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1 Einleitung 

1.1 Pseudotypisierte Viruspartikel 

 Für die Herstellung pseudotypisierter Viruspartikel werden vorzugsweise 

lentivirale Vektoren benutzt [1,2]. Eine Möglichkeit ist die Verwendung des Genoms 

des Humanen-Immundefizienz-Virus Typ-1 (HIV-1) [3]. Mit einem Vektorsystem das 

auf HIV-1 basiert können verschiedenste pseudotypisierte Partikel hergestellt werden, 

wenn deren Hüllproteine in die Zellmembran der Wirtszelle eingelagert werden. In 

Abbildung 1 ist die Struktur des HIV-1 dargestellt. 

 

 

 

 

Abb. 1:  Aufbau des Humanen-Immundefizienz-Virus Typ-1 

In die Membran des Humanen-Immundefizienz-Virus Typ-1 (HIV-1) ist das 

Transmembranprotein (TM) gp41 eingelagert. An diesem ist das äußere 

Hüllprotein (SU) gp120 gebunden. Beide Hüllproteine bilden ein Trimer. 

Die innere Struktur besteht aus dem Matrixprotein p17 und dem 

Kapsidprotein p24. Im p24 Kapsid befinden sich zwei identische Kopien des 

Genoms. Für die Herstellung von Virus-Pseudotypen werden die beiden 

Hüllproteine, gp41 und gp120, durch Hüllproteine anderer Viren ersetzt. 

 

 

Durch die Herstellung von HIV-1-Pseudotypen können verschiedenste Eigenschaften, 

wie z. B. der Zelleintritt, ein veränderter Tropismus gegenüber Wirtszellen oder eine 

erhöhte oder verminderte Infektiosität untersucht werden. Eine Besonderheit der 

pseudotypisierten HIV-1-Partikeln, ist das sie aufgrund der Deletion des 

Hüllprotein-Gens (Δenv), nicht die vollständigen genetischen Informationen für eine 

Vermehrung bzw. Replikation besitzen. Pseudotypen, die ein solches Δenv Genom 

besitzen sind in der Lage in die Zellen einzudringen, können jedoch nach dem 
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Zelleintritt keine neuen infektiösen Partikel bilden, da sie keine Hüllproteine 

exprimieren können. Dieser Replikationsvorgang wird auch als single-round-infection 

bezeichnet. Wird in dem Pseudotyp-Plasmid das Hüllprotein durch Reportergene, wie 

beispielsweise Luciferase [4], β-Galactosidase (β-Gal) [5] oder GFP (grün 

fluoreszierendes Protein) [6] ersetzt, erhält man ein Δenv Genom das anstelle des env-

Gens ein solches Reportergen trägt. Durch die Übertragung des Reportergens auf die 

Wirtszelle kann der Zelleintritt eines Pseudotypen leicht anhand der Enzymaktivität, 

z. B der Luciferase, detektiert und quantifiziert werden [7]. 

 

In dieser Arbeit sollen HIV-1-Pseudotypen untersucht werden, die Hüllproteine der 

Flaviviren tragen. Die Flaviviren sind alle identisch aufgebaut und besitzen im Inneren 

ein positiv-orientiertes RNA-Genom, welches sich in dem vom C-Protein gebildeten 

Kapsid befindet (Abb. 2). Die Hüllmembran entstammt dem endoplasmatischen 

Retikulum der Wirtszelle. In diese Membran sind die beiden Transmembranproteine 

prM und E eingelagert. Nach der proteolytischen Abspaltung der pr-Domäne kommt es 

zu einer Strukturumlagerung der äußeren Hüllproteine M und E. Dieser Zustand wird 

als der reife, bzw. infektiöse Zustand des Viruspartikels bezeichnet. 

