu wurde die Membran ohne 

Bildung von Luftblasen auf das Gel gelegt. Beides wurde flankiert von je einem Filterpapier 
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und einem Schwamm in die entsprechende Vorrichtung eingelegt. Die Kammer wurde 

vollständig mit Blotting-Puffer gefüllt und der Proteintransfer erfolgte bei 4°C und 300 mA für 

1 h. Alle Inkubationsschritte der Membran wurden auf einem Kippschüttler durchgeführt. 

Nach erfolgtem Proteintransfer wurde die Membran zur Blockierung von unspezifischen 

Bindungen in Blockierungspuffer inkubiert (1h bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C). 

Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem Primärantikörper in Blockierungspuffer (2 h bei 

Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C). Danach wurde die Membran drei Mal für je 

10 min mit TBST gewaschen und dann erfolgte die Inkubation mit dem Sekundärantikörper 

(in 2/3 TBST, 1/3 Blockierungspuffer, 1 h bei Raumtemperatur). Es folgte erneut ein 

dreimaliges Waschen der Membran mit TBST. Die Detektion erfolgte mit dem ECL Western 

Blotting Detection System bzw. mit dem ECL Plus Western Blotting Detection System 

(Amersham, Buckinghamshire, UK) nach Angaben des Herstellers.

2.9 Analytische Methoden

2.9.1 Verwendete Puffer

PBS

NaCl                       137,0 mM

KCl 2,7 mM

KH2PO4 1,5 mM

Na2HPO4 8,1 mM

IPA-Blocking-Puffer

BSA 1,00% (w/v)

in PBS

Substrat (IPA)

3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC)         4,0 mg/ml

in Dimethylformamid

Substratlösung (IPA)

Substrat 2,5% (w/v)

H2O2 0,1% (v/v)
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Fixierlösung

Formaldehyd 2,0% (v/v)

Glutaraldehyd 0,2% (v/v)

X-Gal Lösung

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl--D-Galaktopyranosid 40 mg/ml

in DMSO

X-Gal Reaktionsmix

X-Gal Lösung 2,5%

Ferricyanid                  5,0 mM

Ferrocyanid 5,0 mM

MgCl2 2,0 mM

in PBS

FACS-Waschpuffer

FKS 1,00% (v/v)

NaN3 0,01% (v/v)

in PBS

FACS-Fixierpuffer

Paraformaldehyd 1,00% (w/v)  

in PBS

PBSS

Saponin 0,02% (v/v)

in PBS

Hypotonischer-Lysis-Puffer (HLB)

Tris pH 8,0 10,0 mM

MgCl2 1,0 mM

-Mercaptoethanol 3,5 mM

KCl 10,0 mM

MnCl2 1,0 mM

NP40 0,1%
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2.9.2 Verwendete Antikörper

Antikörper Bezugsquelle Markierung Isotypkontrolle Bezugsquelle
-CD1a eBioscience, San Diego, 

USA
PE IgG1/PE eBioscience, San 

Diego, USA
-CD3 DAKO Cytomation, 

Glostrup, DK
FITC IgG1/FITC DAKO Cytomation, 

Glostrup, DK
-CD4 BD Biosciences, San 

Jose, USA
PE IgG1/PE BD Biosciences, San 

Jose, USA
-CD14 DAKO Cytomation, 

Glostrup, DK
PE IgG2a/PE DAKO Cytomation, 

Glostrup, DK
-CD25 DAKO Cytomation, 

Glostrup, DK
FITC IgG1/FITC DAKO Cytomation, 

Glostrup, DK
-CD69 DAKO Cytomation, 

Glostrup, DK
FITC IgG1/FITC DAKO Cytomation, 

Glostrup, DK
-CD83 BD Biosciences, San 

Jose, USA
PE IgG1/PE BD Biosciences, San 

Jose, USA
-CD86 eBioscience, San Diego, 

USA
Cy5 IgG2b/Cy5 eBioscience, San 

Diego, USA
-CD86 BD Biosciences, San 

Jose, USA
FITC IgG1/FITC BD Biosciences, San 

Jose, USA

2.9.3 Durchflußzytometrie (Fluorescence-Activated Cell-Sorting; FACS)

Die Durchflußzytometrie ist eine Methode zur Charakterisierung individueller Zellen innerhalb 

eines Zellgemisches. Dabei können Zellen u.a. nach ihrer Größe und Granularität getrennt 

werden. Dies ist möglich, indem die Zellen in einem Flüssigkeitsstrom nacheinander an 

einem Laserstrahl vorbei geleitet und die entstehende Lichtbeugung und -streuung sowie 

emittierte Fluoreszenz von Detektoren aufgenommen und anschließend verrechnet wird. Des 

Weiteren können Zellen mit Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikörpern markiert werden. 

Dadurch lassen sich diese Zellen über die Expression von Oberflächenproteinen 

charakterisieren. 

2.9.4 Nachweis von Oberflächenproteinen

Zur Identifizierung bestimmter Zelltypen, macht man sich die Eigenschaft zu Nutze, dass 

bestimmte Oberflächenproteine spezifisch von nur einem Zelltyp exprimiert werden. Benutzt 

man spezifische Antikörper, an die ein Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist, können die 

Oberflächenproteine durch die Bindung der Antikörper im FACS-Gerät (Becton Dickinson, 

FACScanTM) detektiert werden.
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Dazu wurden 2 x 105 Zellen in 500 µl FACS-Waschpuffer gewaschen, zentrifugiert (5 min, 

13000 upm, 4°C, Biofuge Fresco, Heraeus, Osterode) und anschließend in 50 µl FACS-

Puffer resuspendiert. Handelte es sich um Monozyten, wurden diese zunächst mit 4 µl 1:10 

verdünntem FcR-Blocking Reagent (Milteniy Biotec, Bergisch Gladbach) für 15 min bei 4°C 

inkubiert, um unspezifische Bindungen der Antikörper an die von Monozyten exprimierten 

Fc-Rezeptoren zu verhindern. Bei Zellen, die keine Fc-Rezeptoren exprimieren wurden die 

entsprechenden Antikörper direkt zugegeben. Je nach Antikörper zwischen 2 µl und 5 µl. Als 

Negativkontrolle wurden Zellen mit einem unspezifischen Immunglobulin des Gleichen Typs 

(Isotyp) wie der spezifische Antikörper inkubiert. Nach 45 min bei 4°C wurden 400 µl FACS-

Waschpuffer zugefügt und zentrifugiert (5 min, 13000 upm, 4°C, Biofuge Fresco, Heraeus, 

Osterode). Daraufhin folgten zwei weitere Waschschritte. Zuletzt wurden die Zellen in 200 µl 

FACS-Fixierpuffer aufgenommen und so bis zu einer Woche bei 4°C gelagert. 

2.9.5 Nachweis von egfp-exprimierenden Zellen

Zur Quantifizierung von egfp-exprimierenden Zellen können diese entweder unter dem 

Fluoreszenzmikroskop gezählt werden oder im FACS vermessen werden. Gerade bei 

Suspensionszellen bietet sich die Auswertung in einem FACS-Gerät an. Dazu wurden 

2 x 105 Zellen mit FACS-Waschpuffer aufgenommen, zentrifugiert (5 min, 13000 upm, 4°C, 

Biofuge Fresco, Heraeus, Osterode) und in FACS-Fixierpuffer resuspendiert. So konnten die 

Zellen bis zu drei Tagen im Dunklen bei 4°C gelagert werden. Um bei der Analyse 

falschpositive Ergebnisse auszuschließen, verwendet man als Negativkontrolle Zellen, die 

kein egfp exprimieren. 

2.9.6 DNA-Färbung zur Analyse des Zellzyklus

Durch Anfärben der DNA und anschließende Messung des DNA-Gehalts, lassen sich 

Rückschlüsse auf die Zellzyklusphase ziehen, in der sich die betreffenden Zellen befinden. 

Direkt nach der Teilung – in der G1-Phase – enthält eine Körperzelle einen diploiden 

Chromosomensatz, den man mit 2n bezeichnet und einen DNA-Gehalt von 2c. Nach der 

Synthese-Phase (S-Phase) und während der Mitose enthält die Zelle einen doppelten DNA-

Gehalt (2n4c). In der so genannten G0-Phase, in der die Zelle keinen Replikationszyklus 

durchläuft und sich in einer Ruhephase befindet, enthält die Zelle ebenfalls einen 

Chromosomensatz bzw. DNA-Gehalt von 2n2c. Daher lässt sich durch die Bestimmung des 

DNA-Gehalts nicht zwischen G1- und G0-Phase unterscheiden.
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Die DNA-Färbung wurde mit dem DNAcon3-staining Kit (DAKO Cytomation, Glostrup, DK)

durchgeführt. Dazu wurden die betreffenden Zellen zunächst mit PBS gewaschen und 

anschließend in 100 µl PBS resuspendiert. Das in den Röhrchen des DNAcon3-staining Kit 

enthaltene Lyophilisat wurde in 1 ml Propidiumiodid gelöst (vortexen, 5 min inkubieren) und 

1 x 106 der zuvor gewaschenen Zellen zugegeben. Dieser Ansatz wurde für 1-2 h bei 4°C 

inkubiert und anschließend der DNA-Gehalt im FACS-Gerät bestimmt.

2.9.7 DNA/RNA-Färbung zur Analyse des Zellzyklus

Aufgrund der reduzierten Stoffwechselaktivität von Zellen in der G0-Phase ist der RNA-

Gehalt solcher Zellen im Gegensatz zu Zellen in G1-Phase stark reduziert. Um nun zwischen 

G1- und G0-Phase unterscheiden zu können, färbt man zusätzlich zur DNA auch die RNA. 

Eine Methode ist die Verwendung von 7-Actinoaminomycin D (7-AAD), welches die RNA 

färbt und anschließende Färbung der DNA mit Pyronin Y.

Dazu wurden 1 x 106 Zellen mit PBS gewaschen, in 500 µl PBSS resuspendiert und 10 µg/ml 

7-AAD zugefügt. Nach 20 min bei Raumtemperatur wurden die Zellen mit 500 µl PBS 

gewaschen und erneut in 500 µl PBSS resuspendiert. Nach Zugabe von 10 µg/ml                

7-Actinomycin D wurde für 5 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden 5 µl einer 0,1 mg/ml 

Stammlösung Pyronin Y zugegeben, gevortext und vor der Analyse mindestens für 10 min 

auf Eis inkubiert.  

2.9.8 Immun-Peroxidase-Färbung (Immun-Peroxidase-Assay, IPA)

Zur Dedektion von viralen Antigenen in Zellen wurde eine Immunfärbung durchgeführt. Dazu 

wurden die Zellen zunächst mit PBS gewaschen und mit Methanol bei -20°C für 30 min 

fixiert. Das Methanol wurde abgenommen und die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Zur 

Minimierung von unspezifischen Antikörperbindungen wurden die Zellen für 30 min bei 

Raumtemperatur mit IPA-Blocking-Puffer inkubiert. Der IPA-Blocking-Puffer wurde 

abgenommen und die Zellen für 1 h bei 37°C mit dem Primärantikörper inkubiert (in der 

vorliegenden Arbeit wurde mit HIV-1- oder HIV-2-Serum gearbeitet; 1:400 in IPA-Blocking-

Puffer verdünnt). Nach dreimaligem Waschen der Zellen mit PBS erfolgte die Zugabe des 

Peroxidase-markierten Zweitantikörpers (anti-Human-IgG; Sigma A-8775; 1:500 in IPA-

Blocking-Puffer verdünnt) und eine Inkubation von 1 h bei 37°C. Erneut wurden die Zellen 
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dreimal mit PBS gewaschen und dann die Substratlösung zugegeben und die 

Farbentwicklung unter dem Mikroskop verfolgt (ca. 10-30 min). Zum Stoppen der Reaktion 

wurde der Substratlösung etwas Wasser zugefügt.

2.9.9 -Galaktosidase-Nachweis (X-Gal-Färbung)

Das Enzym -Galaktosidase katalysiert die Hydrolyse verschiedener -Galaktoside. Ein 

solches ist 5-Bromo-4-Chloro-Indolyl--D-Galaktopyranosid (X-Gal). Bei dessen Hydrolyse 

entsteht unter Sauerstoffeinfluss ein wasserunlöslicher blauer Farbstoff (5-Bromo-4-chloro-

indigo). Das -Galaktosidase-Gen wurde in der Vorliegenden Arbeit als Reportergen durch 

retrovirale Vektoren in Zellen eingebracht. 

Um -Galaktosidase Aktivität nachzuweisen, wurden die Zellen zunächst gewaschen und 

anschließend 5 min mit Fixierlösung inkubiert. Diese wurde abgenommen und die Zellen 

dreimal mit PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen mit der Färbelösung bedeckt 

und bei 37°C für einige Stunden inkubiert.

2.9.10 May-Grünwald-Giemsa bzw. Pappenheim Färbung

Diese Histologische Färbung dient dazu die morphologischen Strukturen von Blutzellen zu 

verdeutlichen. Zellkerne erscheinen in gefärbten Ausstrichen durch eine Komplexbildung der 

Farbstoffe mit der DNA purpurrot. Das Zytoplasma wird meist bläulich dargestellt. Diese 

Färbung ist aufgrund ihrer pH-abhängigen Farbgebung besonders für die Anfärbung von 

granulären Strukturen geeignet. Basophile Granula erscheinen im lichtmikroskopischen Bild 

durch die Anfärbung mit Methylenblau tiefblau bis violett, während saure Granula Eosin 

anreichern und damit leuchtend rot erscheinen. Neutrale Granula weisen nach Färbung 

einen hell- bis purpurroten, blassen Farbton auf.

Um die Zellen anzufärben, wurden diese zunächst mit PBS gewaschen und anschließend 

mit der May-Grünwald-Lösung bedeckt und für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die 

Lösung wurde abgenommen und die Zellen gründlich mit H2O gewaschen. Nachdem die 

Zellen getrocknet waren, wurden die Zellen mit einer 1:20 in H2O verdünnten Giemsa-

Lösung bedeckt und für 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf folgte erneut 

gründliches Waschen mit H2O.
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3. Ergebnisse

3.1 Transduktion von humanen CD4+ T-Zellen

SIVsmmPBj1.9 besitzt die Eigenschaft, in unstimulierten mononukleären Zellen des peripheren 

Blutes (PBMC, peripheral blood mononuclear cells) von Primaten zu replizieren (Fultz et al., 

1991; Schwiebert et al., 1994). Darüber hinaus konnte in der Abteilung „Medizinische 

Biotechnologie“ gezeigt werden, dass SIVsmmPBj1.9 nicht nur in unstimulierten PBMC von 

Primaten sondern auch in unstimulierten humanen PBMC replizieren kann. Die Fähigkeit zur 

Replikation in ruhenden Zellen ist unter den bisher bekannten Lentiviren einzigartig. Da man 

vermutet, dass die Replikationseigenschaft des parentalen Virus eng mit der 

Transduktionscharakteristik des davon abgeleiteten Vektors zusammenhängt, und aufgrund 

vorangegangener Arbeiten, in denen gezeigt werden konnte, dass ein SIVsmmPBj Vektor 

sowohl in der G0-Phase des Zellzyklus arretierte Zelllinien und Fibroblasten als auch primäre 

humane Monozyten transduzieren kann (Mühlebach und Wolfrum et al., 2005), sollte im 

Folgenden untersucht werden, ob ein von SIVsmmPBj-abgeleiteter Vektor auch dazu in der 

Lage ist, unstimulierte CD4+ T-Zellen zu transduzieren. Diese Zellen stellen neben 

Monozyten ein interessantes Ziel der Gentherapie dar.  

Es wurden PBMC aus buffy coats von drei verschiedenen Spendern über einen Ficoll-

Gradient isoliert und daraus über eine Negativdepletion mittels magnetischer Zellsortierung 

CD4+ Zellen isoliert. Die Hälfte der Zellen wurde zunächst zwei Tage mit anti CD3- und anti 

CD28-Antikörpern und weitere drei Tage durch IL-2 stimuliert. Um den Aktivierungsstatus der 

Zellen zu bestimmen, wurde vor der Transduktion die Expression der Oberflächenrezeptoren 

CD25 und CD69 im FACS (FACS, fluorescent activated cellsorter; Becton Dickinson, 

FACScanTM) gemessen. CD25 ist ein „später“ und CD69 ein „früher“ zellulärer 

Aktivierungsmarker (Testi et al., 1994), d.h. sie werden nach einem Stimulus nacheinander

exprimiert (Antas et al., 2002). In Abb. 3.1 sind die Ergebnisse der FACS-Analyse 

dargestellt. Sowohl die stimulierte als auch die unstimulierte Zellpopulation besteht aus 

knapp 100% CD3/CD4-doppeltpositiven Zellen. Der „späte“ Aktivierungsmarker wurde auch 

auf unstimulierten Zellen exprimiert, allerdings nur auf etwa halb so vielen (46%) wie bei den 

stimulierten Zellen (94%). Für den „frühen“ Aktivierungsmarker CD69 waren keine 

signifikanten Unterschiede in der Expression zwischen stimulierten und unstimulierten Zellen 

zu erkennen (19%, 16%). Dies kann darauf zurückgeführt werden, dass die Expression von 

CD69 bereits wieder herunterreguliert wurde (Simms et al., 1996). Messungen zu einem 

früheren Zeitpunkt wurden nicht durchgeführt.  



3. Ergebnisse

58

Abb. 3.1 Expression der Aktivirungsmarker auf CD4+ Zellen mit und ohne Stimulation. Nach 

Negativdepletion wurden die Zellen mit anti-CD3 und anti-CD28 stimuliert oder ohne Stimulus kultiviert. Die 

Expression der Aktivierungsmarker wurde im FACS gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei 

unabhängigen Versuchen. 

Zunächst wurden durch Kotransfektion der SIVsmmPBj oder HIV-1 Konstrukte zusammen mit

einem VSV-G-kodierendem Plasmid in 293T Zellen Vektoren generiert. Diese wurden auf 

HT1080 Zellen titriert und anschließende mit einer moi von 10 zur Transduktion von 

stimulierten und unstimulierten T-Zellen eingesetzt. Vier Tage nach Transduktion wurde die 

Abb. 3.2 Transduktion unstimulierter und stimulierter CD4+ T-Zellen mit HIV-1- und SIVsmmPBj-
abgeleiteten Vektoren. Die Zellen wurden vier Tage nach Transduktion im FACS analysiert. Gezeigt ist der 

prozentuale Anteil GFP-positiver Zellen. Gezeigt ist der Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten.                                      

unstimuliert, stimuliert.

egfp-Expression der T-Zellen im FACS gemessen. Diese Ergebnisse sind in Abb. 3.2 

dargestellt. Auf unstimulierten CD4+ T-Zellen erreichen beide Vektoren eine vergleichbare 

Effizienz von etwa 8%. Wurden die Zellen vor der Transduktion stimuliert, lag die 

Transduktionseffizienz für den HIV-1-abgeleiteten Vektor bei knapp 15 % und für den 
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SIVsmmPBj-abgeleiteten Vektor bei etwa 25%. Die durch die HIV-1 Vektoren erzielten 

Ergebnisse entsprechen in etwa bereits publizierten Daten (Costello et al., 2000; Mühlebach 

et al., 2003). Obwohl der PBj-abgeleitete Vektor auf stimulierten T-Zellen eine deutlich 

höhere Transduktionseffizienz erreicht, ergibt sich auf unstimulierten Zellen kein Unterschied 

zu HIV-1 transduzierten T-Zellen.

3.2 Charakterisierung von humanen Monozyten und Makrophagen

Im Gegensatz zu unstimulierten T-Zellen können primäre humane Monozyten mittels des 

SIVsmmPBj-abgeleiteten Vektors PBj EGFP transduziert werden (Mühlebach und Wolfrum 

et al., 2005). Diese Fähigkeit besitzen HIV-1-abgeleitete Vektoren nicht. Diese können 

Monozyten erst dann transduzieren, wenn sie beginnen zu differenzieren. Monozyten selbst 

oder daraus differenzierte Makrophagen und Dendritische Zellen sind interessante Ziele 

einer Gentherapie. Daher wurden die Zellzykluseigenschaften und das 

Differenzierungspotential dieser Zellen eingehender untersucht. 