 

 

 

Abb. 2: Aufbau und Struktur der Flaviren 

Flaviviren werden als unreife Partikel freigesetzt. Die Umwandlung in reife, 

bzw. infektiöse Partikel erfolgt durch die proteolytische Abspaltung des 

pr-Peptides durch eine zelluläre Furin-Protease. C, Capsid-Protein; M, 

M-Protein; pr, von M abgespaltene Domäne; E, E-Protein.  
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Das äußere Hüllprotein E besteht aus drei Domänen, ED1, ED2 und ED3 (Abb. 3). Das 

E-Protein liegt als Dimer vor, welches durch die Dimerisierungsregion in der 

ED2-Domäne gebildet wird. Die ED3 Domäne ist die Rezeptor-bindende Domäne und 

schließt an die ED1-Domäne an (Abb. 3, ED1-ED3-Übergang). Die ED3-Domäne ist 

linear codiert und kann daher durch eine Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) leicht 

amplifiziert und kloniert werden. Das gleiche gilt für die ED1--ED2-Region. Dadurch 

lässt sich das E-Protein in zwei getrennt zu klonierende Bereiche unterteilen, die 

ED1--ED2-Region und die ED3-Domäne. Durch Kombination von 

ED1--ED2-Regionen mit ED3-Domänen unterschiedlicher Flaviviren lassen sich so 

E-Protein-Chimären herstellen (Nomenklatur = X12Y3). 

 

 

 

 

Abb. 3: Struktur des Flavirus E-Protein Dimers 

Das Protein besteht aus den drei Domänen, ED1, ED2 und ED3. Die zweite 

Domäne, ED2 (gelb) besitzt den fusion loop, der die Fusion der Virus- mit 

der Zellmembran bewirkt sowie die Dimerisierungdomäne. Die Domäne 

ED3 (blau) ist für die Bindung an den zellulären Rezeptor verantwortlich. 

Da die ED3-Domäne als linearer Genabschnitt vorliegt, lassen sich 

Viruschimären mit ED3-Austauschen am ED1-ED3 Übergang leicht 

herstellen. Abbildung modifiziert aus: Wahala et al., (2012) [8]. 

 

 

Bei einem pseudotypisierten Viruspartikel sind die viralen Hüllproteine (Δenv) gegen 

die Hüllproteine eines anderen Virus ausgetauscht. Viruspartikel ohne viralen Kern 

werden als virusähnliche Partikel (virus like particles, VLP) bezeichnet (Abb. 4). 
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Abb. 4:  Struktur eines pseudotypisierten HIV-1-Viruspartikels mit den 

Flavivirus prM/E Hüllproteinen. 

(A) Durch die Expression von prM und E bilden sich virusähnliche-Partikel 

(VLP). Diese enthalten kein Genom. Sie entstehen bei der Expression der 

Zika-Hüllproteine an der Membran des Endoplasmatischen Retikulums. (B) 

Die virale Struktur bildet das HIV-1 welches env deletiert ist (HIV-1-Δenv) 

Die innere Struktur wird von dem Matrixprotein p17 gebildet, in ihm 

befinden sich zwei identische RNA-Genome, welche vom Kapsid p24 

umschlossen sind. In das HIV-1-Genom ist ein Reportergen für das Enzym 

Luciferase eingebaut (Genom Δenv Luc+). (C) Der Zika prM/E-

HIV-1-Pseudotyp trägt als äußere Hülle die Hüllproteine des Zikavirus und 

besitzt im Inneren die Struktur und das Genom der HIV-1-Δenv Luc+ 

Variante. Der Viruseintritt eines solchen Pseudotypen kann daher leicht 

anhand der Luciferase Aktivität detektiert und quantifiziert werden [9]. 



5 

Durch das Fehlen der viralen Matrix- und Kapsidstrukturen sowie des virale Genoms im 

Inneren des VLP können VLPs zwar mit der Zellmembran verschmelzen, es kann aber 

keine Replikation stattfinden [10]. Als Viruskern werden verschiedene Lentiviren [11], 

aber auch das Vesikuläre Stomatitis Virus (VSV) verwendet [2]. Dabei werden virale 

Vektoren verwendet bei denen die Hüllproteine entfernt wurden und stattdessen ein 

Reportergen eingesetzt wurde. Als Reportergene eignen sich das green fluorescent 

protein (GFP) aus der Qualle Aequorea victoria oder die Luciferase des 

Glühwürmchens Photinus pyralis (fire-fly Luciferase). Anhand des Reportergens kann 

die Infektion von Zellen mit solchen pseudotypisierten Viruspartikeln leicht gemessen 

werden. Die pseudotypisierten Partikel übertragen das virale Genom und die 

Reportergene werden in der infizierten Zelle abgelesen. Daher sind für die Analyse von 

Viren und deren Infektionsmechanismen pseudotypisierte Partikel von großer 

Bedeutung, weshalb sie im Rahmen wissenschaftlicher Untersuchungen und klinischer 

Studien vielfach zum Einsatz kommen [12]. Weit verbreitete Vektoren für die 

Herstellung verschiedenster pseudotypisierter Partikel sind lentivirale Vektoren. 

Lentiviren bilden eine Gattung innerhalb der Familie der Retroviren. Der bekannteste 

Vertreter der Lentiviren ist das Humane-Immundefizienz-Virus (HIV) [11].  

Pseudotypisierte Partikel werden bei einer Kotransfektion mit Hilfe zweier Plasmide 

hergestellt. Ein Plasmid trägt das virale Genom und das andere Plasmid codiert für die 

Hüllproteine prM und E. Vor allem Plasmide mit einem HIV-1-Δenv [13] oder 

HIV-1-env- [14] Genom finden häufig Einsatz als Vektoren zur Herstellung viraler 

Pseudotypen. Im Fall der Flavivirus prM/E-HIV-1-Pseudotypen gibt es bisher keine 

wissenschaftliche Veröffentlichung, mit einer Ausnahme, der Publikation von Hu et al., 

(2007) [14]. Die in dieser Arbeit beschriebenen Methoden lassen sich aber nicht 

reproduzieren und führen nicht zur Herstellung prM/E pseudotypisierter HIV-1-Partikel. 

In einem Review zu viralen Pseudotypen wird diese Arbeit auch als nicht umsetzbar 

bewertet [2]. In der Arbeitsgruppe Laborgruppe-Schreiber (LG) am BNITM wurde aber 

in den letzten Jahren eine Methode zur Herstellung solcher Pseudotypen erarbeitet und 

kontinuierlich verbessert. Mit dieser Methode werden pseudotypisierte Partikel mittels 

einer Kotransfektion von eukaryotischen Zellen mit zwei Vektoren, einem HIV-1-Δenv 

Vektor und einem Expressionsvektorr für prM/E hergestellt (Abb. 4). Die 

Kotransfektion von HEK293T-Zellen mit beiden Vektoren führt zur Bildung und 

Ausschleusung pseudotypisierter Partikel in den Zellkulturüberstand (ZKÜ). 
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1.2 Flaviviren 

 Die Gattung Flaviviren der Familie Flaviviridae besteht aus mehr als 70 

verschiedenen Virustypen. Das Genom aller Flaviviren besteht aus einem 

positiv-orientierten RNA-Einzelstrang. Zu den bekanntesten humanpathogen Vertretern 

aus der Gattung der Flaviviren, zählen das namensgebende (flavus = gelb) 

Gelbfiebervirus (yellow fever virus, YFV), das Denguevirus (DENV), das Japanische 

Enzephalitis-Virus (JEV), das Frühsommer-Meningoenzephalitis-Virus (tick-borne 

encephalitis virus, TBEV), das Westnil-Virus (WNV) und die Zikaviren (ZIKV). Die 

Übertragung der Flaviviren auf den Menschen erfolgt durch Arthropoden (Mücken, 

Zecken), weshalb die Flaviviren zu den Arboviren gezählt werden [15,16]. 

 

1.2.1 Zikavirus 

 Im Jahr 1947 wurde das Zikavirus von einem Rhesusaffen aus dem 

Zika-Wald, einem tropischen Wald in der Nähe von Entebbe (Uganda), isoliert [17]. Im 

Jahr 1952 wurde das ZIKV erstmals im Menschen nachgewiesen. Die vollständige 

Genom-Sequenzierung und Charakterisierung des ZIKV erfolgte 2006 [18]. Generell 

wird beim ZIKV zwischen afrikanischen und asiatischen Virusisolaten unterschieden 

[19]. In den meisten Fällen verläuft eine Infektion asymptomatisch. Milde nicht 

lebensbedrohliche symptomatische Anzeichen sind unter anderem leichtes Fieber, 

Arthralgie, Myalgie, Konjunktivitis, Kopfschmerzen, und Hautausschlag [20]. Es gibt 

jedoch zunehmend Studien, die Belegen das eine ZIKV-Infektion mit neurologischen 

Erkrankungen, wie dem Guillain-Barré-Syndrom (GBS) bei Erwachsenen sowie der 

Mikrozephalie bei Föten und Säuglingen zusammenhängt [21,22]. 