3.2.1 Reinheit der Monozyten

Um die Differenzierung von Monozyten genauer zu untersuchen wurden diese Zellen aus 

peripherem Blut isoliert. Dazu wurden zunächst die PBMC von drei freiwilligen, gesunden 

Abb. 3.3 Oberflächenexpression der Monozyten-Marker CD14 und CD86. Gezeigt ist eine repräsentative 

FACS-Messung. In rot ist eine Messung vor der Sortierung dargestellt und blau zeigt die Analyse nach MACS-

Konzentrierung
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Spendern über einen Ficoll-Gradient isoliert und daraus über eine Negativdepletion mittels 

magnetischer Zellsortierung (MACS) Monozyten isoliert. Um die Effizient der Isolierung 

festzustellen, wurden die Zellen nach jeder Isolierung auf die Expression der monozyten-

spezifischen Oberflächenmarker CD14 und CD86 im FACS analysiert. Ein exemplarisches 

FACS-Ergebnis ist in Abb. 3.3 dargestellt. Im Durchschnitt erhielt man eine Zellpopulation, 

die zu etwa 90% aus Monozyten bestand. 

3.2.2 Morphologische Charakterisierung

Die Differenzierung der Monozyten beginnt unter den hier verwendeten

Kultivierungsbedingungen (siehe Materialien und Methoden 2.7.8) an Tag 4 nach Isolierung. 

Die morphologischen Veränderungen währende der Differenzierung sind mikroskopisch gut 

zu verfolgen (Abb. 3.4). Damit man die zellulären Kompartimente deutlicher erkennen kann, 

wurden die Monozyten eines Spenders exemplarisch an verschiedenen Tagen nach 

Isolierung nach der Pappenheim-Färbemethode gefärbt. Am ersten Tag nach der Isolierung 

erkennt man deutlich den „klassischen Monozyten“. Charakteristisch für diese Zellen ist der 

große bohnen- oder hufeisenförmige Zellkern. Ab dem dritten Tag der Kultivierung ist ein 

breiter Plasmasaum zu erkennen. Der Kern weist immer noch die bohnenförmige Form auf. 

Die Zellen werden mit zunehmender Differenzierung größer, der Kern nimmt eine runde bis 

gelappte Struktur an und der Plasmasaum wird immer breiter. An Tag sieben nach Isolierung 

sind die Makrophagen vollständig differenziert.

Abb. 3.4 Morphologie von kultivierten Monozyten und Makrophagen. Die Monozyten wurden an 

verschiedenen Tagen nach Isolierung nach der Pappenheim-Methode gefärbt. 400x Vergrößerung.
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Isolierung
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Isolierung
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Isolierung
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3.2.3 Zellzyklusanalyse von Monozyten bzw. Makrophagen

Neben der rein morphologischen Charakterisierung wurde auch der Zellzyklus der sich 

differenzierenden Monozyten bestimmt. Da sowohl der DNA- als auch der RNA-Gehalt der 

Zellen in den jeweiligen Zellzyklusphasen variiert, lassen sich die einzelnen Phasen des 

Zellzyklus durch eine semiquantitative Analyse des Nukleinsäuregehalts bestimmen. Dazu 

wurde die DNA in den Zellen mit 7-Aktinoaminomyzin D und die RNA mit Pyronin Y gefärbt 

und anschließend in einem Fluoreszenzaktiviertem Zellsortierer analysiert. In Abbildung 3.5

ist eine schematische Darstellung der FACS-Analyse einer Zellpopulation gezeigt, die 

sowohl proliferierende als auch ruhende Zellen enthält. In der G0-Phase des Zellzyklus ist 

sowohl der RNA- als auch der DNA-Gehalt der Zellen gering. Daher erscheint diese 

Zellpopulation in der untersten linken Ecke. In der G1a/G1b-Phase ist der DNA-Gehalt nach 

wie vor gering, aber die RNA-Menge nimmt aufgrund einer höheren Stoffwechselaktivität der 

Zelle zu. Erst in der S-Phase, wenn die DNA für eine bevorstehende Teilung synthetisiert 

wird, nimmt auch der DNA-Gehalt zu. Nach Abschluss der S-Phase – in der G2- oder der M-

Phase – enthalten die Zellen den doppelten DNA-Gehalt. 

Abb. 3.5 Schematische Darstellung einer FACS-Messung zur Analyse des DNA/RNA-Gehalts von Zellen.

Die rot schattierte Fläche entspricht der erwarteten Verteilung einer Zellpopulation, die sowohl proliferierende als 

auch ruhende Zellen beinhaltet.

In Abb. 3.6 sind die Ergebnisse einer repräsentativen DNA/RNA-Analyse von Monozyten 

dargestellt. Die Zellen von drei freiwilligen, gesunden Spendern wurden an verschiedenen 

Tagen nach Isolierung auf ihren Gehalt an DNA und RNA analysiert. In den ersten drei 

Tagen nach Isolierung befanden sich nahezu alle Zellen in der G0-Phase des Zellzyklus. Ab 

Tag vier der Kultivierung begann dieser Anteil der Zellen abzunehmen, bis sich am elften 

Tag der Kultivierung nur noch 6% der Zellen in der G0-Phase befanden.
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Abb. 3.6 Zellzyklusanalyse von Monozyten bzw. Makrophagen. Durch vorherige Färbung der DNA mit 7-

Aktinoaminomyzin D und der RNA mit Pyronin Y wurde der Nukleinsäure Gehalt der Zellen im FACS bestimmt. In 

der Oberen rechten Ecke ist der prozentuale Anteil der Zellen in G0-Phase angegeben, die sich im Quadrant links 

unten befinden.

Offensichtlich gibt es eine Korrelation zwischen der Differenzierung der Monozyten und den 

Zellzyklusphasen. Neben der morphologischen Charakterisierung der Differenzierung wurde 

bereits gezeigt, dass die Differenzierung der Monozyten mit einer veränderten Expression 

von Oberflächenproteinen einhergeht. Der Oberflächenrezeptor CD86 nimmt mit 

zunehmender Differenzierung zu Makrophagen ab (Ryncarz und Anasetti, 1998; Mühlebach 

und Wolfrum et al., 2005). Diese Abnahme beginnt etwa am vierten Tag der Kultivierung. 

Ebenfalls ab dem vierten Tag der Kultivierung vermindert sich der Anteil der Zellen in der G0-

Phase des Zellzyklus, und dies ist auch der früheste Zeitpunkt an dem eine Transduktion 

durch eine HIV-1-abgeleiteten Vektor erfolgen kann. SIVsmmPBj-abgleitete Vektoren zeigen 

diese Abhängigkeiten nicht. Sie scheinen unabhängig von der Zellzyklusphase bzw. des 

Differenzierungsstadiums der Zellen zu sein.

Um zu untersuchen, ob die Transduktion von Monozyten einen Einfluss auf den Zellzyklus 

hat, wurde die DNA/RNA-Färbung auch bei transduzierten Zellen vorgenommen. Wie in Abb. 

3.7 dargestellt ist, ergaben sich keine Unterschiede zwischen SIVsmmPBj transduzierten und 

nicht bzw. mit HIV-1 transduzierten Zellen.
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Abb. 3.7 Zellzyklusanalyse von Monozyten bzw. Makrophagen nach Transduktion mit den angegebenen 
Vektoren. Durch vorherige Färbung der DNA mit 7-Aktinoaminomyzin D und der RNA mit Pyronin Y wurde der 

Nukleinsäure Gehalt der Zellen im FACS bestimmt. In der Oberen rechten Ecke ist der prozentuale Anteil der 

Zellen in G0-Phase angegeben, die sich im Quadrant links unten befinden.

3.2.4 Differenzierung von transduzierten Monozyten zu Dendritischen Zellen

Monozyten können außer zu Makrophagen auch zu Dendritischen Zellen (DC, dendritic cell) 

differenzieren. Die Differenzierung zu DCs ist für einige gentherapeutische Anwendungen 

von großer Bedeutung, denn diese Zellen können eine effiziente Antigenantwort in T-Zellen 

auslösen. Dies bietet eine Möglichkeit zur gezielten Stimulierung des Immunsystems. So 

könnte durch einen SIVsmmPBj-abgeleiteten Vektor ein Antigen in Monozyten eingebracht 

werden, dass dann von den differenzierten DCs präsentiert wird. Es sollte untersucht 

werden, ob diese Differenzierung noch möglich ist, nachdem die Monozyten durch einen 

SIVsmmPBj-abgeleiteten Vektor transduziert wurden. Dazu wurden Monozyten nach dem 

etablierten Protokoll isoliert und direkt anschließend, also an Tag 0 mit dem SIVsmmPBj 

Vektror, der noch alle akzessorischen Proteine enthält, transduziert. Vor der Transduktion 

und Stimulierung durch die Zytokine wurde durch eine FACS-Analyse die Expression des 

Oberflächenrezeptors CD1a bestimmt. Dieser Rezeptor wird nicht auf Monozyten jedoch auf 

DCs exprimiert. Die Analyse zeigte, dass maximal 3% der Zellen nach Isolierung CD1a-

positiv waren. Somit konnte gezeigt werden, dass sich zum Zeitpunkt der Transduktion

praktisch noch keine DCs in der Zellpopulation befanden. Nach der Transduktion wurden die 

Monozyten in einem speziellen Medium, das IL-4 und GM-CSF enthielt, für vier Tage 

kultiviert. Unter diesen Bedingungen entwickelten sich die Monozyten zu unreifen DCs. Für 

eine völlige Reifung der DCs wurden diese für einen weiteren Tag in Anwesenheit von IL-1

und TNF- kultiviert. Nicht-transduzierte Monozyten dienten als Kontrolle. Als weitere 

Kontrolle dienten Monozyten, die mit einem HIV-1-abgeleiteten Vektor transduziert wurden. 

Am fünften Tag nach Transduktion wurden die Zellen im FACS analysiert. Gemessen wurde 

neg.-Kontr. PBj EGFPHIV EGFP
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Isolierung

Tag 11 nach 
Isolierung
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die Transduktionseffizienz anhand der EGFP Expression. Die Differenzierung der Monozyten 

zu Dendritischen Zellen wurde durch die Messung des Oberflächenrezeptors CD1a 

bestimmt.

Abb. 3.8 Differenzierung von transduzierten Monozyten zu Dendritischen Zellen. Dargestellt ist ein 

repräsentatives Experiment von insgesamt drei Versuchen. Die Analyse erfolgte fünf Tage nach Transduktion und 

Stimulierung. A) Mikroskopische Analyse der stimulierten und transduzierten Zellen. Obere Reihe: 

Durchlichtaufnahmen; untere Reihe: Fluoreszenzaufnahmen. B) FACS-Messung der CD1a- und EGFP-

Expression.

In Abb. 3.8 A sind zunächst mikroskopische Aufnahmen von Zellen am fünften Tag nach 

Transduktion und Zytokinstimulation gezeigt. In den Durchlichtbildern sind deutlich die 

morphologischen Änderungen der Zellen zu erkennen. Diese waren unabhängig davon, ob 

die Zellen nicht transduziert wurden, oder mit einem HIV-1- bzw. PBj- abgeleiteten Vektor 

transduziert wurden. Die Zellen weisen einen spindelförmigen Zellkörper mit den typischen 

dendritischen Ausläufern auf. Auf den Fluoreszenzaufnahmen ist deutlich zu erkennen, dass 

nur die Transduktion durch den PBj EGFP Vektor erfolgreich war. 

Nach Isolierung und vor Transduktion und Zytokinstimulierung wiesen maximal 3% der 

Monozyten eine Expression von CD1a auf. In Abb. 3.8 B ist die FACS-Analyse von 

stimulierten und z.T. transduzierten Zellen gezeigt. Die FACS-Analyse ergab, dass von den 
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nicht transduzierten Zellen - nach Stimulation mit IL-4, GM-CSF, IL-1 und TNF- - ca. 75 % 

der Zellen CD1a exprimierten, was auf eine erfolgreich Differenzierung zu DCs schließen 

lässt. Durch den HIV-1 Vektor konnte keine Transduktion erzielt werden aber auch hier 

exprimierten knapp 70% der Zellen CD1a. Von den durch den SIVsmmPBj-abgeleiteten Vektor 

transduzierten Zellen wiesen etwa 80% der Zellen eine Expression von CD1a auf. Von 

diesen CD1a-positiven Zellen waren 27% ebenfalls EGFP-positiv. Diese Zellen wurden also 

erfolgreich durch den PBj EGFP Vektor transduziert und besaßen weiterhin das Potential zur 

Differenzierung zu DCs.

3.3 Der Einfluß der viralen akzessorischen Proteine Vif, Vpx, Vpr und Nef auf die 
Transduktionseigenschaften von SIVsmmPBj

Wie in Abschnitt 3.1 beschrieben, bietet ein SIVsmmPBj-abgeleiteter Vektor bei der 

Transduktion von unstimulierten CD4+ T-Zellen keine Vorteile gegenüber einem HIV-1-

abgeleiteten Vektor. Es besteht allerdings ein Unterschied in der Transduktionseffizienz 

anderer ruhender Zellen. So ermöglicht ein auf SIVsmmPBj- basierender Vektor, im 

Gegensatzu zu HIV-1-abgeleiteten Vektoren, einen erfolgreichen Gentransfer sowohl in G0-

arretierte Zelllinien und Fibroblasten als auch in primäre humane Monozyten. Der Grund für 

diese Besonderheit ist bisher nicht bekannt. Ein Weg zur Erforschung der Unterschiede 

zwischen HIV-1 und SIVsmmPBj war die genauere Untersuchung der akzessorischen 

Gene/Proteine, denn neben verschiedenen anderen Sequenzunterschieden variieren HIV-1 

und SIVsmmPBj auch in ihren akzessorischen Genen und deren Eigenschaften. Wie ich 

bereits in meiner Diplomarbeit (Wolfrum, 2002) zeigen konnte, ist keines der akzessorischen 

Proteine allein essentiell für die Transduktion von G0-arretierten Zellen durch einen 

SIVsmmPBj-abgeleiteten Vektor. Für diese Versuche wurden Vektoren benutzt, bei denen die 

Expression von jeweils einem der insgesamt vier akzessorischen Proteine durch Mutationen 

der Start-Kodons inhibiert war. Da es nicht auszuschließen ist, dass eines der noch 

exprimierten Proteine die Aufgabe eines der ausgeschalteten kompensiert, sollte nun ein 

Vektorkonstrukt kloniert werden, bei dem keines der akzessorischen Proteine exprimiert 

werden kann. Dieses Konstrukt sollte auf verschiedenen G0-arretierten Zelllinien zur

Transduktion eingesetzt und mit Vektoren, die von SIVsmmPBj wt, HIV-1 und MLV abgeleitet 

sind, verglichen werden.
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3.3.1 Klonierung einer SIVsmmPBj Mutante mit funktionalen Deletionen aller 
akzessorischen Gene (pPBj 4xko)

Um den Einfluss der akzessorischen Proteine auf die Transduktions-Eigenschaften von 

SIVsmmPBj Vektoren zu testen, sollte die Expression aller akzessorischen Proteine durch 

Mutation der Start ATGs und Einfügen von jeweils mindestens einem zusätzlichen Stop-

Codon verhindert werden. Die Mutationen wurden so gewählt, dass sich in den 

überlappenden Leserahmen keine Aminosäureänderungen ergaben. Die eingefügten 

Mutationen sind in Abb. 3.9 dargestellt.

Abb. 3.9 Mutationen zur funktionalen Deletion der akzessorischen Gene. Dargestellt sind die Nucleotid- und 

Aminosäuresequenzen vor und nach der Mutagenese. Grün hervorgehoben sind die Start-ATG und rot die Stop-

Kodons. Die blauen Pfeile geben unbeabsichtigte Mutationen an.

Wie aus dieser Abbildung hervorgeht, entstanden bei der Insertion der Mutationen in das vpr

Gen zwei zusätzliche Mutationen. Da vpr mit keinem anderen Gen überlappt und die 

Expression diese Gens ausgeschaltet werden sollte, konnten diese beiden Mutationen 

vernachlässigt werden.

Um nun alle Gene in einem Konstrukt auszuschalten wurden aus den Subklonen pZeovif, 

pZeovpx und pZeovpr, die jeweils eines der akzessorischen Gene mit beschriebenen 

Mutationen kodieren (Wolfrum, 2002), über eine Polymerase Kettenreaktion (PCR, 

polymerase chain reaction) die entsprechenden Fragmente amplifiziert. Diese wurden 

anschließend durch eine weitere PCR fusioniert. Da die flankierenden Primer so gewählt 

wurden, dass sie über den in den pZeo-Konstrukten enthaltenen BclI und BstZ17I-

Schnittstellen liegen, konnte das PCR Fusionsfragment ebenfalls mit BclI und BstZ17I 

restringiert werden. Das SIVsmmPBj parental Konstrukt pPBj1.9 wurde mit den 

… T    start E … … N W I V …

…ACT  ATG GAG… …AAT  TGG ATA GTG…

…ACT ACG GAG… …AAT  TAG ATA GTG…

… T T E … … N     stop I V …

… A   start S …

…GCC  ATG TCA…

…GCC ACG  TAA…

… A T       stop … 

… K    start T E R P P E …

…AAA  ATG ACA  GAA AGA CCT CCA  GAA…

…AAA AGG ACA  TAA GGA CCT  CCT TAA…

… K R T     stop G P P    stop …

… S    start G … … S K K Q …

…AGT  ATG GGT… …TCC  AAG AAG CAG…

…AGT ACG GGT… …TCC  TAG AAG  TAG…

… S T G … … S     stop K     stop…

vif

vpr

vpx

nef

vor Mutagenese

nach Mutagenese

vor Mutagenese

nach Mutagenese
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Restriktionsenzymen BclI und BstZ17I geschnitten. Dabei wurde automatisch ein 1 kb 

großes Fragment aus dem env Leserahmen deletiert. Anschließend wurde das PCR-

Fragment mit dem geschnittenen pPBj1.9 ligiert. Daraus resultiert pPBjvif -/x -/r -. Die 

Klonierung ist schematisch in Abb. 3.10 dargestellt.

Abb. 3.10 Schematische Darstellung der Klonierung von pPBj vif-/x-/r-. Amplifikation der mutierten Elemente 

aus den entsprechenden Subklonen (pZeovif, pZeovpx, pZeovpr). Fusion dieser Fragmente und 

anschließende Insertion über BclI und BstZ17I in pPBj1.9.  funktionale Deletion des Gens,          

 Restriktionsschnittstelle.

Um die Mutation des Start ATGs von nef einzufügen wurden die Plasmide pPBjE.ATGnef, 

das diese Mutation bereits enthält, und pPBjvif -/x -/r - mit den Restriktionsenzymen BsmBI 

und NotI geschnitten. Das betreffende native Fragment wurde gegen das mit dem mutierten 

nef ATG substituiert. Das aus dieser Klonierung entstandene Plasmid pPBj 4x ko enthält 

keines der Start ATGs der akzessorischen Gene vif, vpx, vpr und nef, aber stattdessen 

mindestens ein zusätzliches Stop Kodon. Die Klonierung wurde durch eine Sequenzanalyse 

(MWGBiotech, Ebersberg) auf ihre Richtigkeit überprüft. Eine schematische Darstellung der 

Klonierung ist in Abb. 3.11 gezeigt.
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Abb. 3.11 Schematische Darstellung der Klonierung von pPBj 4x ko. Austausch des nef-Gens durch ein 

Start-ATG-mutiertes nef-Gen über die Restriktionsschnittstellen BsmBI und NotI.  funktionale Deletion des 

Gens,  Restriktionsschnittstelle

3.3.2 Untersuchung der Expression der mutierten akzessorischen Gene

Auf Grund der deletierten Start ATGs und der zusätzlich eingefügten Stop-Kodons sollte eine 

Expression der betreffenden Proteine ausgeschlossen sein. Um diese Annahme zu 

verifizieren, wurde eine Western Blot-Analyse durchgeführt. Zunächst wurden das 4x ko 

Konstrukt und ein VSV-G-kodierendes Plasmid in 293T Zellen kotransfiziert. Zwei Tage 

später wurden die im Überstand enthaltenen Vektorpartikel durch Ultrazentrifugation 

konzentriert, lysiert und anschließend normierte Proteinmengen für die Westernblot-Analyse

eingesetzt. Neben der vierfach-Deletionsmutante (PBj 4x ko) wurde als Positivkontrolle der 

PBjenv Vektor verwendet, da dieser noch alle akzessorischen Proteine beinhaltet. Als 

Negativkontrolle wurden Überstände von nicht-transfizierten Zellen eingesetzt. Zur 

Detektierung der einzelnen Proteine wurden kreuzreaktive monoklonale Antikörper gegen 

HIV-2 Vpx bzw. Nef und Immunseren gegen SIV Vif und Vpr eingesetzt. Wie in Abb. 3.12 zu 

sehen ist, konnte jedes der akzessorischen Proteine in dem mit pPBjenv generierten 

Vektoren nachgewiesen werden. Für den vierfach-Knockout Vektor (PBj 4x ko) konnte 

jedoch keines der Proteine detektiert werden. Dieses Ergebnis bestätigt die auf genetischer 

Ebene eingefügten Mutationen.
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Abb. 3.12 Ausgeschaltete Expression der akzessorischen Proteine der Knockout Mutante. Normierte 

Proteinmengen aus vektorhaltigen Überständen wurden durch eine Western Blot-Analyse auf die Expression der 

akzessorischen Gene untersucht. 