Der erste große Zika-Ausbruch außerhalb von Afrika und Asien fand 2013 in 

Französisch-Polynesien statt [23]. Seit 2015 hat sich das ZIKV der asiatischen Linie in 

ganz Südamerika, ausgehend von Brasilien, rasch verbreitet. Da es 2015 zu einem 

sprunghaften Anstieg von Zika-induzierten Fehlbildungen bei Neugeborenen kam hat 

die Weltgesundheitsorganisation (WHO) die ZIKV-Infektion im Februar 2016 als 

weltweiten Gesundheitsnotstand ausgerufen [24,25]. 

Das einzelsträngige, positive RNA-Molekül des ZIKV hat eine Länge von 10794 

Kilobasenpaare (kb) und besitzt ein offenes Leseraster (open reading frame (ORF)), 

welcher am 5′- und 3′-Ende von nicht-kodierenden Sequenzen flankiert ist. Das kodierte 

Polyprotein 5′-C-prM-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3′ weist drei 
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Strukturproteine, das Kapsidprotein C (capsid protein), das Vorläufer Membranprotein 

M (premembrane protein) das Hüllprotein E (envelope protein) und sieben 

Nichtstrukturproteine (NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5) auf. Dabei bilden 

das Membranprotein M sowie das Hüllprotein E die äußere Hülle. Das E-Protein ist vor 

allem für die Rezeptorbindung, Membranfusion und den Neurotropismus des ZIKV 

verantwortlich [18] [26]. 

 

1.2.2 Japanische Enzephalitis-Virus 

 Im Jahr 1935 wurde das JEV (Stamm Nakayma) erstmals in Japan aus dem 

Gehirn eines verstorbenen Enzephalitisopfers isoliert [27,28]. Das einzelsträngige 

positive RNA-Genom des JEV ist ca. 11 kb groß [29]. Das JEV stellt ein enormes 

Gesundheitsproblem dar. Es sind in etwa 68,000 klinische Fälle und 10,000 bis 15,000 

Todesfälle pro Jahr bekannt [30]. Typische Symptome einer JEV-Infektion sind unter 

anderem Fieber, Kopfschmerzen, Durchfall, psychische Veränderungen und 

Hirnhautreizungen. Betroffene mit einer akuten Enzephalitis weisen neurologische 

Symptome, wie Bewegungsstörungen und mentale Zustandsänderungen auf. Zudem 

haben JE-Patienten häufig Symptome, die der Parkinson-Krankheit ähneln [29,31]. 

 

1.2.3 Usutuvirus 

 Das Usutuvirus (USUV) ist mit dem JEV, dem WNV und dem Murray 

Valley Enzephalitis-Virus (MVEV) verwandt. Diese werden zu den Japanischen 

Enzephalitis-Virus-Serokomplex zugeordnet [32]. Das Virus wurde erstmals 1959 in 

Südafrika aus Stechmücken der Art Culex neavei isoliert und nach dem Fluss Usutu in 

Swasiland (Afrika) benannt [33]. Das einzelsträngige positive RNA-Molekül des USUV 

besitzt 11064 Nukleotide [34].  

2001 trat das Virus erstmals außerhalb von Afrika in Europa (Österreich) auf, und 

verursachte ein Massensterben der Eurasischen Amseln (Turdus merula) [35]. Die 

Infektion bei Vögeln verläuft oft letal, beim Menschen verläuft die Infektion meist 

asymptomatisch oder mit sehr geringen Beschwerden. Es gibt aber auch einige Fälle, 

bei denen die Infektion beim Menschen mit neurologischen Komplikationen einhergeht. 