3.3.3 Arretierung von Zielzellen

Zur Evaluation der Transduktions-Eigenschaften verschiedener retro- bzw. lentiviraler 

Vektoren wurde in der Arbeitsgruppe „Medizinische Biotechnologie“ bereits ein 

Zellkulturmodel entwickelt (Mühlebach und Wolfrum et al., 2005), bei dem Zelllinien in den 

verschiedenen Phasen des Zellzyklus arretiert werden können, um so den ruhenden Zustand 

diverser primärer Zellen zu „imitieren“. Die etablierte Methode ist nicht auf alle Zellen 

übertragbar. Sowohl Ghost Zellen als auch Alpha-1 Zellen erwiesen sich für diese Methode 

als geeignet. Ghost Zellen sind von humanen Osteosarkomzellen abgeleitet (HOS). Diese 

Zellen kodieren ein durch HIV/SIV Tat induzierbares gfp-Gen. Bei Alpha-1 Zellen handelt es 

sich um diploide humane Fibroblasten in der 16. - 20. Passage nach Isolierung. Diese Zellen 

sind im Gegensatz zu den Ghost Zellen nicht immortalisiert.

Zur Arretierung der Zellen in der G1/S-Phase wurde der Polymeraseinhibitor Aphidicolin 

verwendet (Merril, 1998; Stitz et al., 2000). Die betreffenden Zielzellen wurden dazu 24 h in 

Aphidicolin-haltigem Medium kultiviert. Zur Arretierung in der G0-Phase wurden den konfluent 

gewachsenen Zellen durch Serumentzug die Wachstumsfaktoren entzogen (Merril, 1998; 

Mikami et al., 1997). Je nach verwendetem Zelltyp variierte die Durchführung leicht (z.B. G0-

Arretierung mit und ohne Ethanol; siehe Materialien und Methoden 2.7.5).

Da der DNA-Gehalt von Zellen während des Zellzyklus variiert, konnte die Arretierung der 

Zellen durch eine Anfärbung der DNA und anschließende Messung des DNA-Gehalts in 

einem fluoreszenzaktiviertem Zellsortierer (FACS, flourescent activated cellsorter, Becton 

Dickinson, FACScanTM) überprüft werden (Abb. 3.13, Tab. 3.1)
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Abb. 3.13 DNA-Gehalt unterschiedlich arretierter Zellen. Gezeigt sind FACS Analysen von Ghost/CXCR4 

(obere Reihe) und Alpha-1 (untere Reihe) Zellen, die unbehandelt (linke Spalte), Aphidicolin-behandelt (mittlere 

Spalte) oder durch Serumentzug (m/o EtOH, rechte Spalte) behandelt wurden. 

Tab. 3.1 Prozentualer Anteil der Zellen in den jeweiligen Zellzyklusphasen.

Unbehandelt 
[%]

Aphidicolin-
behandelt [%]

(EtOH Zusatz)
Serumentzug [%]

Ghost 60 76 90G1/G0

Alpha-1 74 60 94

Ghost 19 22 2S

Alpha-1 10 34 1

Ghost 21 2 8G2/M 

Alpha-1 16 6 5
Die Auswertung bezieht sich auf die in Abb. 3.7 gezeigten FACS-Analysen.

Wie anhand der ausgewerteten Daten zu sehen ist, fand je nach Behandlung der Zellen eine 

Verschiebung der Zellzyklusphasen statt. Diese entsprach dem erwarteten Ergebnis. Bei 

nicht manipulierten und somit proliferierenden Zellen befindet sich der größte Teil der Zellen 

(60% Ghost, 74% Alpha-1) in der G1/G0-Phase. Der Rest der Zellen ist verteilt auf S- und 

G2/M-Phase. Daß sich bei den Alpha-1 Zellen nur ein sehr geringer Anteil der Population in 

der S-Phase befindet, ist möglicherweise durch einen langsamer ablaufenden 

Replikationszyklus dieser Zellen zu erklären. Bei den mit Aphidicolin behandelten Zellen 

befinden sich kaum Zellen in der G2/M-Phase. In der G1/G0-Population kommt es zu keiner 

G
H

O
ST

/C
X

C
R

4

Proliferierend G1/S G0/G1

Al
ph

a-
1

Aphidicolin
behandelt

(EtOH Zusatz) 
Serumentzug

DNA-Gehalt

Ze
llz

ah
l

Unbehandelt



3. Ergebnisse

71

signifikanten Änderung. Allerdings häufen sich die Aphidicolin-behandelten Zellen in der S-

Phase an. Auch dieses Ergebnis war so zu erwarteten, da Aphidicolin keinen reinen G1-

Phasen-Arrest bewirkt, sondern einen G1/S-Phasen-Arrest. Wurde den Zellen Serum 

entzogen fand eine Akkumulation in G1/G0-Phase statt.

Ein Problem der verwendeten Zellzyklus-Nachweismethode ist die Tatsache, dass nicht 

zwischen G1- und G0-Phase unterschieden werden kann. Dennoch sind in den 

Histogrammen (Abb.3.13) deutliche Unterschiede zwischen den Ergebnissen für die 

Aphidicolin-behandelten und die durch Serumentzug arretierten Zellen zu erkennen. Für die 

Zellen, denen Serum entzogen wurde, ist ein sehr schmaler Peak für die G1/G0-Phasen-

Population zu sehen, wohingegen bei den Aphidicolin-behandelten Zellen die Peaks für 

G0/G1- und S-Phase zu einem breiten Peak verschmelzen. Die später in dieser Arbeit 

beschriebenen Ergebnisse der Transduktionsversuche mit HIV-1-Vektoren (siehe 3.3.4) 

geben zusätzliche Hinweise auf eine tatsächliche Arretierung der Zellen in G0- oder G1-

Phase.    

3.3.4 Transduktionseigenschaften von SIVsmmPBj 4xko im Vergleich zu anderen lenti-
und gammaretroviralen Vektoren

Nachdem nun ein SIVsmmPBj-Konstrukt vorlag, bei dem keines der akzessorischen Proteine 

exprimiert wird (PBj 4x ko), sollte dieser Vektor mit dem Wildtyp-abgeleiteten Vektor und 

zwei weiteren lenti- bzw. gammaretroviralen Vektoren verglichen werden. Bei dem 

lentiviralen Vektor handelte es sich um einen Luziferase-transferierenden HIV-1 Vektor, was 

hier jedoch nicht relevant ist, da der Gentransfer nicht anhand des Markergens, sondern 

durch Induktion von GFP (bei Ghost-Zellen) oder durch einen serologischen Nachweis der 

Tab. 3.2 Plasmid-Mengenverhältnisse für die Transfektion zur Generierung der angegebenen Vektoren.

Vektor Verpackungs-
konstrukt Transfervektor Hüllprotein-

konstrukt

MLV lacZ pHIT60
2

pMD-SldelS-Gal
2,5

pMD.G
1

HIV luc pNL4-3.luc.R-E-

5
pMD.G

1
PBjenv pPBjenv

10
pMD.G

1
PBj4x ko pPBj 4xko

10
pMD.G

1
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viralen Gene (bei Alpha-1 Zellen) nachgewiesen wurde (siehe 2.9.8). Der gammaretrovirale 

Vektor (MLV lacZ) transferiert ein lacZ Gen. Die vier verschiedenen Vektoren wurden durch 

transiente Transfektion in 293T Zellen generiert. Alle wurden mit dem Glykoprotein des 

Vesikulären Stomatitis Virus (VSV-G) pseudotypisiert. Die dabei eingesetzten Verhältnisse 

der jeweiligen Plasmide zueinander und die resultierenden Vektoren sind in Tab. 3.2 

zusammengefasst. Diese Vektoren wurden zur Transduktion der Zielzellen Ghost und Alpha-

1 eingesetzt, die sich in verschiedenen Phasen des Zellzyklus befanden. Um ein möglichst 

genaues Ergebnis zu erhalten, wurden die Vektoren zur Titration in verschiedenen 

Verdünnungsstufen eingesetzt. Die Zellen wurden vier Tage nach Transduktion analysiert. 

Transduzierte Ghost Zellen exprimieren gfp und konnten direkt im                                       

Abb. 3.14 Transduzierte Ghost und Alpha-1 Zellen. Die Zielzellen wurden in unterschiedlichen 

Zellzyklusphasen arretiert und mit den angegebenen Vektoren Transduziert. Vier Tage nach Transduktion wurden 

die Zellen analysiert. Der obere Teil derAbbildung zeigt Ghost Zellen, die nach erfolgreicher Transduktion gfp 

exprimieren. Im unteren Teil sind transduzierte Alpha-1 Zellen nach einer Immunfärbung gezeigt. Dabei wurde für 

den Nachweis der Transduktion mittels des HIV-1 Vektors ein HIV-1 Serum verwendet und für eine SIVsmmPBj-

vermittelte Transduktion ein kreuzreaktives HIV-2 Serum. Die Transduktion durch den MLV-abgeleiteten Vektor 

wurden auf beiden Zellen durch eine -Galaktosidase-Färbung nachgewiesen. 
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Fluoreszenzmikroskop analysiert werden. Die Transduktion von Alpha-1 Zellen wurde mittels

einer Immunfärbung der viralen Genprodukte nachgewiesen. Da der MLV-abgeleiteten 

Vektor ein -Galaktosidase-Gen transferiert, wurde die Transduktion durch eine -Gal-

Färbung nachgewiesen. Die Ergebnisse eines repräsentativen Experiments sind in Abb. 3.14

dargestellt.

Wie auf den mikroskopischen Bildern gut zu erkennen ist, wurden mit den Referenz-

Vektoren die erwarteten, bereits beschriebenen Ergebnisse erzielt (Mühlebach und 

Wolfrum et al., 2005). Der MLV-abgeleitete Vektor kann ausschließlich proliferierende Zellen 

transduzieren, wohingegen der HIV-abgeleitete Vektor sowohl proliferierende als auch in G1-

Phase arretierte Zellen transduzieren kann; nicht jedoch die durch Serumentzug arretierten 

Zellen. Da HIV-1 Vektoren keine G0-arretierten Zellen transduzieren können, ist dies ein 

weiteres Indiz dafür, dass sich die durch Serumentzug arretierten Zellen tatsächlich in der 

G0-Phase befinden. Der PBjenv Vektor konnte Zellen in allen Phasen des Zellzyklus 

transduzieren, auch die G0-arretierten Zellen. Der hier getestete vierfach-Knockout Vektor 

(PBj 4x ko) verhielt sich genau wie der PBjenv Vektor und konnte trotz des Fehlens aller 

akzessorischer Proteine auch die G0-arretierten Zellen transduzieren. 

In Abb. 3.15 sind die Daten aus drei unabhängigen Experimenten graphisch 

zusammengefasst. Dazu wurden die Titer, die auf proliferierenden Zellen erzielt wurden,

gleich hundert Prozent gesetzt und die Titer auf den arretierten Zellen in Relation dazu 

angegeben, was als relative Transduktionseffizienz bezeichnet wurde.

Abb. 3.15 Transduktion von Zellen in unterschiedlichen Zellzyklusphasen. Dargestellt sind die Mittelwerte 

aus drei unabhängigen Versuchen. PBjenv, HIV luc, MLV lacZ, PBj 4x ko     

Wie auf den Diagrammen deutlich zu erkennen ist, waren die erzielten Ergebnisse 

unabhängig von der verwendeten Zelllinie. Die Transduktionseffizienz sank auf G1-arretierten 

Zellen auf 50-60% ab. Das gilt sowohl für den verwendeten HIV-1- abgeleiteten Vektor als 

auch für beide PBj-abgeleiteten Vektoren. Die G0-arretierten Zellen wurden ausschließlich 
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von den PBj-abgeleiteten Vektoren transduziert. Hier hatte sich die Transduktionseffizienz  

weiter verringert und lag bei etwa 20%. Dabei gab es keine signifikanten Unterschiede 

zwischen dem PBjenv und dem PBj 4x ko Vektor.

Diese Ergebnisse, die unabhängig voneinander auf zwei unterschiedlichen Zelltypen 

reproduziert werden konnten, zeigen, dass keines der akzessorischen Proteine für die 

Transduktion von arretierten Zellen benötigt wird. 

3.4 Einfluss von Vpx auf die Transduktion von primären humanen Monozyten

Nun sollte getestet werden, ob die auf arretierten Zelllinien erzielten Ergebnisse auch auf 

primäre ruhende Zellen übertragbar sind. Daher sollte der SIVsmmPBj-abgeleitete 4x ko 

Vektor auf primären humanen Monozyten getestet werden. Monozyten befinden sich in 

einem ruhenden Zustand und können von dem PBj-wt-abgeleiteten Vektor, nicht allerdings 

von einem HIV-1-abgeleiteten Vektor transduziert werden (Mühlebach und Wolfrum et al., 

2005). Diese Versuche wurden von J. Kaiser im Rahmen einer von mir betreuten 

Diplomarbeit in der Abteilung „Medizinische Biotechnologie“ am Paul-Ehrlich-Institut 

bearbeitet. Die Experimente wurden mit einem vierfach-Knockout Vektor durchgeführt (PBj 

4x ko EGFP), der ein egfp-Gen transferiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.16 dargestellt. Mit 

dem Wildtypvektor (PBj EGFP) wurde bereits an Tag eins nach Isolierung eine 

Transduktionseffizienz von knapp 50% erreicht. Trugen allerdings alle vier akzessorischen 

Gene eine funktionale Mutation, ging die Fähigkeit zur Transduktion von Monozyten verloren.

Somit scheinen unterschiedliche Mechanismen bei der Transduktion ruhender Zellen aktiv zu 

sein, die im Folgenden näher untersucht wurden. 

Abb. 3.16 Transduktion von Monozyten durch einen SIVsmmPBj-abgeleiteten Vektoren mit (PBj EGFP) und 
ohne (4x ko) akzessorische Proteine. Transduktion an verschiedenen Tagen nach Isolierung mit einer moi von 

10. PBj EGFP, 4x ko. Das Diagramm wurde aus J. Kaisers Diplomarbeit (2004) entnommen.
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Nun sollte ermittelt werden, welches der fehlenden akzessorischen Proteine für die 

Transduktion von Monozyten nötig ist. 

1996 wurde zum ersten Mal beschrieben, dass Vpx für die Replikation von SIVsmmPBj in 

primären Makaken-Makrophagen essentiell ist (Fletcher et al., 1996). Diese Beobachtung 

wurde später von der Gruppe um V.M. Hirsch bestätigt und darüber hinaus durch in vivo 

Studien ergänzt. Dabei konnte gezeigt werden, dass die auf Vpx zurückzuführende 

Möglichkeit der Infektion von Makrophagen in vivo eine zentrale Rolle bei der lokalen 

Virusreplikation und der Rekrutierung noch nicht infizierter Zellen spielt (Hirsch et al., 1998). 

3.4.1 Klonierung verschiedener Vpx-Expressionskonstrukte

Um zu testen, ob Vpx auch für die Transduktion von primären humanen Monozyten durch 

einen SIVsmmPBj-abgeleiteten Vektor essentiell ist, sollte der PBj 4x ko EGFP Vektor, der 

selbst keines der akzessorischen Gene exprimiert, mit dem Vpx Protein supplementiert 

werden. Es wurden zunächst verschiedene Vpx-Expressionskonstrukte generiert (Abb. 3.17), 

um so das Protein durch Kotransfektion in den entsprechenden Verpackungszellen in trans

zur Verfügung zu stellen.

Abb. 3.17 Schematische Darstellung der Vpx Expressionsplasmide. pVpx exprimiert das SIVsmmPBj Wildtyp 

Vpx Protein. pHAvpx exprimiert ein N-terminal HA-markiertes Vpx und pvpxCterHA kodiert für ein C-terminal 

markiertes Vpx. CMV, Cytomegalovirus Promoter; pA, polyA Sequenz des bovinen Wachstumshormon-Gens; 

HA, Hämagglutinin-Markierung

Als Basis dieser Expressionsplasmide diente pcDNA3.1(+) (Invitorgen, Carlsbad, USA), 

welches zwischen einem CMV-Promoter und einer poly A Sequenz eine Schnittstellen für 

multiple Restriktionsendonukleasen (MCS, multiple cloning site) besitzt. Aus dem 

Molekularklon pPBj1.9 wurde über eine Polymerase Kettenreaktion (PCR, polymerase chain 

reaction) das vpx Gen amplifiziert. Über entsprechende Primer wurde N-terminal eine 

EcoRI–Schnittstelle und C-terminal eine XhoI–Schnittstelle angefügt. Für die Konstrukte 

pHAvpx und pvpxCterHA wurde ebenfalls über die Primer eine bestimmte Peptidsequenz 

pVpx

pHAvpx

pvpxCterHA

pAvpxCMV

pAvpxCMV HA

pAvpxCMV HA
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des Hämagglutinin-Proteins aus dem Influenza A Virus eingefügt, ein sogenannter HA-tag. 

Diese Proteinmarkierung sollte die spätere Detektion der Proteine erleichtern. Die jeweiligen 

Amplifikate wurden mit den entsprechenden Enzymen verdaut und in den ebenfalls 

restrigierten Plasmid-Vektor inseriert. Durch eine Sequenzanalyse (MWG Biotech, 

Ebersberg) wurden diese Konstrukte auf ihre Richtigkeit überprüft.

3.4.2 Verpackung von Vpx in SIVsmmPBj-abgeleitete Vektoren

Nun sollte überprüft werden, ob das exogene, in trans zur Verfügung gestellte Vpx in 

SIVsmmPBj-abgeleiteten Vektorpartikel, die selbst keines der akzessorischen Gene kodieren, 

verpackt werden kann. 

Dazu wurde das 4x ko Konstrukt zusammen mit jeweils einem der Vpx-Expressionsplasmide 

in 293T Verpackungszellen kotransfiziert. Sowohl die zu testenden Konstrukte als auch die 

Kontrollen wurden mit VSV-G pseudotypisiert. Die Vektorpartikel wurden durch 

Ultrazentrifugation konzentriert und für eine Western Blot-Analyse eingesetzt. Als 

Positivkontrolle diente der PBj EGFP Vektor, der alle akzessorischen Gene kodiert. Als 

Negativkontrolle wurden die Überstände von nicht-transfizierten 293T Zellen benutzt. Diese 

wurde auch in den folgenden Versuchen benutzt, weshalb nicht jeweils gesondert darauf 

eingegangen wird. Als weitere Negativkontrolle wurde der 4x ko Vektor genutzt, bei dem alle 

akzessorischen Gene deletiert sind. Zur Detektierung von Vpx wurde ein mit SIVsmmPBj 

kreuzreagierender anti-HIV-2-Vpx Antikörper oder ein gegen den bei zwei Vpx-Konstrukten 

vorhandenen HA-tag gerichteter Antikörper verwendet. Mit einem gegen die p27 Domäne 

des viralen Gag-Proteins gerichteten Antikörper sollte gezeigt werden, dass für jeden Ansatz 

etwa vergleichbare Mengen Protein eingesetzt wurden. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.18

gezeigt. In allen Proben (mit Ausnahme der Negativkontrolle) konnte p27 detektiert werden, 

wenn auch nicht in vergleichbaren Mengen. Durch den gegen Vpx gerichteten Antikörper 

konnten das endogene Vpx des PBj EGFP, das nicht markierte Vpx und das C-terminal HA-

markierte Vpx in Partikeln nachgewiesen werden (Spur 2, 4, 6). Das N-terminal HA-

markierte Vpx wurde durch den anti-Vpx Antikörper nicht erkannt. Das lässt darauf 

schließen, dass die Bindungsstelle für den Antikörper durch die HA-Markierung nicht mehr 

zugänglich ist. Durch den anti-HA Antikörper konnte anschließend jedoch auch das N-

terminal HA-markierte Vpx in Partikeln detektiert werden (Spur 5), wohingegen für das C-

terminal HA-markierte Vpx bei der Verwendung des anti-HA Antikörper nur eine schwache 

Bande zu sehen war (Spur 6), wohingegen für dieses Vpx bei der Verwendung des anti-Vpx 

Antikörpers eine sehr intensive Bande zu erkennen war. Es kann also davon ausgegangen 
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werden, dass in diesem Fall die Antikörper-Bindungsstelle an der HA-Markierung durch die 

Fusion an Vpx eingeschränkt wird. 

Abb. 3.18 Verpackung von Vpx in den von SIVsmmPBj-abgeleiteten 4x ko Vektor. Vektorhaltige Überstände 

wurden für eine Western Blot-Analyse eingesetzt. Oberste Reihe: Detektion von Gag p27. Mittlere Reihe: 

Detektion von Vpx. Untere Reihe: Detektion des HA-markierten Vpx.

3.4.3 Transduktion von Monozyten mit Vpx-supplementierten SIVsmmPBj 4x ko 
Vektoren

Um nun zu testen, ob das in trans zur Verfügung gestellte Vpx Protein einen Einfluss auf die 

Transduktion primärer humaner Monozyten hat, wurden PBj 4x ko Vektoren generiert, die 

eines der beschriebenen in trans zur Verfügung gestellten Vpx-Konstrukte verpacken. Alle 

Vektoren wurden mit VSV-G pseudotypisiert. Als Positivkontrolle diente der PBj EGFP 

Vektor, der alle akzessorischen Proteine kodiert und primäre humane Monozyten 

transduzieren kann. Als Negativkontrollen diente der 4x ko Vektor, der die Fähigkeit zur 

Transduktion von primären Monozyten verloren hat. In drei unabhängigen Experimenten 

wurden Monozyten aus dem Blut von drei freiwilligen, gesunden Spendern über einen Ficoll-

Gradienten und anschließende Negativdepletion isoliert. Diese Zellen wurden an 

verschiedenen Tagen nach Isolierung mit den verschiedenen Vektoren mit einer moi von 5 

transduziert und sieben Tage später im Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. In Abb. 3.19

sind die Ergebnisse eines Experiments mit einem repräsentativen Donor gezeigt. Deutlich zu 

sehen ist, dass die Eigenschaft zur Transduktion primärer humaner Monozyten durch die 

Supplementierung des 4x ko Vektors mit dem Vpx Protein wieder hergestellt werden konnte. 

Bereits an Tag 1 nach Isolierung konnten die supplementierten Vektoren die Monozyten 

transduzieren. Die Daten aller Donoren sind in Abb. 3.20 graphisch zusammengefasst. Der 

4x ko Vektor verhielt sich wie bereits bekannt; er war nicht dazu in der Lage, Monozyten 
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effizient zu transduzieren. Erst nach dem siebten Tag der Kultivierung, nachdem die 

Monozyten bereits zu Makrophagen differenziert waren, war eine Transduktionsrate von 

Abb. 3.19 Transduktion primärer humaner Monozyten mit Vpx-supplementierten PBj 4x ko Vektoren.

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Monozyten bzw. vollständig differenzierten Makrophagen, die am 

angegebenen Tag nach Isolierung transduziert wurden. Die Analyse erfolgte sieben Tage nach Transduktion. Es 

ist ein repräsentatives Ergebnis gezeigt. 200x Vergrößerung, Maßstab 100µm 

Abb. 3.20 Transduktionseffizienz der verschiedenen Vpx-supplementierten PBj 4x ko Vektoren auf 

primären humanen Monozyten. Angegeben ist jeweils der prozentuale Anteil EGFP-exprimierender Monozyten 

bzw. Makrophagen. Die Zellen wurden an den angegebenen Tagen mit einer moi von 5 transduziert und sieben 

Tage später analysiert. Dargestellt sind die Durchschnittswerte aus drei Experimenten mit jeweils drei Donoren.             

PBj EGFP, 4x ko Vpx, 4x ko VpxCterHA, 4x ko VpxHA, 4x ko   
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weniger als 5% detektierbar. Alle in trans zur Verfügung gestellten Vpx Proteine konnten die 

Transduktionsfähigkeit der 4x ko Vektoren wiederherstellen. Dabei war der 4x ko Vektor 

supplementiert mit dem wt Vpx oder dem C-terminal HA-markierten Vpx genauso effizient 

wie der PBj EGFP Vektor. Der 4x ko Vektor, der mit dem N-terminal HA-markiertem Vpx 

supplementiert wurde, erzielte insgesamt eine geringere Transduktionseffizienz. 

Offensichtlich führte diese Markierung zu einer Einschränkung der Vpx Funktion.

3.4.4 Läßt sich die Fähigkeit zur Transduktion primärer Monozyten durch PBj Vpx auf 
HIV-1-abgeleitete Vektoren übertragen?

HIV-1 und die davon abgeleiteten Vektoren kodieren kein vpx Gen und sind nicht dazu in der 

Lage, Monozyten zu transduzieren. Nun sollte untersucht werden, ob SIVsmmPBj Vpx einen 

Einfluss auf die Transduktionsfähigkeit von Monozyten durch HIV-1-abgeleitete Vektoren hat. 

Dazu sollten HIV-1 Vektoren mit dem SIVsmmPBj Vpx Protein supplementiert werden. 

Zunächst wurde dies auf die gleiche Methode versucht, wie bei dem SIVsmmPBj 4x ko Vektor. 

Es wurde ein Vpx-Expressionsplasmid mit dem HIV-1 Vektorkonstrukt kotransfiziert und die 

entstehenden Partikel im Western Blot auf die Verpackung von Vpx untersucht. Als 

Positivkontrolle wurde der mit dem N-terminal HA-markierten Vpx supplementierte 4x ko 

Vektor verwendet. Die Ergebnisse sind in Abb.3.21 gezeigt. Wie der Nachweis des Gag 

Proteins p27 (SIV) bzw. p24 (HIV) zeigt, wurden etwa gleiche Proteinmengen eingesetzt. Es 

stellte sich jedoch heraus, dass keine Verpackung von SIVsmmPBj Vpx in HIV-1 Partikel 

stattfand. Daher wurden die im Folgenden beschriebenen Strategien gewählt, um SIVsmmPBj 

in HIV-1 Partikel zu verpacken.

Abb. 3.21 Verpackung von SIVsmmPBj Vpx in HIV-1 Partikel. Vektorhaltige Überstände wurden für eine 

Western Blot-Analyse eingesetzt. Obere Reihe: Detektion von Gag p27 (SIV) bzw. p24 (HIV-1) Untere Reihe: 

Detektion des HA-markierten SIVsmmPBj Vpx.
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3.4.5 Inkorporation von SIVsmmPBj Vpx durch Modifikation von HIV-1 Vektorpartikeln 

Es ist bekannt, dass SIVsmmPBj Vpx über eine Interaktion mit der p6 Domäne des Gag 

Proteins in SIV Partikel inkorporiert wird (Accola et al., 1999; Selig et al.,1999). Auch HIV-1 

Vpr wird über eine solche Interaktion in HIV-1 Partikel inkorporiert (Jenkins et al., 2001). 

Vergleicht man die p6 Domänen von HIV-1 und SIVsmmPBj, so fällt auf, dass ein in der HIV-

2/SIVsm/SIVmac Gruppe konservierter Bereich (AS 23-52) in der p6 Domäne von HIV-1 

nicht vorhanden ist (Abb.3.22). Möglicherweise ist dieser Bereich für die Verpackung von 

Vpx in Partikel verantwortlich.

Abb. 3.22 Vergleich der Aminosäuresequenz der p6 Domäne verschiedener Lentiviren. Gelb unterlegt: 

Beginn des Protease-Leserahmens, rot: Verpackungs-Motiv für SIV Vpx bzw. HIV-1 Vpr, grün: Aminosäure-

Austausch im Vergleich zur Konsensussequenz, blau: Aminosäuren mit gleichen Eigenschaften wie die des 

Verpackungs-Motivs; kons, Konsensussequenz.  

3.4.5.1 Verpackung von SIVsmmPBj Vpx in modifizierte HIV-1 Vektorpartikel

Die Verpackung von SIVsmmPBj Vpx in HIV-1 Partikel sollte daher durch eine Modifikation der 

HIV-1 p6 Domäne erzielt werden. Es wurden zwei Konstrukte generiert. Bei pHIVp6 wurde 

die gesamte p6 Domäne gegen die von SIVsmmPBj (AS 1-59) ausgetauscht, und bei dem 

zweiten Konstrukt pHIV LC wurden die Aminosäuren 23-52 der SIVsmmPBj p6 Domäne an 

entsprechender Stelle in die HIV-1 p6 Domäne eingefügt. Beide Konstrukte sind schematisch 

in Abb. 3.23 dargestellt. Die Konstrukte pHIVp6 und pHIV LC wurden mit dem N-terminal 

HA-markierten Vpx-Expressionskonstrukt kotransfiziert und die entstandenen Partikel 

wurden im Western Blot auf die Verpackung von Vpx untersucht. Als Negativkontrolle wurde 

der HIV-1-abgeleitete Vektor (HIV EGFP) mit und ohne kotransfiziertes N-terminal 

markiertem Vpx benutzt. 

Verpackung von HIV-2/SIVsm/SIVmac Vpx/Vpr Verpackung von HIV-1 Vpr

DXAXXL L                                                        LXXLF  

1 10 20     30 40 50 60 70        
HIV-2 PVAQ VPQGLTPTAPPVDPAVDL LEKYMQQGKRQREQRERPYKEVTEDLLH LEGGETP YREPPTEDLLHL N      SLFG KD Q
kons.

PBj PMAQMPQGLTPTAPPEDPAVDL LKNYMKMGRRQRENRERPYKEVTEDLLHL                                                 N SLFG E D Q

NL4-3 LQSRPEPTAPPEESFRFG EETTTPSQKQEP ID LE LYPL ASLRSLFG SDPSSQ

HIV-1 LQSRPEPTAPPEESFRSG VETTTPPQKQEP I D LE LYPL TSLRSLFG NDPSSQ
kons. 1 10                     20 30 40  50                        

Protease
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Abb. 3.23 Schematische Darstellung der HIV-1-abgeleiteten Vektoren mit modifizierter p6 Domäne. Braun: 

gesamte SIVsmmPBj p6 Domäne (AS 1-59); orange: AS 23-52 der SIVsmmPBj p6 Domäne

Abb.3.24 Analyse der Verpackung von SIVsmmPBj Vpx in HIV-1 Partikel. Vektorhaltige Überstände wurden 

über ein SDS-Gel getrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran geblottet. Obere Reihe: Detektion von Gag p55 

Mittlere Reihe: Detektierung von Gag p27 (SIV) bzw. p24 (HIV-1) Untere Reihe: Detektion des HA-markierten 

Vpx.

Wie in der Abb. 3.24 deutlich zu erkennen ist, wurde Vpx in beide modifizierten HIV-

Konstrukte verpackt. Die Negativkontrolle (Spur 3) ergab erneut, dass Vpx nicht in HIV-1 

Partikel verpackt wird. Es ist allerdings auffällig, dass bei dem HIV p6 Konstrukt, bei dem die 

gesamte p6 Domäne ausgetauscht wurde, nur eine schwache p24 Bande zu sehen war, 

wohingegen die p55 Bande sehr stark war. p55 ist ein Vorläuferprotein, das während der 

Partikelreifung durch die virale Protease prozessiert wird; dabei entsteht p24. Da die p6 

Domäne mit dem Leserahmen der viralen Protease überlappt, wurde durch den Austausch 

möglicherweise die Aktivität dieses Enzyms eingeschränkt. Dies würde die schwache p24 

Bande erklären. Darüber hinaus stellte sich in den Transduktionexperimenten heraus, dass 
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die entstandenen HIV p6 Partikel nicht infektiös waren, was ebenfalls für eine eingeschränkt 

ablaufende Partikelreifung spricht.

3.4.5.2 Verpackung eines HIV-1 Vpr/ SIVsmmPBj Vpx-Fusionsproteins in HIV-1 
Vektorpartikel

Neben dem Versuch, durch eine Modifikation der HIV-1 Vektorpartikel eine Verpackung von 

SIVsmmPBj Vpx zu ermöglichen, wurde eine Manipulation des Vpx-Proteins vorgenommen.

Durch eine Fusion von SIVsmmPBj Vpx an HIV-1 Vpr sollte die Inkorporation bewerkstelligt 

werden, denn das endogene Vpr wird auf natürlichem Weg in HIV-1 Partikel verpackt. Für 

die Verpackung von HIV-1 Vpr ist der N-terminale Teil (AS 1-73) dieses Proteins 

ausreichend (Mahalingam et al., 1997). Daher wurde nur dieser Teil über eine Fusions-PCR 

an SIVsmmPBj Vpx fusioniert. Da es nicht ausgeschlossen werden konnte, das solch eine 

Fusion zu einer Inhibition der Eigenschaften von SIVsmmPBj Vpx führt (z.B. durch sterische 

Blockierungen), sollte eine Separation der einzelnen Proteine ermöglicht werden. Daher 

wurde eine HIV-1-Proteaseschnittstelle zwischen Vpr und Vpx eingefügt. Diese Schnittstelle 

(GTCAGCCAAAATTACCCTATAGTGCAGAAC) ist hoch konserviert und dient auch als 

Substrat für die Protease von SIVsmmPBj. Die Sequenz dieser Proteaseschnittstelle wurde 

durch spezifische Primer mittels einer PCR zwischen den N-terminalen Teil des HIV-1 Vpr 

und SIVsmmVpx eingebracht. Zur einfacheren Detektion wurde das Vpx Protein an seinem C-

terminalen Ende mit einem HA-tag markiert. Das Fusionsprotein wurde in das 

Expressionsplasmid pcDNA3.1(+) (Invitorgen, Carlsbad, USA) inseriert. Das 

Expressionskonstrukt pVprPrXHA ist in Abb. 3.25 schematisch dargestellt.

Abb. 3.25 Schematisch Darstellung des HIV-1 Vpr/SIVsmmPBj Vpx Fusionsprotein-Expressionskonstrukts.

Blau: Position der Proteaseschnittstelle; CMV, Cytomegalovirus Promoter; pA, polyA Sequenz des bovinen 

Wachstumshormon-Gens; HA, Hämagglutinin-Markierung

Um dieses Konstrukt auf seine Verpackung sowohl in SIVsmmPBj als auch HIV-1 Partikel zu 

überprüfen, wurde es mit dem 4x ko bzw. dem HIV-1-abgeleiteten Vektorkonstrukt in 293T 

Zellen kotransfiziert und die entstandenen Partikel im Western Blot analysiert. Als 

pAvpxCMV HAHIV-1vpr

HIV-1 Protease
Schnittstelle

pVprPrXHA

GTCAGCCAAAATTACCCTATAGTGCAGAAC
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Negativkontrolle diente der 4x ko PBj Vektor allein sowie das HIV EGFP Konstrukt mit und 

ohne kotransfiziertem nicht-fusioniertem Vpx. Die Western Blot- Analyse ist in Abb. 3.26

gezeigt. Die Detektierung von p27 bzw. p24 zeigte, dass etwa gleiche Proteinmengen 

eingesetzt wurden. Für das 4x ko und das HIV EGFP Konstrukt, die mit dem Fusionsprotein-

Expressionskonstrukt kotransfiziert wurden (Spur 3 und 7) konnten durch den  -HA-

Antikörper zwei Banden detektiert werden. Die obere Bande stellt das nicht-gespaltene 

Fusionsprotein dar. Die untere Bande repräsentiert die gespaltene Form, von der mit dem -

HA-Antikörper allerdings nur das HA-markierte Vpx detektiert werden kann. Diese 

Ergebnisse zeigen, dass das Fusionsprotein sowohl von SIVsmmPBj als auch von HIV-1 

Partikeln verpackt werden kann und die Spaltung durch die virale Protease in beiden 

Partikeln stattfindet.

Abb. 3.26 Verpackung des Fusionsproteins VprPrVpxHA in HIV-1 Partikel. Vektorhaltige Überstände wurden 

über ein SDS-Gel getrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran geblottet. Obere Reihe: Detektierung von Gag 

p27 (SIV) bzw. p24 (HIV-1) Untere Reihe: Detektion des HA-markierten Vpx.

3.4.5.3 Transduktion von Monozyten mit Vpx-supplementierten HIV-1-abgeleiteten 
Vektoren

Nun sollte getestet werden, ob die mit SIVsmmPBj supplementierten HIV-1 Vektoren dazu in 

der Lage sind, humane Monozyten zu transduzieren. Es wurden sowohl HIV-1 

Wildtypvektoren mit dem Vpr/Vpx-Fusionsprotein (HIV VprXHA) als auch an der p6 Domäne 

mutierte HIV-1 Vektoren mit SIVsmmPBj Vpx (HIV LC Vpx) generiert. Des weiteren sollte der 

mit dem Vpr/Vpx-Fusionsprotein supplementierte PBj 4x ko Vektor auf seine Fähigkeit zur 

Transduktion von Monozyten getestet werden. Als Positivkontrolle diente der mit Vpx 

supplementierte PBj 4x ko Vektor. Als Negativkontrollen diente der HIV-1 Wildtypvektor. Alle 

Vektoren wurden mit VSV-G pseudotypisiert. In drei unabhängigen Experimenten wurden 
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Monozyten aus dem Blut von drei feiwilligen, gesunden Spendern über einen Ficol-

Gradienten und anschließende Negativdepletion isoliert. Diese Zellen wurden an 

verschiedenen Tagen nach Isolierung mit den verschiedenen Vektoren mit einer moi von 10 

transduziert und sieben Tage später mittels des Fluoereszenzmikroskops ausgewertet. Wie 

aus Abb. 3.27 deutlich wird, war keiner der Vpx-supplementierten HIV-1 Vektoren dazu in 

der Lage, Monozyten zu transduzieren. Allerdings konnte auch der mit dem Vpr/Vpx-

Fusionsprotein supplementierte PBj 4x ko Vektor keine Monozyten transduzieren. Dies 

deutet darauf hin, dass das Vpx Protein trotz Abspaltung von dem fusionierten HIV-1 Vpr 

nicht funktionell ist. 

Abb. 3.27 Transduktionseffizienz der verschiedenen Vpx-supplementierten HIV-1 Vektoren auf primären 
humanen Monozyten. Angegeben ist jeweils der prozentuale Anteil egfp-exprimierender Monozyten bzw. 

Makrophagen. Die Zellen wurden an den angegebnen Tagen mit einer moi von 10 transduziert und sieben Tage 

später analysiert. Dargestellt sind die Durchschnittswerte aus drei Experimenten. PBj EGFP, HIV EGFP,      

HIV VprXHA, HIV LC Vpx, 4x ko VprXHA  

3.5 Konstruktion eines von SIVsmmPBj abgeleiteten Dreiplasmid-Vektor-Systems

Für die Gentherapie mit viralen Vektoren ist es von großer Bedeutung, die verwendeten 

Systeme so sicher wie möglich zu machen. Der erste Schritt ist dabei, die Information zur 

Generierung eines Vektors auf drei Plasmide aufzuteilen und dabei so wenig wie möglich 

virale Genabschnitte beizubehalten. Bei den drei Plasmiden handelt es sich zum einen um 

ein Verpackungskonstrukt, das für die zur Partikelbildung notwendigen Proteine kodiert. Auf 

einem weiteren Plasmid befinden sich als einzige virale Bestandteile die für die reverse 

Transkription und Integration essentiellen Teile: die LTRs und das Verpackungssignal (). 
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einen eigenen, heterologen Promotor reguliert wird. Auf dem dritten Plasmid wird das 

Hüllprotein zur Verfügung gestellt, bei dem es sich nicht um das homologe Env-Protein 

handeln muss. Da die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Vektoren ausschließlich mit 

VSV-G pseudotypisiert wurden, musste kein neues Hüllproteinexpressionskonstrukt 

generiert werden.   

3.5.1 Konstruktion des Transfervektors pPBj trans

Wie bereits beschrieben, sollte der Transfervektor nur noch die für die reverse Transkription 

und Integration essentiellen viralen Bestandteile beinhalten, denn die genetische Information 

des Transfervektors gelangt in die Zielzelle und wird dort in das Genom der Wirtszelle 

integriert. Im Folgenden wird die Entwicklung des SIVsmmPBj-abgeleiteten Transfervektors 

pPBj trans beschrieben. 