Die ersten Fälle schwerer Enzephalitis aufgrund einer USUV Infektion wurden 2009 in 

Italien bei zwei immungeschwächten Personen gemeldet [36,37]. 
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1.3 Ziel der Arbeit 

 Das Ziel dieser Arbeit ist die Herstellung von pseudotypisierten HIV-1-

Partikel mit prM/E-Hüllen von verschiedenen Flaviviren und Viruschimären (Zika-, 

Usutu- und Japanische Enzephalitis-Virus), sowie den Neurotropismus der Pseudotypen 

durch Infektionsversuche an verschiedenen Zellen zu erforschen. Zur Verfügung 

standen verschiedene Flavivirus prM/E-Expressionsvektoren für prM/E Hüllproteine 

und prM/E-Chimären (X12Y3). Die ED1--ED2-ED3-Viruschimären entstanden durch 

den Austausch der ED3 Region eines Virus gegen die ED3 Region eines anderen Virus, 

wodurch sich die einzelnen Domänen genauer studieren lassen.  

Die Arbeit wird in drei Abschnitte unterteilt. Im ersten Teil der Arbeit sollen nach einer 

Transformation in chemokompetente DH5α-Zellen, die entsprechenden Plasmide in 

Bakterien vermehrt und mittels der CsCl-Methode in einem größeren Maßstab isoliert 

und anschließend aufgereinigt werden. 

Im zweiten Teil der Arbeit sollen die pseudotypisierten Partikel in HEK-293T-Zellen 

hergestellt werden. Dafür soll die Plasmid-DNA in HEK293T-Zellen transfiziert und 

die Transfektion anhand der Expression des Reportergens Luciferase überprüft werden.  

Abschließend soll im dritten Teil der Arbeit die Infektiosität der pseudotypisierten 

HIV-1-Partikeln für verschiedene Zellen (Vero-B4, U87 und Hg39) untersucht werden. 

Die Zellkulturüberstände der transfizierten Zellkulturen, welche die pseudotypisierten 

Viruspartikel enthalten, sollen zu den Vero-B4, U87 und Hg39 Zellen hinzugegeben 

werden. Durch die Expression des Luciferase-Reportergens in den infizierten Zellen 

sollen die resultierenden Infektionseffizienzen anhand der Luciferase-Aktivität 

gemessen werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 

 

Gerät Hersteller Sitz (Ort, Land) 

Analysewaage ED3202S-CW Sartorius  Göttingen, Deutschland 

Elektrophoresekammer Sartorius  Göttingen, Deutschland 

Inkubator CB 150 BINDER  Tuttlingen, Deutschland 

Inkubator INE 500 Memmert  Schwabach, Deutschland 

Magnetrührer IKAMAG RCT IKA-Werke  Staufen, Deutschland 

Mikroküvetten Shimadzu  Kyōto, Japan 

Luminometer Centro LB 960 Berthold Technologies  Bad Wildbad, Deutschland 

Mikroskop Diavert Leitz Wetzlar, Deutschland 

pH-Meter CG 840 Schott AG Mainz, Deutschland 

Ein- & Mehrkanalpipetten  

  

Eppendorf  

  

Hamburg, Deutschland 

  Schüttelinkubator 3031 Gesellschaft für Labortechnik  Burgwedel, Deutschland 

Photometer UV-160A Shimadzu  Kyōto, Japan 

Sterilwerkbank  The Baker Company Sanford Maine, USA 

Mastercycler Gradient Eppendorf  Hamburg, Deutschland 

Thermomixer Compact Eppendorf  Hamburg, Deutschland 

Vortexschüttler VF2 IKA-Werke  Staufen, Deutschland 

Zentrifuge Avanti J-26XP Beckman Coulter  Krefeld, Deutschland 

Zentrifuge Biofuge pico Heraeus Holding  Hanau, Deutschland 

Zentrifuge Centrifuge 5810 R Eppendorf Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge Megafuge 3.0R Heraeus Holding  Hanau, Deutschland 