Als Ursprung für den von SIVsmmPBj abgeleiteten Transfervektor diente das env-deletierte 

Konstrukt pPBjenv. Der erste Schritt war die Mutation des gag Start ATGs, welche durch 

eine Fusions-PCR eingefügt wurde. Da das Verpackungssignal mit dem 5’-Ende von gag

überlappt, war eine vollständige Deletion dieses Gens nicht möglich. Für die PCR wurden die 

äußeren Primer so gewählt, dass sie jeweils über einer definierten Einzel-

Restriktionsschnittstelle liegen. Die inneren Primer waren komplementär zu dem Bereich um 

das Start ATG, jedoch enthielten sie anstelle der ATG-Startsequenz die Sequenz ACG. Mit 

diesen Primern wurden zunächst zwei separate Fragmente aus pPBjenv amplifiziert und in 

einer dritten PCR fusioniert. Sowohl das entstandene Fragment als auch das 

Ausgangsplasmid wurden mit KasI und BsmI verdaut und anschließend das PCR-Fragment 

in das PBjenv Konstrukt ligiert. Das entstandene Konstrukt pPBjATG wurde durch eine 

Sequenzanalyse (MWG Biotech, Ebersberg) überprüft. Die Klonierung ist schematisch in 

Abb. 3.28 dargestellt.
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Abb. 3.28 Schematische Darstellung der Klonierung zur Deletion des gag Start-ATG. A) Amplifikation des 

Bereiches um das gag Start ATG mit modifizierten Primern zum Basenaustausch von ATG zu ACG. Fusion der 

beiden Fragmente und Insertion in das parentale Plasmid über die Restriktionsschnittstellen KasI und BsmI. B) 

Primersequenz und Bindungsstelle am gag Start-ATG. 

Die nächsten Klonierungsschritte sind in Abb. 3.29 dargestellt. Es wurde ein Reportergen 

inseriert, um auf einfachem Weg die Funktionalität der einzelnen Transfervektor-

Vorläuferkonstrukte testen zu könne. Dazu wurde aus dem Konstrukt pEGFP-N1, welches 

ein durch einen CMV-Promotor reguliertes egfp-Gen enthält, die Promotor-Reportergen-

Kassette durch die Restriktionsenzyme AfeIII und NotI herausgeschnitten. Nach Erzeugung 

von „glatten Enden“ durch die Klenow-Polymerase wurde das Fragment in das zuvor mit 

SnaBI linearisierte pPBjATG ligiert. Das resultierende Plasmid pPBjATG.EGFP wurde 

durch eine Sequenzanalyse (MWG Biotech, Ebersberg) überprüft.

Durch die nächsten Klonierungsschritte sollten unnötige Bereiche des viralen Genoms 

deletiert werden. Dazu wurde zunächst über die Restriktionsschnittstellen BsmI und SpeI ein 
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2,8 kb großer Bereich aus dem gag/pol-Leserahmen deletiert. Durch Auffüllen der Enden 

durch die Klenow-Poymerase und anschließende Religation entstand das Plasmid 

pPBjgapoEGFP. 

Der folgende Schritt führte zur Deletion des 3’-Endes der pol-Region und der akzessorischen 

Gene vif, vpx und vpr. Exon 1 der Gene tat und rev wurde ebenfalls aus dem viralen Genom 

entfernt. Es wurde darauf geachtet, dass der zentrale Polypurintrakt (cPPT) erhalten blieb. 

Wie bereits beschrieben (Follenzi et al., 2000), ist dieser wichtig für die Transduktion nicht-

proliferierender Zellen. Eine Restriktion mit den Enzymen BclI und PmlI mit anschließender 

Auffüllung der Enden durch die Klenow-Polymerase und Religation des Plasmids führte zur 

Deletion dieses 1,8 kb großen Fragments. Das resultierende Konstrukt pPBjgapoacEGFP 

wurde durch eine Sequenzanalyse (MWG Biotech, Ebersberg) überprüft.

Bei dem zuletzt beschriebenen Klonierungsschritt wurde ein wichtiger Spleißakzeptor 

deletiert, der jedoch für die Funktionalität des Transfervektors von großer Bedeutung ist 

(Naldini et al., 1996). Daher wurde nun nachträglich ein Spleißakzeptor eingefügt. Die 

entsprechende Sequenz (Reinhart et al., 1996) wurde als Oligonukleotid synthetisiert. 

Zunächst wurden der Plus- und der Minus-Strang in einem Ansatz für 1 min auf 95°C erhitzt, 

um sicherzustellen, dass alle Oligonukleotide als Einzelstrang vorliegen. Zum Hybridisieren 

beider Stränge wurde der Ansatz auf Raumtemperatur abgekühlt. Dieses Fragment wurde in 

das mit MscI linearisierte Plasmid pPBjgapoacEGFP ligiert, wodurch das Konstrukt 

pPBjgapoacSA entstand. Durch die Insertion des Oligonukleotids wurde eine neue 

Schnittstelle generiert, die es ermöglichte, über einen analytischen Verdau die Insertion zu 

überprüfen. Mehrere der so identifizierten Konstrukte wurden zusätzlich durch eine 

Sequenzanalyse (MWG Biotech, Ebersberg) überprüft. 

Als letztes verbleibendes akzessorisches Gen wurde auch nef deletiert. Es konnte nicht die 

gesamte Sequenz deletiert werden, da sich der 3’-Bereich des Gens mit der LTR 

überschneidet und diese erhalten bleiben sollte. Über eine PCR wurde zunächst der Bereich 

5’ vom nef Start-Kodon amplifiziert. Der (+)-Strang Primer ist komplementär zu einer BsaBI-

Schnittstelle. In einer zweiten PCR wurde der Bereich von nef, der mit der 3’-LTR überlappt,
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Abb. 3.29 Schematische Darstellung der Klonierung des Transfervektors pPBj trans. Insertion der CMV-

egfp-Kassette in den ehemaligen env-Leserahmen und Deletion eines 2,8 kb großen Fragments aus gag/pol

(pPBjgapoEGFP). Deletion der akzessorischen Gene vif, vpr und vpx und Exon 1 von tat und rev (pPBj gapoac 

EGFP). Insertion eines Spleißakzeptors zwischen RRE und Reportergen (pPBj gapoac SA). Deletion des nef-

Gens durch eine Fusions-PCR (pPBj trans). , Verpackungssignal; cPPT, zentraler Polypurintrakt; RRE, Rev-

responsives Element; SD, Spleißdonor; SA, Spleißakzeptor;  Restriktionsschnittstellen. 

amplifiziert. Der (-)-Primer wurde hier so gewählt, dass dieser über einer NotI-Schnittstelle 

des Matritzen-Plasmids liegt. Die entstandenen Fragmente wurden in einer dritten PCR 

durch die beiden äußeren Primer fusioniert. Dieses Fusionsprodukt wurde nun durch BsaBI

und NotI restringiert und in das ebenfalls geschnittene Ausgangsplasmid (pPBj gapoac SA) 

inseriert, wodurch das nef-deletierte Konstrukt pPBj trans entstand. Auch dieses Konstrukt 
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wurde durch eine Sequenzanalyse (MWG Biotech, Ebersberg) auf seine Richtigkeit 

überprüft. 

3.5.2 Konstruktion des Verpackungskonstrukts 

Für die Konstruktion eines SIVsmmPBj-abgeleiteten Verpackungskonstrukts wurde als 

Ausgangskonstrukt das Plasmid pPBj-pack1 verwendet. Dieses Konstrukt enthält anstelle 

der 5’-LTR einen CMV Promotor, und am 3’-Ende wurde die LTR durch eine poly A Sequenz 

des bovinen Wachstumshormon-Gens ersetzt. Der CMV Promotor wurde so kloniert, dass 

die Sequenz zwischen der ursprünglichen 5’-LTR und dem Spleißdonor deletiert wurde, 

wobei auch gleichzeitig die putative Verpackungssequenz trunkiert wurde. Dadurch sollte 

eine Verpackung des Konstrukts ausgeschlossen werden. Im folgenden Schritt sollten die 

akzessorischen Gene vif, vpx, vpr und nef deletiert werden. Die regulatorischen Gene tat und 

rev sollten zunächst erhalten werden.

3.5.2.1 Konstruktion von pPBj pago

Zunächst wurde die Deletion der akzessorischen Gene vif, vpx und vpr deletiert. Dazu wurde 

eine Fusions-PCR durchgeführt, wobei 5’ und 3’ dieser Gene liegende Bereiche amplifiziert 

und anschließend fusioniert wurden. Sowohl das Plasmid pPBj-pack1 als auch das bei der 

Fusions-PCR entstandene Fragment wurde mit den Restriktionsenzymen BsrGI und BstZ17I

geschnitten und anschließend ligiert. Das dadurch entstandene Plasmid pPBj-pack6 trac 

wurde durch eine Sequenzanalyse (MWG Biotech, Ebersberg) verifiziert. Um das nef Gen zu 

deletieren, wurde ebenfalls eine Fusions-PCR durchgeführt. Dazu wurden die nef-

flankierenden Bereiche amplifiziert und in einer weiteren PCR fusioniert. Über die 

Schnittstellen BsmBI und NotI wurde das Fragment in das Plasmid pPBj-pack6 trac 

eingebracht, wodurch das Konstruk pPBj pago entstand. Auch dieses wurde durch eine 

Sequenzanalyse (MWG, Ebersberg) überprüft. In Abb. 3.30 ist die Klonierung schematisch 

dargestellt.
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Abb. 3.30 Schematische Darstellung der Klonierung des Verpackungskonstrukts pPBj pago. Deletion der 

akzessorischen gene vif, vpx und vpr (pPBj pack6trac). Deletion des akzessorischen Gens nef (pPBj pago). 

, Verpackungssignal; cPPT, zentraler Polypurintrakt; RRE, Rev-responsives Element; SD, Spleißdonor; SA, 

Spleißakzeptor;  Restriktionsschnittstellen. 

3.5.2.2 Konstruktion von pPBj pack

Da das beschriebene Verpackungskonstrukt pPBj pago nur zur Bildung von geringen Titern 

führte (siehe 3.5.3), sollte es im Folgenden optimiert werden. In der Literatur fanden sich 

hinweise darauf, dass die Sequenz zwischen 5’-LTR und Spleißdonor für die Expression von 

Gag notwendig ist (Patel et al., 2003; Kaye, et al.,1999; McCann et al., 1997). Dieser 

Bereich war bereits in pPBj-pack1, welches als Ausgangskonstrukt für pPBj pago diente, 

deletiert. Zur Deletion des Verpackungssignals sollte nun stattdessen der Bereich zwischen 

dem Spleißdonor und dem gag-Gen deletiert werden. Zunächst wurde ein PBj-Konstrukt 

generiert, bei dem die 5’-LTR durch einen CMV-Promotor ersetzt wurde, aber die komplette 

Sequenz zwischen LTR und gag erhalten blieb. Als Ausgangskonstrukt hierfür diente pPBj 

4x ko Die Sequenz des CMV-Promotors wurde aus dem Plasmid pcDNA3.1(+) amplifiziert. 

Über entsprechende Primer wurde wurde am 5’-Ende des Fragments eine HindIII-

Restriktionsstelle eingebracht. Aus dem Konstrukt pPBj 4x ko wurde der Bereich zwischen 

LTR und BsmI-Schnittstelle amplifiziert. Diese beiden PCR-Fragmente wurden fusioniert,
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mit HindIII und BsaI restringiert und in das ebenfalls mit diesen Enzymen geschnittenen 

pPBj 4x ko inseriert. In das entstandene Konstrukt pCMV 4x ko wurde die 3’-Hälfte des 

pPBj pago über die Restriktionsschnittstellen SbfI und SacII eingefügt. Das entstandene 

Konstrukt pCMV pago wurde durch eine Sequenzanalyse (MWG, Ebersberg) auf die 

Richtigkeit der Sequenz überprüft. Die Klonierung ist schematisch in Abb. 3.31 dargestellt.

Abb. 3.31 Schematische Darstellung der Klonierung von pCMV pago. Austausch der 5’-LTR gegen einen 

CMV-Promotor im Konstrukt pPBj 4x ko (pCMV 4x ko). Einfügen der 3’-Hälfte von pPBj pago (pCMV pago). 

, Verpackungssignal; cPPT, zentraler Polypurintrakt; RRE, Rev-responsives Element; SD, Spleißdonor; SA, 

Spleißakzeptor;  Restriktionsschnittstellen. 

Anschließend wurden über eine Fusions-PCR die Nucleotide 854 bis 912 deletiert, was dem 

Bereich zwischen Spleißdonor und dem gag-Gen entspricht. Das PCR-Fragment wurde über 

die Restriktionsschnittstellen XhoI und AfeI in pCMV pago eingefügt, wodurch pPBj pack 

entstand. Der letzte Teil dieser Klonierung ist schematisch in Abb. 3.32 dargestellt. 
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Abb. 3.32 Deletion des Bereichs zwischen Spleißdonor und gag zur Generierung von pPBj pack.

Amplifikation der Bereiche, die den zu deletierenden Bereich flankieren. Fusion der beiden Fragmente und 

Insertion in das Ausgangskonstrukt. PBS, Primer Bindestelle; SD, Spleißdonor;   Restriktionsschnittstellen. 

3.5.3 Titration der PBj-Vektoren

Zur Generierung von Vektorpartikeln wurden die einzelnen Vektorkomponenten-kodierenden 

Plasmide (Transfervektor, Verpackungskonstrukt und Hüllproteinkonstrukt) in 293T 

Verpackungszellen kotransfiziert. Die Effizienz der Vektorproduktion hängt dabei sowohl von 

dem Mengenverhältnis der einzelnen Plasmide zueinander als auch von der Gesamtmenge 

der DNA ab. Die Gesamtmenge an DNA ist für die jeweilige Transfektionsmethode limitiert. 

Um die Titer zu optimieren, wurden unterschiedliche Plasmidverhältnisse eingesetzt. Zwei 

Tage nach Transfektion wurden die Überstände der transfizierten Zellen abgenommen und 

zum Titrieren auf HT1080 Zellen übertragen. Nach weiteren 48 h wurden die Zielzellen auf 

die Expression des Markergens (egfp) untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.3 

dargestellt. Je nach eingesetzten Plasmidmengen variierten die Titer bis zu fast einer 

Zehnerpotenz. Für das Verpackungskonstrukt pPBj pago war der niedrigste Titer 1,0 x 103

und der höchste erzielte Titer 2,2 x 104. Für das optimierte Konstrukt pPBj pack ist der 

geringste Titer 3,9 x 104 und der höchste Titer 4,6 x 105. Auffällig ist, dass mit dem 

Verpackungskonstrukt pPBj pack bei allen eingesetzten Plasmidverhältnissen um etwa das 

Zehnfache höhere Titer erzielt wurden als mit pPBj pago. Des Weiteren ist es auffällig, dass 

mit der zehnfachen Menge Hüllprotein bei allen Ansätzen die höheren Titer erzielt werden.
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Tab. 3.3 Titration der Verpackungskonstrukte.

Menge pPBj pago 
[µg]

Menge pPBj trans 
[µg]

Verhältnis Menge pMD.G 
(VSV-G) [µg]

Titer 
[i.E./ml]

1,5 1,5 1:1 1,4 x 104

1,0 2,0 1:2 0,3 x 104

2,0 1,0 2:1 1,1 x 104

0,75 2,25 1:3 0,1 x 104

2,25 0,75 3:1 1,1 x 104

2,4 0,6 4:1

0,05

1,0 x 104

1,5 1,5 1:1 1,8 x 104

1,0 2,0 1:2 0,4 x 103

2,0 1,0 2:1 2,6 x 104

0,75 2,25 1:3 0,1 x 103

2,25 0,75 3:1 2,2 x 104

2,4 0,6 4:1

0,5

2,0 x 104

Menge pPBj pack 
[µg]

Menge pPBj trans 
[µg]

Verhältnis Menge pMD.G 
(VSV-G) [µg]

Titer 
[i.E./ml]

1,5 1,5 1:1 7,2 x 104

1,0 2,0 1:2 12,0 x 104

2,0 1,0 2:1 5,6 x 104

0,75 2,25 1:3 18,0 x 104

2,25 0,75 3:1 4,7 x 104

2,4 0,6 4:1

0,05

3,9 x 104

1,5 1,5 1:1 46,0 x 104

1,0 2,0 1:2 35,0 x 104

2,0 1,0 2:1 23,0 x 104

0,75 2,25 1:3 24,0 x 104

2,25 0,75 3:1 9,1 x 104

2,4 0,6 4:1

0,5

9,9 x 104

Dargestellt sind die jeweiligen Plasmidmengen in µg, das Verhältnis von Verpackungskonstrukt zu Transfervektor 
und die daraus resultierenden Titer (i.E./ml). Die höchsten erzielten Titer sind fett gedruckt.

3.5.4 Titer von SIVsmmPBj Vektoren auf verschiedenen Zelllinien im Vergleich zu 
anderen Vektoren

Um zu untersuchen, ob sich die auf HT1080 Zellen erzielten Titer auch auf anderen 

Zelltypen und Zellen verschiedener Spezies reproduzieren lassen, wurden die Titer auf 
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humanen (HT1080, 293T), simianen (CV1, Frhl2) und murinen (NIH 3T3, N2a) Zelllinien 

bestimmt. Dazu wurden durch Kotransfektion des PBj Transfervektors (pPBj trans), eine 

VSV-G-kodierenden Plasmids (pMD.G) und eines der beiden PBj Verpackungskonstrukte 

(pPBj pago, pPBj pack) Vektoren generiert. Diese wurden mit etablierten HIV-1 und MLV 

Vektoren verglichen. Alle eingesetzten Vektoren übertragen das egfp-Gen, wodurch eine 

einfache Analyse ermöglicht wurde. Die Ergebnisse aus drei unabhängigen Versuchen sind 

in Abb. 3.33 zusammengefasst. 

Abb 3.33 Titer verschiedener Vektoren auf unterschiedlichen Zelllinien. Die Zellen wurden parallel mit den 

verschiedenen Vektoren transduziert und 48 h später im Fluoreszenzmikroskop analysiert.                                          

MLV, HIV-1, PBj pack, PBj pago

3.5.5 Kreuzverpackung von HIV-1 und SIVsmmPBj Vektoren

Da sowohl SIVsmmPBj als auch HIV-1 zu den Lentiviren zählen, ist es prinzipiell möglich, dass 

ein SIV Transfervektor in ein HIV-1 Partikel verpackt wird und umgekehrt. Bisher wurde 

hauptsächlich die Verpackung von SIV- bzw. HIV-2 Transfervektoren in HIV-1 Partikel 

beschrieben (Rizvi et al., 1993; Kaye et al., 1998; Poeschla et al., 1996; Stitz et al., 2001; 

Strappe et al., 2005). Der umgekehrte Fall, bei dem ein HIV-1 Transfervektor in ein SIV-

Partikel verpackt wird, konnte bisher nur einmal gezeigt werden (White et al., 1999). Es sollte 

nun getestet werden, ob sich der SIVsmmPBj Transfervektor in HIV-1 Partikel verpacken lässt 

und ob der umgekehrte Fall möglich ist. Dazu wurden die jeweiligen Verpackungs- (für 

SIVsmmPBj: pPBj pack, pPBj pago; für HIV-1: pCMVR8.2) und Transferkonstrukte (für 

SIVsmmPBj: pPBj trans; für HIV-1: pHR-CMV-GFP) in 293T Zellen kotransfiziert und nach 

48 h die vektorhaltigen Überstände abgenommen. Diese wurden zur Transduktion 

verschiedener Zielzellen eingesetzt (human: HT1080, 293T; simian: CV1, Frhl2; murin: NIH 

3T3, N2a). Nach zwei Tagen wurden die Zellen auf die Expression des transferierten egfp-
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Gens untersucht. Die Ergebnisse aus drei unabhängigen Experimenten sind in Abb. 3.34

gezeigt. Wie es den bereits publizierten Daten für SIV/HIV-1-Kreuzverpackung entspricht 

konnte auch hier nur eine effiziente Generierung von HIV-1 Partikeln mit SIVsmmPBj 

Transfervektor gezeigt werden. Die so erzielten Titer liegen etwas unter denen, die mit 

reinen HIV-1 Vektoren erzielt wurden (siehe Abb. 3.33) und variieren auf den verschiedenen 

Zelllinien ebenso wie diese, d.h. die größten Titer wurden auf humanen Zellen erzielt und die 

niedrigsten auf simianen Zellen. Der Umgekehrte Fall, bei dem ein HIV-1 Transfervektor in 

PBj Partikel verpackt werden sollte, führte zu einer sehr ineffizienten Transduktion der 

Zielzellen (max. 3,2 x 103 i.E./ml). 