Zentrifuge Optima XE-90 Beckman Coulter  Krefeld, Deutschland 
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2.1.2 Zellkulturmaterialien 

Einweg- und Verbrauchsmaterialien    Hersteller Sitz (Ort, Land) 

Einwegpipetten (5, 10, 25 ml) Thermo Fisher Scientific Waltham, USA 

Zellkulturflaschen (75 cm2) Sarstedt Nümbrecht, DEU 

Zellkulturplatten (6 well oder 24 well) Sarstedt  Nümbrecht, DEU 

Zellkulturplatten (Nunc™ F96, Micro Well™) Thermo Fisher Scientific Waltham, USA 

 

 

2.1.3 Zellen 

Zellen Ursprungsorganismus ATCC Herkunft 

HEK293T 

 

Homo sapiens 

 

CRL-11268 

 

Friedrich-Löffer-Institut,  

Riems-Greifswald 

Vero-B4 Cercopithecus aethiops CCL-81 Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und 

Zellkulturen, Braunschweig 

U87 CXCR4 Homo sapiens - BNITM, Hamburg 

 

 

2.1.4 Plasmide 

Plasmid Beschreibung Herkunft 

pNL Luc AM HIV-1 Genom (Δenv, Luc+) [38] 

pHA-Z41519 prM/E-Expressionsvektor [9] 

pHA-USU-BH65 prM/E-Expressionsvektor [9] 

pHA-JE-NAK prM/E-Expressionsvektor [9] 

pHA-Z12U3 prM/E-Expressionsvektor [9] 

pHA-U12Z3 prM/E-Expressionsvektor [9] 

pHA-Z12J3 prM/E-Expressionsvektor [9] 

pHA-J12Z3 prM/E-Expressionsvektor [9] 
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2.2 Chemikalien 

Chemikalien Hersteller Sitz (Ort, Land) 

2-Propanol (Isopropanol) Carl Roth  Karlsruhe, DEU 

Agar Becton, Dickinson  Franklin Lakes, USA 

Agarose Biozym Scientific Oldendorf, DEU 

Ampicillin Natriumsalz Carl Roth  Karlsruhe, DEU 

Bromphenolblau Merck KGaA Darmstadt, DEU 

Caesiumchlorid Sigma-Aldrich  St. Louis, USA 

Calciumchlorid Carl Roth  Karlsruhe, DEU 

Chloroquindiphosphat Salz Sigma-Aldrich  St. Louis, USA 

Dithiothreitol (DTT) Thermo Fisher Scientific Waltham, USA 

Ethylendiamin-tetraessigsäure (EDTA) Carl Roth Karlsruhe, DEU 

Eisessig neoLab Migge  Heidelberg, DEU 

Essigsäure Carl Roth  Karlsruhe, DEU 

Ethanol Carl Roth  Karlsruhe, DEU 

Ethidiumbromid (EtBr) Sigma-Aldrich  St. Louis, USA 

Glukose Carl Roth  Karlsruhe, DEU 

Glycerin Carl Roth  Karlsruhe, DEU 

Hefeextrakt Becton, Dickinson Franklin Lakes, USA 

Kaliumacetat Carl Roth  Karlsruhe, DEU 

Magnesiumchlorid (25 mM) Thermo Fisher Scientific Waltham, USA 

Natriumchlorid Carl Roth  Karlsruhe, DEU 

Natriumchlorid Carl Roth  Karlsruhe, DEU 

Natriumdodecylsulfat Carl Roth  Karlsruhe, DEU 

Natriumhydroxid Carl Roth  Karlsruhe, DEU 

Salzsäure Carl Roth  Karlsruhe, DEU 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth  Karlsruhe, DEU 

Tris (hydroxymethyl)-aminomethane (TRIS) Carl Roth Karlsruhe, DEU 

Triton X-100 Carl Roth  Karlsruhe, DEU 
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2.2.1 Reagenzien 

Gerät Hersteller Sitz (Ort, Land) 