Abb. 3.34 Titer auf unterschiedlichen Zielzellen, die durch kreuzverpackte HIV-1/PBj bzw. PBj/HIV-1 
Vektoren erzielt wurden. HIV-1 Partikel/PBj Transfervektor, PBj Partikel/ HIV-1 Transfervektor

3.5.6 Klonierung der Verpackungskonstrukte pPBj Psi1 - 11 

Wie eben beschrieben führte das Verpackungskonstrukt pPBj pack zu weitaus höheren 

Titern als pPBj pago. Patel (2003) zeigte, dass der Bereich zwischen der Primer-

Bindungsstelle und dem Spleißdonor für eine effiziente intrazelluläre Gag/Pol-Protein 

Akkumulation benötigt wird. Dieser Bereich ist in dem Konstrukt pPBj pago deletiert und 

könnte somit die geringen Titer erklären. Um nun diesen Bereich genauer zu 

charakterisieren, wurden weitere Konstrukte generiert, die auf pPBj pack basieren. Der 

Bereich zwischen CMV-Promotor und Spleißdonor, der in diesem Konstrukt enthalten ist, 

wurde sukzessive sowohl von dem 3’- als auch von dem 5’-Ende verkürzt. Diese Fragmente 

wurden durch Fusions-PCR erzeug und anschließend über die Restriktionsschnittstellen 

HindIII und Eco47III in pPBj pack eingefügt. Dadurch entstanden elf Konstrukte (pPsi1 –

pPsi11), die durch eine Sequenzanalyse (MWG Biotech, Ebersberg) auf ihre Richtigkeit 

überprüft wurden. Bei pPsi6 handelt es sich nicht um eine Verkürzung der Sequenz von 

einem der Enden, sondern um eine Deletion eines 64 bp großen Bereichs in dem mittleren 
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Bereich zwischen Promotor und Spleißdonor. Eine schematische Darstellung des 

modifizierten Bereichs der einzelnen Konstrukte ist in Abb. 3.35 gezeigt.

Abb. 3.35 Schematische Darstellung der modifizierten 5’-Enden der Konstrukte Psi1-11. Im oberen Teil der 

Abbildung ist der Bereich zwischen Promotor und gag des pPBj pack-Konstrukts gezeigt. In den darunter 

folgenden Abbildungen sind die Bereiche gezeigt die in den jeweiligen Psi-Konstrukten erhalten blieben. Links 

davon ist die Anzahl der erhaltenen Basenpaare angegeben. SD, Spleißdonor; CMV-Promotor  

3.5.7 Titration der verschiedenen Vektorkonstrukte

Um die Titer der einzelnen Konstrukte zu bestimmen, wurden die verschiedenen 

Verpackungskonstrukte zusammen mit dem Transfervektor und einem VSV-G-kodierenden 

Plasmid in 293T Zellen kotransfiziert. Zwei Tage nach Transfektion wurden die 

vektorhaltigen Überstände geerntet und zur Transduktion von HT1080 Zellen eingesetzt. 

Nach weiteren zwei Tagen wurden die Zellen im Fluoreszenzmikroskop auf die Expression 

von egfp untersucht. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.36 dargestellt. Wie anhand der Abbildung 

deutlich wird, scheint es keine Korrelation zwischen der Größer der eingefügten Deletion und 

den erzielten Titern zu geben. Mit Ausnahme der Konstrukte Psi1 und Psi2 können mit allen 

anderen Titer erzielt werden, die denen durch das Konstrukt PBj pack entsprechen (etwa 

5 x 105 i.E./ml). Durch Psi1 und Psi2 werde Titer erzielt, die um das zehnfache darunter 

liegen.
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Abb. 3.36 Titer der durch die verschiedenen PBj Verpackungskonstrukte generierten Vektoren auf HT1080 

Zellen. Die Zellen wurden durch die verschiedenen Vektoren transduziert und 48 h später im 

Fluoreszenzmikroskop analysiert.        

3.5.8 Übertragung von Transfervektor und Verpackungskonstrukt in Zielzellen

Der Sinn eines Dreiplasmid-Vektorsystems besteht darin, nur essentielle genetische 

Informationen in die Zielzellen zu übertragen, d.h. nur die auf dem Transfervektor kodierten 

Bereiche werden transferiert. Die auf dem Verpackungkonstrukt kodierten Gene werden nur 

in der Produzentenzelle exprimiert und gelangen nicht in die Zielzelle. Um zu überprüfen, ob 

dies auch für die generierten Vektoren gilt, wurde der in Abb. 3.37 dargestellte Versuch 

durchgeführt. 

Abb. 3.37 Schematische Darstellung des Versuchs zum Nachweis der Übertragung verschiedener 

Vektorkomponenten. 

Zunächst wurden 293T Zellen mit den einzelnen Vektorsystem-Komponenten transfiziert. 

Nach zwei Tagen wurden die Überstände geerntet und mit DNase behandelt. Dieser Schritt 

ist unbedingt erforderlich, damit keine Plasmid-DNA auf die Zielzellen übertragen werden 

kann. Dies kann bei der anschließenden PCR zu falsch-positive Ergebnisse führen. Die 

Überstände wurden dann zur Transduktion von 293T Zellen eingesetzt. Weitere zwei Tage 
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später wurde aus den Überständen der transduzierten Zellen RNA, und aus den Zellen DNA 

isoliert. Für die folgende PCR bzw. RT-PCR wurden egfp- oder gag-spezifische Primer 

eingesetzt, um Transfervektor- oder Verpackungskonstrukt-spezifische Sequenzen 

nachzuweisen. Als Positivkontrollen wurde Plasmid-DNA eingesetzt sowie RNA, die aus den 

Überständen von transfizierten 293T Zellen präpariert wurde. Um die Qualität der isolierten 

DNA zu überprüfen, wurde eine PCR mit -Aktin-spezifischen Primern durchgeführt. Durch 

serielle Verdünnung von Plasmid-DNA in zellulärer DNA wurde die                                          

Abb. 3.38 Nachweis spezifischer Transfer- und Verpackungskonsturktsequenzen. A) Amplifikation zellulärer 

DNA von transduzierten 293T Zellen. Der amplifizierte Bereich ist rechts schematisch dargestellt. B) Bestimmung 

der Sensitivität durch seriell in genomischer DNA verdünnten Plasmiden. Die Kopienzahl pro Zelle sowie die 

Gesamtzahl der in 1 x 106 Zellen eingesetzten Plasmide ist angegeben. C) RT-PCR aus dem Überstand 

transduzierter 293T Zellen. Der amplifizierte Bereich ist rechts schematisch dargestellt. RT, Reverse 

Transkriptase; +Plasmid, pPBj EGFP-Plasmid DNA; +pPBj EGFP RNA, RNA aus Überständen PBj EGFP

transfizierter 293T Zellen. Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis.
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Sensitivität der PCR bestimmt: Die gag-PCR war so sensitiv, dass eine Kopie des 

Verpackungskonstrukts in 10.000 Zellen nachgewiesen werden konnte. Die PCR zum 

Nachweis der egfp-Sequenz war etwas weniger sensitiv. Hier konnte eine Kopie in 5.000 

Zellen nachgewiesen werden. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.38 dargestellt. Die egfp-DNA 

konnte in allen transduzierten Zellen nachgewiesen werden. Dies ist in Übereinstimmung mit 

der mikroskopischen Auswertung der Transduktion. Am wenigsten effizient war die 

Transduktion durch den mit pPBj pago generierten Vektor, was ebenfalls mit dem PCR-

Ergebnis übereinstimmt. Die gag-Sequenz wurde nur in mittels pPBj EGFP transduzierten  

Zellen nachgewiesen. Dies entsprach dem erwarteten Ergebnis, da pPBj EGFP alle viralen 

Gene außer env kodiert und somit die gesamte genetische Information in Zielzellen überträgt 

und dort nachgewiesen werden kann. Diese Ergebnisse konnten durch die RT-PCR bestätigt 

werden. Die aus den Überständen von transduzierten Zellen isolierte RNA wurde in einer 

RT-PCR eingesetzt, um zu prüfen, ob in den Zielzellen erneut Partikel gebildet wurden. Der 

Nachweis von sowohl gag- als auch egfp- spezifischen Sequenzen gelang auch hier 

ausschließlich für PBj EGFP; wie erwartet führt das Zweiplasmidsystem auch in den 

Zielzellen zur Generierung neuer Partikel. Insgesamt ist aber zu sagen, dass alle 

Verpackungskonstrukte zur Übertragung des Transfervektors in Zielzellen führten, dabei 

aber selbst nicht übertragen wurden.

3.5.9 Nachweis von replikationskompetenten Retroviren (RCR, replication competent 
retrovirus)

Um auszuschließen, dass sich durch Rekombinationen der einzelnen Vektorkomponenten 

replikationskompetente Viren gebildet hatten, wurde der in Abb. 3.39 dargestellte Versuch 

durchgeführt. 

Abb. 3.39 Schematische Darstellung des Versuchs zum Nachweis von replikationskompetenten 

Retroviren.
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Vektoren wurden durch Kotransfektion der einzelnen Vektorkomponenten in 293T Zellen 

generiert. Die vektorhaltigen und DNase-verdauten Überstände wurden zur Tranduktion von 

293T Zellen eingesetzt. Von diesen wurde nach drei Tagen Überstand abgenommen und auf 

HT1080 Zellen übertragen. Aus diesen Zellen wurde nach zwei Tagen DNA isoliert und 

durch spezifische Primer in einer PCR auf die Anwesenheit viraler Sequenzen bzw. auf das 

Vorhandensein des Transfergens egfp untersucht.

Abb. 3.40 Nachweis von replikationskompetenten Retroviren. A) Amplifikation zellulärer DNA von HT1080 

Zellen, auf die Überstände von transduzierten 293T Zellen übertragen wurden. Der amplifizierte Bereich ist rechts 

schematisch dargestellt. B) Bestimmung der Sensitiviät der PCR in seriell in genomischer DNA verdünnten 

Plasmiden. Die ermittelte Kopienzahl pro Zelle sowie die Gesamtzahl der in 1 x 106 Zellen eingesetzten Plasmide 

ist angegeben. 

Wie in Abb.3.40 zu sehen ist, konnten keine virusspezifischen Sequenzen nachgewiesen 

werden. Die Sensitivität der PCR ergab ähnliche Werte wie im vorherigen Versuch (Abb. 

3.38). Aufgrund dieser Daten kann man darauf schließen, dass sich während der Herstellung 

und dem Einsatz der verschiedenen Dreiplasmid-PBj Vektoren in keinem Fall

replikationskompetente Partikel gebildet haben. 

3.5.10 Transduktion von Monozyten mit einem neuen SIVsmmPBj Vektor

Das neu entwickelte SIVsmmPBj Dreiplasmid-Vektorsystem sollte nun auf seine Fähigkeit 

getestet werden, primäre humane Monozyten zu transduzieren. Zur Generierung der 
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Vektoren wurde als Verpackungskonstrukt pPBj pack ausgewählt, da mit diesem die 

höchsten Titer erzielt wurden. Als Transfervektor diente pPBj trans. Die Vektoren wurden mit 

VSV-G pseudotypisiert und mit SIVsmmPBj Vpx supplementiert, da bereits gezeigt werden 

konnte, dass dieses Protein für die Transduktion von Monozyten durch SIVsmmPBj essentiell 

ist. Die Vektoren wurden durch Ultrazentrifugation konzentriert und bei -80°C gelagert. Die 

Titration auf HT1080 Zellen ergab einen Titer von 2 x 107 i.E./ml. Nun wurde untersucht wie 

effizient der PBj Vektor ein Transgen in Abhängigkeit verschiedener moi in Monozyten 

transferieren kann. Dazu wurden mit der bereits beschriebenen Methode (siehe 2.7.6 und 

2.7.7) aus dem Blut von drei freiwilligen, gesunden Spendern über einen Ficoll-Gradienten 

und anschließende Negativdepletion Monozyten isoliert. Diese wurden an Tag eins nach 

Isolierung mit verschiedenen moi transduziert und sieben Tage später analysiert. Die 

Ergebnisse sind in Abb. 3.41 dargestellt. Auch der durch das Dreiplasmid-System generierte 

SIVsmmPBj Vektor, der keine viralen Gene mehr überträgt, ist zur Transduktion von 

Monozyten in der Lage. Deutlich zu erkennen ist ein annähernd linearer Zusammenhang 

zwischen der bei diesen Experimenten eingesetzten moi und der dadurch erzielten 

Transduktionseffizienz. Mit einer moi von 10 wurden im Durchschnitt 25% der Zellen

Abb. 3.41 Vergleich verschiedener moi zur Transduktion von Monozyten mit dem neuen SIVsmmPBj 

Dreiplasmid-Vektorsystem. Monozyten wurden an Tag eins nach Isolierung mit verschiedenen moi transduziert 

und sieben Tage später analysiert. Die rote Linie stellt die Regressionsgerade dar; die dazugehörige Formel ist 

angegeben.

transduziert. Dies entspricht den Ergebnissen, die mit dem SIVsmmPBj Zweiplasmid-

Vektorsystem erreicht wurden. Um herauszufinden, an welchem Tag nach Isolierung die 

Monozyten am effizientesten transduziert werden können, wurden die Monozyten an 

verschiedenen Tagen nach Isolierung mit dem PBj-Vektor mit einer moi von 5 transduziert 

und sieben Tage später analysiert. Auch bei diesem Versuch wird ein ähnliches Ergebnis wie 

mit dem Zweiplasmid-Vektorsystem erzielt. Die Transduktionseffizienz steigt von knapp 20% 

an Tag eins nach Isolierung auf knapp 70% ab Tag sieben nach Isolierung (siehe Abb. 

3.42B).     
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Abb. 3.42 Transduktion von Monozyten an verschiedenen Tagen nach Isolierung. Die Monozyten wurden 

am angegebenen Tag nach Isolierung mit einer moi von 10 transduziert (PBj 3Pl) oder nicht transduziert (neg.-

Kontr.) und sieben Tage später analysiert. A) Mikroskopische Aufnahmen von transduzierten Monozyten bzw. 

vollständig differenzierten Makrophagen. Oben: Durchlicht, unten: Fluoreszenz. Es ist ein repräsentatives 

Ergebnis aus drei unabhängigen Versuchen gezeigt. 200x Vergrößerung, Maßstab 100 µm. B) Prozentualer 

Anteil egfp-exprimierender Monozyten bzw. Makrophagen. Dargestellt sind die Durchschnittswerte aus drei 

unabhängigen Experimenten mit jeweils zwei Donoren. PBj 3Pl, neg.-Kontr.
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4. Diskussion

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag auf der Untersuchung der 

Transduktionseigenschaften SIVsmmPBj-abgeleiteter Vektoren und deren Optimierung. Es 

sollte untersucht werden, ob es neben Monozyten weitere primäre Zellen gibt, bei deren 

Transduktion der auf SIVsmmPBj basierende Vektor Vorteile gegenüber anderen lentiviralen 

Vektoren bietet. Des Weiteren wurde der Einfluss der akzessorischen Proteine auf die 

Transduktion ruhender Zellen mittels eines SIVsmmPBj-abgeiteten Knockout-Vektors 

analysiert. Dieser wurde sowohl auf arretierten Zelllinien als auch auf primären humanen 

Monozyten getestet. Abschließend wurde unter Berücksichtigung dieser Ergebnisse ein 

neues auf SIVsmmPBj basierendes Dreiplasmid-Vektorsystem generiert.

4.1 Transduktion von humanen CD4+ Zellen mittels SIVsmmPBj-abgeleiteter Vektoren

In vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass ein SIVsmmPBj-abgeleiteter 

Vektor sowohl in der G0-Phase arretierte Zelllinien und Fibroblasten als auch primäre 

humane Monozyten transduzieren kann. In der vorliegenden Arbeit sollte getestet werden, 

ob auch unstimulierte CD4+ T-Zellen mittels dieser Vektoren transduziert werden können. 

Dazu wurden die Zellen über eine Negativdepletion mittels MACS isoliert und mit SIVsmmPBj 

bzw. HIV-1 Vektoren transduziert. Dabei ergaben sich keine signifikanten Unterschiede bei 

der Transduktionseffizienz (7% bzw. 9%), jedoch fiel diese unerwartet hoch aus. Bisherige 

Studien mit HIV-1 Vektoren zeigten bei einer moi von 10 deutlich weniger als 5% 

transduzierte Zellen (Unutmaz et al., 1999; Cavalieri et al., 2003). Die publizierten Daten sind 

allerdings schwer zu vergleichen, da die einzelnen Transduktionsprotokolle stark 

voneinander abweichen. Eine mögliche Erklärung für die unerwartet hohe 

Transduktionseffizienz auf unstimulierten T-Zellen ist die relativ hohe Expression des frühen 

Aktivierunsmarkers CD69, der auch auf 16% der unstimulierten Zellen nachgewiesen werden 

konnte. Dieser Befund lässt darauf schließen, dass die Zellen durch die Isolierung einen 

Stimulus erfahren haben. Im Gegensatz zu den unstimulierten Zellen wurden stimulierte 

Zellen von SIVsmmPBj Vektoren effizienter transduziert als von HIV-1-abgeleiteten Vektoren. 

Die durch den hier verwendeten HIV-1 Vektor erzielten Transduktionsergebnisse sind 

allerdings etwas niedriger als die für andere HIV-1 Vektoren publizierten Daten. Hingegen 

entsprechen die mittels des SIVsmmPBj Vektors erreichten Gentransfereffizienzen den für 

lentivirale Vektoren veröffentlichten Werten (Costello et al., 2000; Mühlebach et al., 2003). 

Allerdings können auch diese Daten hier nicht ohne weiteres verglichen werden, da sich die 

Transduktionsprotokolle stark unterscheiden. 
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Insgesamt zeigten die Versuche zur Transduktion humaner CD4+ Zellen, dass der 

SIVsmmPBj-abgeleitete Vektor auf unstimulierten Zellen keinen Vorteil gegenüber HIV-1

Vektoren bietet. Die ursprüngliche Annahme, dass alle Zelltypen in der G0-Phase des 

Zellzyklus durch SIVsmmPBj Vektoren transduzieren werden können, wurde in diesem 

Experiment widerlegt. Neben der Zellzyklusphase, in der sich die Zielzellen befinden, kann

es noch weitere Faktoren geben, die eine Transduktion durch einen lentiviralen Vektor 

inhibieren. Solche Wirtszellfaktoren werden im Allgemeinen als Restriktionsfaktoren 

bezeichnet. So wurde die HIV-replikationshemmende Wirkung von APOBEC3G beschrieben. 

Dieses Enzym wird in Viruspartikel verpackt und führt in der Zielzelle bei der reversen 

Transkription zu einer Deaminierung des synthetisierten DNA-Minusstrangs. Diese 

Modifikation führt zu Fehlern bei der Plusstrang-Synthese (Klarmann et al., 2003). Es konnte 

gezeigt werden, dass in ruhenden Zellen eine niedermolekulare Form des zellulären 

APOBEC3G vorkommt, wohingegen in aktivierten bzw. differenzierten Zellen die 

hochmolekulare Form nachgewiesen wurde. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass 

diese APOBEC-Varianten mit der Infizierbarkeit der jeweiligen Zellen korrelieren. So können 

nur Zellen infiziert werden, die den hochmolekularen und somit inaktiven APOBEC3G 

Komplex enthalten (Chiu et al., 2005). Darüber hinaus wurde die HIV-1 hemmende Potenz 

von MurrI in humanen T-Zellen beschrieben (Ganesh et al., 2003). Der Einfluss solcher 

Restriktionsfaktoren auf die Transduktionseffizienz der SIVsmmPBj Vektoren wurde jedoch in 

dieser Arbeit nicht untersucht, könnte aber durch zukünftige Arbeiten zu einem detaillierten 

Bild der Transduktionsmechanismen von SIVsmmPBj-abgeleiteter Vektoren beitragen.

4.2 Charakterisierung und Transduktion von Monozyten

Wie bereits gezeigt werden konnte sind SIVsmmPBj Vektoren dazu in der Lage Monzyten zu 

transduzieren (Mühlebach und Wolfrum et al., 2005). Diese Zellen sind Vorläuferzellen von 

Makrophagen und Dendritischen Zellen, welche ein interessantes Ziel für eine mögliche 

Gentherapie darstellen. Diese primären Zellen wurden zunächst genauer charakterisiert. 