Dulbeccos Modified Eagle Medium + 

GlutaMAX™ 

Thermo Fisher Scientific Waltham, USA 

Fetales Rinderserum (FBS) PAN-Biotech  Aidenbach, DEU 

GeneRuler 1 kb DNA Ladder Thermo Fisher Scientific Waltham, USA 

MgCl2 (25 mM) Thermo Fisher Scientific Waltham, USA 

OptiPRO SFM Medium Thermo Fisher Scientific Waltham, USA 

Penicillin-Streptomycin  

(5.000 U/ml) 

Thermo Fisher Scientific Waltham, USA 

RPMI 1640 Medium + GlutaMAX™ Thermo Fisher Scientific Waltham, USA 

Trypton Carl Roth  Karlsruhe, DEU 

Trypsin/EDTA  

(0,05 % / 0,02 % in PBS) 

PAN-Biotech  Aidenbach, DEU 

 

 

2.2.2 Reagenzien-Kits 

Reagenzien-Kits Hersteller Sitz (Ort, Land) 

GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Fisher Scientific Waltham, USA 

Bright-Glo™ Luciferase Assay System Promega  Madison, USA 

Dilution Buffer  InCella Eggenstein-

Leopoldshafen, DEU 

ScreenFect® A ScreenFect  Eggenstein-

Leopoldshafen, DEU 
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2.3 Mikrobiologische Methoden 

2.3.1 Medien und Agarplatten 

 dYT-Medium : 16 g Trypton 

   10 g Hefeextrakt 

       5 g NaCl 

 

 YT-Medium :   8 g Trypton 

   15 g Hefeextrakt 

     5 g NaCl 

 

 YT-Agarplatten :   8 g Trypton 

      5 g Hefeextrakt 

       5 g NaCl 

   16 g Agar 

 

Die aufgelisteten Komponenten wurden für das Ansetzten des YT/dYT-Mediums und 

der YT-Agarplatten eingewogen und mit 1 L doppelt destilliertem Wasser (ddH2O) 

aufgefüllt. Die Autoklavierung erfolgte bei 121 °C und 1,5 bar. Die zusätzliche Zugabe 

vom hitzeempfindlichen Antibiotika Ampicillin zu den Medien, erfolgte nach dem 

Abkühlen auf < 50 °C. 

 

 Ampicillin : 4 ml/l (60 mg/ml) 

 

 

2.3.2 Kultivierung von E. coli Bakterien 

Die Kultivierung von E. coli Bakterien (Stamm DH5α) erfolgte durch das Animpfen 

einer Flüssigkultur mittels Einzelkolonie. Die Flüssigkulturen wurden im 

Schüttelkolben über Nacht bei 37 °C und 180 rpm kultiviert. Am nächsten Tag wurden 

die Flüssigkulturen auf YT-Agarplatten ausgestrichen. Es erfolgte eine Inkubation über 

Nacht bei 37 °C. Die Platten wurden anschließend im Kühlschrank bei 4 °C gelagert. 
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2.3.3 Herstellung chemokompetenter Bakterien 

 Für die Herstellung chemokompetenter Bakterien wurde eine Einzelkolonie 

des E. coli Stammes DH5α von einer YT-Agarplatte entnommen und in 3 ml 

YT Medium über Nacht bei 37 °C im Rotor kultiviert. Für das Animpfen der 

Hauptkultur wurden 1 ml der Vorkultur zu 100 ml YT-Medium zugegeben, es erfolgte 

eine Inkubation der Bakterien in einem Schüttelkolben bei 37 °C und 180 rpm. Bei 

Erreichen einer optischen Dichte von OD600 = 0,4 wurden die Bakterien auf Eis 

abgekühlt, und anschließend bei 4 °C und 5.000 rpm für 15 min zentrifugiert. Nach dem 

Zentrifugationsschritt wurden die Bakterien in 40 ml sterilfiltriertem 50 mM CaCl2 

suspendiert und 5 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Bakterien bei 4 °C 

und 5.000 rpm für 15 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 2 ml 50 mM CaCl2 

suspendiert und über Nacht auf Eis gestellt. Am nächsten Tag wurde die Suspension mit 

2 ml 50 %igem Glycerin versetzt und in Aliquots mit je 200 µl aufgeteilt. Nach dem 

Schockfrieren der Aliquots in flüssigem Stickstoff wurden die kompetenten Zellen bei 

-70 °C gelagert. 