Durch Isolierung der Monozyten aus PBMC mittels MACS wurde eine zu etwa 90% reine 

Zellpopulation erhalten. Da diese Zellen die einzigen innerhalb einer PBMC-Population sind 

die adhärieren, konnte die Reinheit der Monozyten durch Entfernung der Suspensionszellen 

gesteigert werden. Monozyten differenzierten unter den gewählten Bedingungen zu 

Makrophagen, welches in vorangegangenen Arbeiten durch die Messung der 

Oberflächenmarker CD14 und CD86 bestätigt werden konnte (Mühlebach und Wolfrum et 

al., 2005). Auch die morphologische Analyse der Zellen stimmte mit den in der Literatur 
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beschriebenen zellulären Veränderungen überein (Cohn und Benson, 1965; van Furth et al., 

1970). Darüber hinaus wurde der Zellzyklus der Monozyten bzw. Makrophagen analysiert. In 

der Literatur finden sich wenig Studien der Zellzyklus-Kinetiken von reifen Monozyten. 

Beschrieben wurden solche Kinetiken nur für Promonozyten. Diese sind proliferationsaktiv 

solange sie sich im Knochenmark befinden. Gelangen sie ins Blut, ist ihre mitotische Aktivität 

nicht mehr nachweisbar (Meuret et al., 1974). Diese Ergebnisse beruhen auf Versuchen mit 

Maus-Monozyten bzw. auf in vivo Studien im Menschen, bei denen durch die Gabe von 3H-

TDR Rückschlüsse auf die Proliferationsaktivität der Zellen gezogen werden konnte. In 

dieser Arbeit wurde zum ersten Mal eine genaue Analyse des Zellzyklus von Monozyten des 

peripheren Blutes durchgeführt, bei der die einzelnen Zellzyklusphasen aufgrund der 

Bestimmung des relativen DNA- und RNA-Gehalts der Zellen zugeordnet werden konnten 

(Toba et al., 1995). Die Auswertung ergab, dass sich nahezu alle Monozyten (99%) bis zum 

dritten Tag nach Isolierung in der G0-Phase befinden. Ab dem vierten Tag wird der Anteil der 

Zellen in der G0-Phase kleiner (88%), bis sich schließlich an Tag elf nur noch 6% aller Zellen 

in der G0-Phase befinden. Diese Abnahme der Zellen in G0-Phase korreliert mit der 

Differenzierung der Monzyten zu Makrophagen und mit der über die Zeit steigenden 

Transduktionseffizienz durch HIV-1-abgeleitete Vektoren. Diese können die Zellen 

frühestens an Tag 4 nach Isolierung der Monozyten transduzieren; ein Zeitpunkt, an dem die 

Entwicklung von Makrophagen bereits begonnen hat. Der SIVsmmPBj-agbeleitete Vektor, der 

alle akzessorischen Proteine enthält, ist im Gegensatz dazu bereits am ersten Tag nach 

Isolierung zu einer effizienten Transduktion der Monozyten in G0-Phase in der Lage 

(Mühlebach und Wolfrum et al., 2005).

Neben der Zellzyklus-Kinetik der Monozyten wurde auch das Differenzierungspotential von 

transduzierten Monozyten untersucht. Unabhängig von einer vorangegangenen Transduktion 

differenzierten die Monozyten unter den gewählten Kulturbedingungen zu Makrophagen. 

Nun sollte ermittelt werden, ob Monozyten auch nach Transduktion mittels eines SIVsmmPBj-

abgeleiteten Vektors das Potential zur Differenzierung zu Dendritischen Zellen behalten. Um 

dies zu untersuchen, wurden die Monozyten nach dem etablierten Protokoll isoliert und 

anschließend transduziert. Nach der Transduktion wurden dem Medium die Zytokine GM-

CSF, IL-4, IL-1 und TNF- zugegeben, die eine Differenzierung der Monozyten zu 

Dendritischen Zellen bewirken. Die vollständige Differenzierung wurde nach fünf Tagen 

durch die Detektion des spezifischen Oberflächenrezeptors CD1a überprüft. Dabei konnte 

gezeigt werden, dass Monozyten, trotz Transduktion mittels des SIVsmmPBj-abgeleiteten 

Vektors, zu Dendritischen Zellen differenzieren können. 



4. Diskussion

106

Für das Vpr Protein von HIV-1 wurde beschrieben, dass es die Reifung und Aktivierung von 

Makrophagen und Dendritischen Zellen inhibiert (Muthumani et al., 2004). SIVsmmPBj und der 

davon abgeleitete hier verwendete Vektor PBjenv exprimiert neben vpr auch vpx – ein Gen, 

dass nicht von HIV-1 exprimiert wird. Es wird angenommen, dass die Eigenschaften von 

HIV-1 Vpr (Arretierung der Zellen in G2-Phase des Zellzyklus und Beteiligung am Kernimport 

der viralen DNA) in SIV-Stämmen auf die Proteine Vpr und Vpx aufgeteilt sind (Fletcher et 

al., 1996). Die akzessorischen Proteine von SIVsmmPBj haben keinen Einfluss auf die 

Differenzierung von Monozyten zu Dendritischen Zellen, denn trotz erfolgter Transduktion 

mittels des Vektors PBjenv, der alle akzessorischen Gene exprimiert, können Monozyten 

zu Dendritischen Zellen reifen. 

4.3 Transduktion arretierter Zelllinien mittels eines SIVsmmPBj Vektor mit funktionaler 
Deletion aller akzessorischen Gene

Nachdem bereits gezeigt werden konnte, dass SIVsmmPBj-abgeleitete Vektoren auch Zellen, 

die in der G0-Phase des Zellzyklus arretiert sind, transduzieren können, sollte nun untersucht 

werden, welcher bzw. welche viralen Faktoren für diese Eigenschaft verantwortlich sind. 

Hierzu wurde ein Knockout-Konstrukt generiert, bei dem die Expression aller vier 

akzessorischer Gene (vif, vpx, vpr und nef) durch eine Mutation der jeweiligen Start ATGs 

und der Insertion von mindestens jeweils einem zusätzlichen Stop-Kodon inhibiert wurde. 

Durch Western Blot-Analysen von Vektor-Partikeln konnte gezeigt werden, dass keines der 

akzessorischen Proteine in Partikel inkorporiert wurde. Dieses Ergebnis lässt darauf 

schließen, dass die Synthese der einzelnen Proteine tatsächlich inhibiert wurde.

Für die vergleichenden Transduktionsversuche wurden Ghost und Alpha-1 Zellen in den 

verschiedenen Zellzyklusphasen arretiert. Die Methode zur Arretierung der beiden 

verwendeten Zelltypen wurde in vorangegangenen Arbeiten optimiert (Mühlebach und 

Wolfrum, 2005). Eine Arretierung der Zellen in der G1-Phase wurde durch Aphidicolin erzielt 

und eine Arretierung in der G0-Phase durch Serumentzug. Zur Überprüfung der Arretierung 

wurde der DNA-Gehalt der Zellen mittels Durchflusszytometrie (FACS) analysiert. Aufgrund 

des DNA-Gehalts lassen sich Rückschlüsse auf die jeweiligen Zellzyklusphasen ziehen. 

Allerdings kann bei dieser Methode nicht zwischen der G1- und der G0-Phase unterschieden 

werden. Die Histogramme, die sich für die Aphidicolin- bzw. mit Serumentzug behandelten 

Zellen ergaben, weisen jedoch deutliche Unterschiede auf. So ist der Peak für die G0/G1-

Phase der durch Serumentzug behandelten Zellen sehr schmal, wohingegen es für die 

Aphidicolin-behandelten Zellen zu einer Verschmelzung des S-Phasen Peaks mit dem 
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G0/G1-Phasen Peak kommt. Ein weiteres Indiz für eine erfolgreiche Arretierung in der G0-

oder zumindest in der G1a-Phase ist die Tatsache, dass ein HIV-1-abgeleiteter Vektor die so 

behandelten Zellen nicht oder nur äußerst ineffizient transduzieren konnte. Für eine 

eindeutige Zellzyklusbestimmung müsste eine DNA/RNA-Doppelfärbung durchgeführt 

werden. Da der RNA-Gehalt in G0-Zellen gegenüber Zellen in der G1-Phase geringer ist, 

kann man durch diese Methode auch zwischen G1- und G0-Phase unterscheiden. Die hier für 

Monozyten angewandte Methode zur RNA/DNA-Färbung eignete sich aber nicht für 

adhärente Zellen, da bei der FACS-Analyse keine eindeutige Zuordnung der einzelnen 

Zellzyklusphasen möglich war. Die in der Literatur beschriebenen Anwendungen dieser 

Methode beziehen sich ausschließlich auf die Bestimmung des Zellzyklus von 

Suspensionszellen (Toba et al., 1995). Eine Methode zur genauen Unterscheidung der 

Zellzyklusphasen bei adhärenten Zellen wurde bisher nicht beschrieben.

Die Transduktionsexperimente zum Vergleich verschiedener Vektoren auf arretierten Zellen 

zeigten das erwartete Ergebnis: MLV-abgeleitete Vektoren konnten ausschließlich die 

proliferierenden Zellen tranduzieren, HIV-1-abgeleitete Vektoren konnten sowohl 

proliferierende als auch G1-arretierte Zellen transduzieren. Ausschließlich die PBj-

abgeleiteten Vektoren erzielten eine Transduktion von G0-arretierten Zellen. Der Knockout-

Vektor, der keines der akzessorischen Proteine enthält, zeigte gegenüber dem Wildtyp-

abgeleiteten PBjenv keine signifikanten Unterschiede in der Transduktionseffizienz. Der 

Vorteil, den PBj Vektoren gegenüber HIV-1 Vektoren bei der Transduktion von arretierten 

Zelllinien bieten, ist offensichtlich unabhängig von den viralen akzessorischen Proteinen.

4.4 Einfluss von Vpx auf die Transduktion von Monozyten 

Wie oben beschrieben, kann der SIVsmmPBj-abgeleitete Vektor PBjenv, der alle 

akzessorischen Proteine kodiert, in der G0-Phase arretierte Zelllinien und primäre humane 

Monozyten transduzieren (Mühlebach und Wolfrum et al., 2005). Für die Transduktion der 

arretierten Zelllinien wurde keines der akzessorischen Proteine benötigt (Wolfrum, 2002). 

Allerdings ging die Fähigkeit zur Transduktion primärer Monozyten verloren, wenn keines der 

akzessorischen Proteine im Vektor enthalten war (Kaiser, 2004). Da es in der Literatur 

Hinweise auf eine essentielle Rolle des simianen Vpx Proteins bei der Replikation von SIV in 

Makaken-Makrophagen gibt (Fletcher et al., 1996; Hirsch et al., 1998), wurde die 

Notwendigkeit dieses Proteins für die Transduktion von Monozyten durch SIVsmmPBj-

abgeleitete Vektoren untersucht. Verschiedene Vpx Expressionskonstrukte wurden 

zusammen mit dem Knockout-Vektorkonstrukt und dem Hüllprotein-kodierenden Konstrukt in 
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Verpackungszellen kotransfiziert. Die Verpackung der in trans zur Verfügung gestellten Vpx 

Proteine in Partikel wurde mittels einer Western Blot-Analyse nachgewiesen. Die mit dem 

Vpx Protein supplementierten Knockout-Vektoren waren nun wieder dazu in der Lage, 

Monozyten zu transduzieren. Durch Supplementation mit dem wt-Vpx-Konstruk (Vpx) und 

dem C-terminal HA-markiertem Vpx (VpxCterHA) konnte die gleiche Transduktionseffizienz 

erzielt werden wie mit dem Vektor PBj EGFP, der alle akzessorischen Gene exprimiert. Nur 

das Vpx-Konstrukt, das mit einer N-terminalen HA-Markierung versehen ist (HAVpx), führte 

zu einer geringeren Transduktionseffizienz. Dies deutet darauf hin, dass am N-Terminus von 

Vpx ein Bereich lieg, der die Transduktion von Monozyten beeinflusst. Eine weitere 

Erklärungsmöglichkeit für die offensichtlich eingeschränkte Funktion von Vpx ist eine 

Beeinflussung der Proteinfaltung durch die N-terminale Markierung. Allerdings konnte 

unabhängig von der Markierung des Vpx die Fähigkeit des 4x ko Vektors zur Transduktion 

von primären Monozyten wiederhergestellt werden. Somit ist Vpx nicht nur bei der 

Replikation des SIVsmmPBj Viruses in Makrophagen (Hirsch et al., 1998) sondern auch bei 

der Transduktion von Monozyten mit SIVsmmPBj Vektoren notwendig. Die Mechanismen, die 

zu dem beobachteten Phänotyp führen, sind unbekannt. Bisher konnte gezeigt werde, dass 

Vpx am Kernimport des viralen Präintegrationskomplexes (PIC, preintegration complex) 

beteiligt ist (Fletcher et al., 1996; Wu et al., 1994). Darüber hinaus wurde eine 

Phosphorylierung von Vpx durch ERK-2/MAPK beschrieben, die zu einer Inhibition des 

Kernimports und einer verminderten Replikationsfähigkeit in Makaken-Makrophagen führt 

(Rajendra Kumar et al., 2005). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Kernimport 

eine maßgebliche Rolle bei der Restriktion Vpx-defizienter Vektoren bzw. Viren spielt. Um 

dies genauer zu untersuchen, müsste zunächst geklärt werden, ob die reverse Transkription 

abläuft und ob virale DNA im Zellkern nachweisbar ist. Da nur die Transduktion von 

Monozyten bzw. Makrophagen Vpx-abhängig ist, kann vermutet werden, dass in diesen 

Zellen ein Restriktionsfaktor exprimiert wird, der einer Infektion durch Lentiviren bzw. einer 

Transduktion durch davon abgeleiteten Vektoren entgegenwirkt. Hinsichtlich der eben 

beschriebenen Funktionen von Vpx ist es denkbar, dass ein solcher Faktor den Kerneintritt 

verhindert, aber durch die Anwesenheit von Vpx inhibiert werden kann.

4.5 Eine Übertragung der Vpx-Funktion auf HIV-1 Vektoren ist nicht möglich

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Vpx für die Transduktion primärer Monozyten mittels 

eines auf SIVsmmPBj basierenden Vektors essentiell ist, sollte nun analysiert werden, ob das 

simiane Vpx auch eine Transduktion von Monozyten durch einen HIV-1-abgeleiteten Vektor 
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ermöglichen kann. Da Vpx auf natürlichem Weg nicht in HIV-1 Partikel inkorporiert wird, 

wurden zwei Strategien gewählt, um dies zu bewerkstelligen.

Zuerst wurde SIVsmmPBj Vpx modifiziert, um eine Inkorporation in HIV-1 Partikel zu 

erreichen. Dazu wurde HIV-1 Vpr, welches auf natürlichem Weg in HIV-1 verpackt wird, mit 

SIVsmmPBj Vpx fusioniert. Um die Separierung beider Proteine zu ermöglichen befand sich 

zwischen beiden eine Protease-Schnittstelle. Wie mittels einer Western Blot-Analyse gezeigt 

werden konnte, fand eine erfolgreiche Inkorporation und die Spaltung des Fusionsproteins 

sowohl in SIVsmmPBj als auch HIV-1 statt. Die Supplementierung mit diesem Vpr/Vpx-

Fusionsprotein führte jedoch weder bei HIV-1 noch bei PBj-Knockout Partikeln zu einer 

Transduktion von Monozyten. Da auch der supplementierte PBj-Knockout Vektor nicht dazu 

in der Lage war, Monozyten zu transduzieren, muss davon ausgegangen werden, dass das 

Fusionsprotein nicht funktional war. Obwohl Vpx von dem fusionierten HIV-1 Vpr vermutlich 

durch die virale Protease abgespalten wird, scheint die Funktion inhibiert zu sein. Dies ist 

durch eine mögliche Fehlfaltung zu erklären, die das fusionierte Vpx eventuell aufweist und 

auch nach der Prozessierung durch die virale Protease erhalten bleibt. 

Ein zweiter Versuch, Vpx in HIV-1 Partikel zu inkorporieren, war die Modifikation der 

Vektoren selbst. Die Inkorporation von Vpx in SIV Partikel erfolgt über die p6 Domäne des 

Gag Proteins (Accola et al., 1999; Selig et al., 1999). Daher wurde ein HIV-1-Konstrukte 

generiert, bei dem die gesamte p6 Domäne gegen die des SIVsmmPBj ausgetauscht wurde 

(pHIVp6). Dies führte zwar zur Verpackung von SIVsmmPBj Vpx in HIV-1, allerdings waren die 

entstehenden Partikel nicht infektiös. Dies ist wohl darauf zurückzuführen, dass durch den 

Austausch der p6 Domäne die Funktion der Protease beeinträchtigt wurde, da der p6 

Leserahmen mit dem der Protease überlappt. Dies wurde mittels einer Western Blot-Analyse 

bestätigt, in der gezeigt wurde, dass p55 nur ineffizient prozessiert wurde. 

Da der Vektor HIV p6 nicht funktional war, wurde ein drittes Konstrukt generiert, bei dem nur 

ein Teil der p6 Domäne verändert wurde. Ein innerhalb der HIV-2/SIVsm/SIVmac Gruppe 

konservierter Bereich (AS23-52) ist in der p6 Domäne von HIV-1 nicht vorhanden und damit 

auch auffallend kürzer. Da möglicherweise dieser in HIV-1 fehlende Bereich für die 

Inkorporation von Vpx in Partikel verantwortlich ist, wurde diese Region bei dem dritten 

Konstrukt pHIV LC in die p6 Domäne von HIV-1 nach AS 18 eingefügt (siehe Abb. 3.21). 

Mittels einer Western Blot-Analyse konnte gezeigt werden, dass das so generierte Konstrukt 

in der Lage ist, Vpx zu inkorporieren. Der in die p6 Domäne von HIV-1 p6 inserierte Bereich 

entspricht nicht einem bereits publizierten Motif (D-X-A-X-X-L-L), das innerhalb der HIV-2/ 

SIVsm/SIVmac Gruppe für die Inkorporation von Vpr und Vpx in Verbindung gebracht wurde 
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(Accola et al., 1999). Zur Untersuchung des Vpx-Verpackungsmotivs wurden in der Gruppe 

um M.A. Accola (1999) einzelne Aminosäuren in dem vermuteten Bereich ausgetauscht, die 

einen Verlust der Inkorporationsfähigkeit von Vpx zur Folge hatten. Es konnte allerdings 

nicht gezeigt werden, dass das auf diese Art charakterisierte Motiv alleine zu einer 

Interaktion mit Vpx führt. Durch das Austauschen einer Aminosäure können 

Wechselwirkungen innerhalb des gesamten Proteins verändert werden, was bei einem 

Funktionsverlust nicht zwangsläufig auf eine direkte Beteiligung der beschriebenen Domäne 

hindeutet. Erstaunlicherweise liegt das für die Verpackung von HIV-1 Vpr beschriebene Motif 

(L-X-X-L-F) am C-terminalen Ende der p6 Domäne und weist kaum Ähnlichkeiten mit dem 

für SIV-Vpr und SIV-Vpx Verpackung beschriebenem Motiv auf, obwohl die Proteine 

untereinander starke Homologiene zeigen (Kondo und Göttlinger, 1996).

Die HIV LC Vektoren, die nun Vpx inkorporieren und zur Transduktion proliferierender 

Zelllinien in der Lage sind, konnten allerdings keine Monozyten transduzieren. Neben Vpx 

scheinen somit noch andere Faktoren für die Transduktion von Monozyten verantwortlich zu 

sein. Dies könnten z.B. virale Proteine sein, die mit Vpx interagieren müssen, um eine 

erfolgreiche Transduktion zu bewerkstelligen. In diesem Fall könnten andere HIV-1 Proteine 

nicht mit SIVsmmPBj Vpx funktional interagieren, obwohl die Inkorporation von SIVsmmPBj Vpx 

in HIV1 Partikel erreicht wurde. 

Die auf arretierten Zelllinien erzielten Ergebnisse zeigen, dass SIVsmmPBj-abgeleitete 

Vektoren prinzipiell Zellen in der G0-Phase des Zellzyklus transduzieren können, was 

unabhängig von der Anwesenheit der akzessorischen Proteine ist und gegenüber anderen 

lentiviralen Vektoren eine Ausnahme darstellt. Die Transduktionsversuche auf primären 

ruhenden Zellen wie T-Zellen und Monozyten zeigten allerdings, dass es in verschiedenen 

primären Zellen weitere zelluläre Faktoren geben muss, die neben der Zellzyklusphase eine 

Transduktion durch lentivirale Vektoren beeinflussen, denn im Fall der T-Zellen war keine 

Transduktion möglich und auf Monozyten nur in Anwesenheit von Vpx. Mögliche derartige 

Faktoren sind für T-Zellen bereits beschrieben, z.B. der replikationshemmende Faktor Murr1 

(Ganesh et al., 2003). Die durch ihn bedingte Restriktion wurde bisher nur im 

Zusammenhang mit HIV-1 beschrieben. Ob dieser Faktor auch gegenüber SIV restriktiv wirkt 

ist nicht bekannt. Der genaue Mechanismus, der zu einer Replikationsinhibierung führt, ist 

noch nicht eingehend charakterisiert worden. Es wurde jedoch gezeigt, dass ein Teil der 

Wirkung über eine Inhibition des Transkriptionsfaktors NF-B vermittelt wird. Ein weiterer 

Restriktionsfaktor in humanen T-Zellen ist APOBEC3G (Sheehy et al., 2002). Dieses Protein 

inhibiert die Replikation bestimmter simianer und humaner Immundefizienzviren. Allerdings 

kann die Wirkung von APOBEC3G durch das virale Vif Protein inhibiert werden. Es ist 
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denkbar, dass auch Monozyten einen Restriktionsfaktor exprimieren, der durch das virale 

Vpx Protein inhibiert werden kann. Allerdings ist Vpx allein nicht dazu in der Lage eine 

Transduktion von Monozyten durch jeden lentiviralen Vektor zu ermöglichen, denn diese 

Zellen sind trotz Vpx unzugänglich für eine Transduktion durch HIV-1 Vektoren. Dies kann 

neben den beschriebenen Ursachen auch daran liegen kann, dass HIV-1 Vektoren keine 

Zellen in der G0-Phase des Zellzyklus transduzieren können, eine Eigenschaft, die nur für 

PBj Vektoren bekannt ist. 

4.6 Etablierung eines SIVsmmPBj Dreiplasmid-Vektorsysetms

In der vorliegenden Arbeit wurde ein auf SIVsmmPBj basierendes Dreiplasmid-Vektorsystem 

generiert. Die Genomstruktur des Transfervektors entspricht bereits publizierten lentiviralen 

Transfervektoren (Naldini et al., 1996; Pandya et al., 2001; Stitz et al., 2001). Es enthält die 

viralen LTRs, sowie das durch einen CMV-Promotor regulierte egfp-Gen. Um eine größere 

Sicherheit beim Gentransfer zu gewährleisten, müssten noch weitere Modifikationen 

vorgenommen werden. So sollte zum Beispiel der U3-Bereich der 5’ LTR deletiert werden, 

um einen so genannten SIN (self inactivating vector) Vektor zu generieren (Yu et al., 1986; 

Schnell et al., 2000). Diese Modifikation soll insertionsbedingte Aktivierungen von Zielzell-

Onkogenen durch den viralen Promotor vermeiden. Des Weiteren kann ein Unabhängigkeit 

des Transfervektors vom viralen Tat-Protein erzielt werden, indem der U3-Bereich der 5’ LTR 

durch einen heterologen Promotor ersetzt wird (Miyoshi et al., 1998).

Die beiden Verpackungskonstrukte pPBj pago und pPBj pack kodieren für die Proteine gag, 

pol, tat und rev. Sie unterscheiden sich nur in dem Bereich zwischen Promotor und gag-

Start-ATG. In diesem Bereich wird das Verpackungssignal () vermutet, welches in den 

Verpackungskonstrukten deletiert sein sollte. Das Verpackungssignal der murinen Retroviren 

liegt zwischen Spleißdonor und dem Start-ATG von gag. Die cis-aktiven -Sequenzen, die 

bei Lentiviren zur Verpackung führen, scheinen hingegen unter den verschiedenen Viren 

dieser Familie große Unterschiede aufzuweisen. So umfasst die HIV-1 Verpackungssequenz 

einen Bereich, der 5’ des Spleißdonors beginnt und bis in das gag-Gen hinein reicht 

(Harrison et al., 1992; Berkowitz et al., 1995). Aus diesem Grund muss dieser Bereich in 

einem optimalen Transfervektor erhalten bleiben. Sekundärstrukturanalysen der als 

Verpackungssequenz vermuteten Region sind komplex und enthalten viele RNA Schleifen 

(stem loops, SL1-SL4), die zur Verpackung, Dimerisierung und Bindung an das 

Nukleokapsid beitragen. Dabei ist zu beachten, dass diese Struktur innerhalb der Lentiviren 

nicht konserviert ist. So konnten für HIV-1 vier RNA-Schleifen nachgewiesen werden, 
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wohingegen für HIV-2 fünf bis acht vermutet werden (Clever und Parslow, 1997 und Garzino-

Demo et al., 1995). Eine Sekundärstrukturanalyse für HIV-1 und HIV-2 ist in Abb. 4.1 

dargestellt. Zu beachten ist auch, dass die für die Verpackung in Frage kommende Sequenz 

für HIV-2 länger ist und dass zwischen HIV-2 und HIV-1 nur marginale Sequenzhomologien 

Abb. 4.1 Dargestellt sind die Sekundärstrukturanlaysen von HIV-1 und HIV-2. Entnommen: Clever und 

Parslow, 1997 und Garzino-Demo et al., 1995; SL, stem loop

bestehen. Da jedoch die Sequenz von SIVsmmPBj und HIV-2 in diesem bereich zu 82% 

identisch ist, kann auch eine strukturelle Ähnlichkeit des Verpackungssignals angenommen 

werden (siehe Abb. 4.2). Über die genaue Lokalisation der Verpackungssequenz der

HIV-2/SIVsm/SIVmac Gruppe gibt es widersprüchliche Publikationen. Einige Gruppen

beschrieben, dass der Bereich 3’ des Spleißdonors wichtig für die Verpackung der RNA ist

HIV-2 aggttggcgccccgaacagggactt-aagaagactgagaagccttggaacacggctgagt 59
|||||||||||| |||||||||||| ||| ||| ||||| | || | ||||||||||        

PBj aggttggcgccc-gaacagggacttgaaggagagtgagagctcctg-agtacggctgagt 58

HIV-2 gaaggcagtaagggcggcaggaacaaaccacgacggagtgctcctagaaaaccccggccg 119
|||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| | ||| |

PBj gaaggcagcaagggcggcaggaacaaaccacgacggagtgctcctataaaggcgcgg--g 116

HIV-2 agggtaccaagggcggcgtgtggagggggagtgaaagacgcctccgggtgaaggtaagtg 179
||||||| ||||| ||| |||| |||||| ||| |||||||| || |||||||||

PBj ccggtacca--ggcggagtgaggagcgggagtcggagaggcctccggttgcaggtaagtg 174

Abb. 4.2 Sequenzvergleich der putativen Verpackungssequenz von HIV-2 und SIVsmmPBj. Es besteht eine 

Homologie von 82%. Sequenzvergleich durch http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi

(Arya et al., 1998; Garzino-Demo et al., 1995), andere Veröffentlichungen zeigten, dass der 

5’ des Spleißonors liegende Bereich eine wichtige Rolle spielt (Kaye et al., 1999; McCann et 

al., 1997). Weiterhin gibt es Hinweise, dass der Bereich zwischen der Primer-Bindestelle und 

dem Spleißdonor für eine effiziente intrazelluläre Gag/Pol-Protein Akkumulation benötigt wird 
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(Patel et al., 2003). Um diesen Bereich genauer zu charakterisieren wurde das putative 

Verpackungssignal durch eine Deletion des Bereichs zwischen Spleißdonor und Gag Start-

ATG eliminiert. Anschließend wurde die Region zwischen Promotor und Spleißdonor sowohl 

vom 5’- als auch vom 3’-Ende beginnend sukzessive deletiert. So konnte gezeigt werden, 

dass es keine direkte Korrelation zwischen der Länge der Deletion und den resultierenden 

Titern gibt. Jedoch waren alle hier untersuchten Deletionen ausreichend, die Verpackung 

und den Transfer der viralen Strukturgene in transduzierte Zielzellen zu unterbinden.

Mit dem Verpackungskonstrukt pPBj pago, bei dem der von Patel beschriebene Bereich 

zwischen Promotor und Spleißdonor komplett deletiert wurde, konnten nur sehr geringe Titer 

erzielt werden. Dies könnte mit der in diesem Zusammenhang beschriebenen Hemmung der 

Gag Akkumulation zusammenhängen. In dem Konstrukt pPBj pack wurde dieser Bereich 

erhalten und stattdessen der Bereich zwischen Spleißdonor und dem gag Start-ATG 

deletiert, um dadurch eine Elimination des Verpackungssignals zu erreichen. Dies erlaubte 

die Generierung von Titern, die etwa zehnmal höher waren als die durch das Konstrukt pPBj 

pago erzielten. Allerdings sind die durch dieses Dreiplasmid-Vektorsystem erreichten Titer 

(5 x 105 i.E./ml) noch zehnmal niedriger als die durch das Zweiplasmidsystem erreichten. 

Auch die publizierten Titer, die mit lentiviralen Dreiplasmidsystemen erreicht werden, liegen 

um das zwei- bis hundertfache höher (Nègre et al., 2000; Mangeot et al., 2000; Mochizuki et 

al., 1998). 

Auch wenn durch die Verwendung von pPBj pack höhere Titer als durch pPBj pago generiert 

werden konnten, sind diese für lentivirale Vektoren immer noch relativ gering. Eine Ursache 

hierfür könnte die Deletion von Bereichen sein, die einen Einfluss auf die Partikelbildung 

oder die Stabilisierung der RNA haben und bisher nicht charakterisiert wurden. Um höhere 

Titer zu erhalten, könnten an den Konstrukten weitere Modifikationen vorgenommen werden. 

So kann zum Beispiel ein posttranskriptionelles Regulationselement des Murmeltier-

Hepatitis-Virus (WPRE, woodchuck posttranscriptional regulatory element) inseriert werden. 

Dieses ist in die posttranskriptionelle Kontrolle des mRNA-Transports involviert und bewirkt 

eine Stabilisierung der RNA, wodurch die Translationseffizienz gesteigert wird (Zufferey et 

al., 1999; Hlavaty et al., 2005). Allerdings gilt es zu beachten, dass eine Erhöhung der 

Translation nur dann effektiv ist, wenn das betreffende Gen normalerweise ähnliche 

Kontrollelemente benötigt (Schambach et al., 2000). Des Weiteren könnte das Konstrukt in 

ein anderes Plasmid-Rückgrad überführt werden. Enthält das Plasmid-Rückgrad z.B. ein 

SV40 Ori, wirkt sich dieses nach Transfektion in 293T Zellen positiv auf die Expression der 

auf dem Plasmid kodierten Gene aus und kann somit zu einer erhöhten Partikelbildung 

führen. Als weitere Modifikation ist eine Kodon-Optimierung der einzelnen 
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Vektorkomponenten denkbar. Es konnte bereits gezeigt werden, dass auch dies zur 

Erhöhung der Titer beiträgt (Ikeda et al., 2003; Kotsopoulou et al., 2000). 

Da es in einem homogenen lentiviralen Vektorsystem nicht möglich ist, cis-aktive Sequenzen 

des Transfervektors komplett von trans-aktiven Bereichen des Verpackungskonstruktes zu 

trennen, besteht ein erhöhtes Risiko einer homologen Rekombination zwischen 

Transfervektor und Verpackungskonstrukt, was zur Entstehung replikationskompetenter 

Viren (RCR, replication competent retrovirus) führen kann. Solche rekombinanten Viren 

konnten in ersten Versuchen nicht nachgewiesen werden. Dazu wurden Überstände von 

transduzierten Zellen auf Zielzellen übertragen und diese Zellen auf die Anwesenheit von 

viralen Sequenzen analysiert. Um das Vorhandensein von RCRs mit noch größerer 

Sicherheit auszuschließen, sollten jedoch sensitivere Methoden verwendet werden. Es 

könnte z.B. die Reverse Transkriptase-Aktivität im Überstand transduzierter Zellen über 

einen längeren Zeitraum verfolgt werden. 

Eine Möglichkeit, die Bildung solcher replikationskompetenter Retroviren von vornherein 

auszuschließen, ist die Generierung von heterogenen Vektoren durch die Kreuzverpackung 

von SIV- und HIV-Vektorkomponenten. Solch eine Kreuzverpackung kann auch mit dem hier 

etablierten SIVsmmPBj Vektoren erfolgen. Allerdings ist dies nur unidirektional möglich, d.h.

der SIVsmmPBj Transfervektor kann in HIV-1 Partikel verpackt werden, was zu Titern führt (1 

x106 i.E./ml), die denen mit reinen HIV-1 Vektoren erzielten (3 x 106 i.E./ml) entsprechen. 

Eine Verpackung eines HIV-1 Transfervektors in SIVsmmPBj Partikel ist jedoch nicht bzw. nur 

sehr ineffizient möglich. Diese unidirektionale Kreuzverpackung wurde bereits für andere 

HIV-1 und SIV- bzw HIV-2-Konstrukte beschrieben (Rizvi et al., 1993; Kaye et al., 1998; 

Poeschla et al., 1996; Stitz et al., 2001; Strappe et al., 2005). Der umgekehrte Fall, bei dem 

ein HIV-1 Transfervektor in ein SIV-Partikel verpackt wird und zu einer effizienten 

Transduktion führt, wurde bisher nur einmal beschrieben (White et al., 1999). 

4.7 Effiziente Transduktion von Monozyten mit dem neu etablierten SIVsmmPBj 
Dreiplasmid-Vektorsystem

Die durch das Dreiplasmidsystem generierten Vektoren konnten durch Ultrazentrifugation um 

das Zehnfache konzentriert werden und erreichten so Titer bis zu 5x106 i.E./ml. Die so 

konzentrierten Vektoren wurden zur Transduktion von Monozyten eingesetzt. Da 

vorangegangene Experimente zeigten, dass Vpx für eine Transduktion von Monozyten 

essentiell ist, wurden die aus dem Dreiplasmidsystem generierten Vektoren (durch 
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Kotransfektion des Vpx-Expressionskonstrukts eigentlich ein Vierplasmid-System) auch mit 

Vpx supplementiert. Es wurde gezeigt, dass der Vpx-supplementierte Dreiplasmidsystem-

Vektor zur Transduktion von Monozyten in der Lage ist. Wurden die Monozyten an 

verschiedenen Tagen nach Isolierung mit den Vpx-supplementierten Dreiplasmidsystem-

Vektoren mit einer moi von 5 transduziert, entsprachen die resultierenden Daten denen, die 

durch die SIVsmmPBj Vektoren des Zweiplasmidsystems erzielt wurden. Somit wurde gezeigt, 

dass durch die Aufteilung der einzelnen viralen Komponenten von zwei auf drei Plasmide der 

Titer der generierten Vektoren geringer wurde, die Transduktionseigenschaften des 

SIVsmmPBj Vektors aber nicht verändert wurden. Im Bereich einer moi von 1 bis 10 ergab 

sich ein lineares Verhältnis der Transduktionseffizienz zur eingesetzen moi. Dies entspricht 

den für lentivirale Vektoren publizierten Daten für die Transduktion primärer Zellen (Ma et al., 

2003). Eine Sättigung wird erst ab einer moi von 100 erwartet. 

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, ist es gelungen ein auf SIVsmmPBj basierendes 

Dreiplasmid-Vektorsystem zu etablieren. Die damit generierten Vektoren haben die Fähigkeit 

zur Transduktion primärer humaner Monozyten beibehalten. Bei einer Optimierung der 

einzelnen Konstrukte, z.B. durch die beschriebenen möglichen Modifikationen, muss stets 

überprüft werden, ob sich dadurch eine Änderung der Transduktionseigenschaften ergeben 

hat.

Der hier entwickelte, auf SIVsmmPBj basierende, Vektor bietet die Möglichkeit einen 

Gentransfer in Zellen zu ermöglichen, die sich in der G0-Phase des Zellzyklus befinden. Für 

eine mögliche Gentherapie bietet dies große Vorteile gegenüber herkömmlichen lentiviralen 

Vektoren. So können nun primären humanen Monozyten, die Vorläuferzellen der wichtigen 

antigenpräsentierenden Dendritischen Zellen und Makrophagen, genetisch modifiziert 

werden, um immunogene Epitope zu exprimieren. Zum Beispiel könnten die Gene für 

bekannte Tumorantigene eingebracht werden, um die körpereigene Immunreaktion gegen 

Tumore zu aktivieren. In zukünftigen Experimenten muss getestet werden, ob der SIVsmmPBj-

abgeleitete Vektor auch bei der Transduktion von Stammzellen Vorteile aufweist, denn auch 

diese Zellen befinden sich in der G0-Phase des Zellzyklus und sind einem Gentransfer durch 

gammaretrovirale oder lentivirale Vektoren bisher nicht oder nur schwer zugänglich.  
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5. Zusammenfassung

In der Abteilung „Medizinische Biotechnologie“ des Paul-Ehrlich-Instituts konnte gezeigt 

werden, dass ein SIVsmmPBj-abgeleiteter Vektor Vorteile gegenüber HIV-1-abgeleiteten

Vektoren aufweist, da auch in der G0-Phase des Zellzyklus arretierte Zelllinien und 

Fibroblasten sowie primäre humane Monozyten transduziert werden können. 

Im ersten Teil der hier vorliegenden Arbeit wurden die besonderen Transduktionsfähigkeiten 

diese SIVsmmPBj Vektors eingehend untersucht. Zunächst wurden die transduzierbaren 

Monozyten morphologisch und biochemisch genauer charakterisiert; insbesondere wurde 

gezeigt, dass sich diese Zellen tatsächlich in der G0-Phase des Zellzyklus befinden und auch 

nach der Transduktion die Fähigkeit aufweisen, sowohl in Makrophagen als auch in 

Dendritischen Zellen auszudifferenzieren. Bei dem Versuch andere primäre humane 

Blutzellen zu transduzieren wurde gezeigt, dass SIVsmmPBj Vektoren für die Transduktion 

unstimulierter CD4+ T-Zellen nicht geeignet sind.

Zum besseren Verständnis der zugrunde liegenden Mechanismen die zur Transduktion 

arretierter Zellen und Monozyten durch SIVsmmPBj-abgeleitete Vektoren führen, wurde der 

Einfluss der akzessorischen viralen Proteine untersucht. Dazu wurde ein PBj-Knockout-

Vektor, bei dem die Expression aller akzessorischen Gene (vif, vpx, vpr und nef) inhibiert 

war, generiert und zur Transduktion von arretierten Zellen und Monozyten eingesetzt. Keines 

der akzessorischen Proteine war für die Transduktion der in G0 arretierten Zellen notwendig. 

Für die Transduktion von Monozyten erwies sich das virale Protein Vpx jedoch als essentiell, 

da der Knockout-Vektor zur Transduktion von Monozyten nur nach Supplementierung mit 

diesem Protein in der Lage war. Die Supplementierung von HIV-1 Vektoren mit Vpx des

SIVsmmPBj ermöglichte keine Transduktion von Monozyten, was darauf hindeutet, dass 

weitere Proteine von SIVsmmPBj oder aber auch die Fähigkeit der prinzipiellen Transduktion 

von Zellen der G0-Phase eine Rolle spielen.

Im letzten Teil dieser Arbeit wurde ein auf SIVsmmPBj basierendes Dreiplasmid-Vektorsystem 

entwickelt. Für das Verpackungskonstrukt wurde das Verpackungssignal charakterisiert. 

Dabei konnte gezeigt werden, dass der Bereich zwischen dem Promotor und dem 

Spleißdonor gelegene Bereich für eine effiziente Partikelbildung nötig ist und die Deletion der 

Region zwischen Spleißdonor und gag-Start-ATG zur Inaktivierung des Verpackungssignals 

ausreicht. Die aus dem Dreiplasmid-System generierten Vektoren erreichten Titer von bis zu 

5 x 105 i.E./ml und waren nach Supplementierung mit Vpx dazu in der Lage, primäre humane 

Monozyten zu transduzieren. 
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Der hier entwickelte, auf SIVsmmPBj basierende Vektor eröffnet neue Möglichkeiten in der 

Gentherapie. So sind nun auch Monozyten als wichtige Zielzellen der Tumortherapie einem 

Gentransfer durch lentivirale Vektoren zugänglich.
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