 

 

2.4 Molekularbiologische Methoden 

2.4.1 Transformation von Plasmid-DNA in E. coli  

 Für die Vervielfältigung von Plasmid-DNA wurde eine Transformation in 

E. coli DH5α vorgenommen. Hierfür wurden zunächst die bei -70 °C gelagerten 

chemokompetenten Zellen auf Eis aufgetaut, anschließend mit 1 µl Plasmid-DNA 

versetzt (ca. 100 ng Plasmid auf 100 ml Zellen) und für 30 min inkubiert. Mittels 

Hitzeschock bei 42 °C für 90 sec und einer darauffolgenden Abkühlung auf Eis wurde 

die Plasmid-DNA in E. coli DH5α eingebracht. Danach wurden die Bakterien mit 

800 µl YT-Medium versetzt und für 45 min bei 37 °C im Thermoschüttler inkubiert. 

150 µl der Bakterienkultur wurden mit dYT-Medium resuspendiert und auf 

Amp/YT-Agarplatten ausplattiert. Der Rest der Bakterienkultur wurde für 5 min bei 

8000 rpm zentrifugiert. Anschließend wurden 600 µl des Überstandes verworfen, dass 

Pellet mit dem restlichen Medium resuspendiert und ebenfalls ausgestrichen. Es erfolgte 

eine Inkubation über Nacht bei 37 °C. 
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2.4.2 Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA 

 Nach der Kultivierung der Plasmid-DNA in E. coli DH5α wurden 

unterschiedliche Präparationsarten (Minipräparation durch alkalische Lyse (2.4.2.1), 

CsCl-Maxipräparation (2.4.2.2) und DNA-Extraktion mit Glasmilch (2.4.2.3) für die 

Isolierung und Reinigung der DNA verwendet. 

 

2.4.2.1 Minipräparation durch alkalische Lyse 

 Mit dem GeneJET Plasmid Miniprep Kit erfolgte die Isolierung und 

Reinigung der Plasmid-DNA. Hierfür wurde 4 ml Amp/dYT-Medium mit einer 

Einzelkolonie der transformierten Zellen (2.4.1) angeimpft und im Rotor über Nacht bei 

37 ° kultiviert. Anschließend erfolgte ein Zentrifugationsschritt für 5 min bei 5.000 rpm 

und Raumtemperatur (RT). Die anschließenden Schritte für die DNA-Isolierung 

erfolgten nach den Angaben des Herstellers. Die Eluation der Plasmid-DNA erfolgte 

mit 50 µl des im Kit enthaltenen EB-Puffers. Die gewonnene DNA wurde bei -20 °C 

gelagert. 

 

2.4.2.2 CsCl-Maxipräparation 

 Mit der CsCl-Methode wurde Plasmid-DNA in größerem Maßstab isoliert 

und aufgereinigt. 250 µl Amp/dYT-Medium wurden mit einer Einzelkolonie der 

transformierten Zellen (2.4.1) angeimpft und über Nacht im Schüttelkolben bei 37 °C 

und 180 rpm kultiviert. Danach wurde die Bakterienkultur auf 10.000 rpm beschleunigt 

und der Überstand verworfen. Die Zellen wurden in 5 ml der Lösung 1 resuspendiert 

und anschließend in 50 ml Falconröhrchen überführt. Für die Lyse der Zellen wurde 

10 ml der Lösung 2 hinzugegeben und für 5 min bei RT inkubiert. Anschließend wurde 

7,5 ml der Lösung 3 hinzugegeben und 10 min auf Eis inkubiert. Für die Abtrennung 

der Präzipitate, wurde für 20 min bei 8000 rpm und 4 °C zentrifugiert. 

Anschließend wurde der Überstand durch Baumwolle gefiltert, mit 0,7 Vol. Isopropanol 

versetzt und für 20 min bei RT inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt für 20 min 

bei 4000 g und RT, erfolgte ein Waschschritt mit 10 ml 70 %igem Ethanol (EtOH) und 

anschließender Zentrifugation für 5 min bei 4000 g und RT. Der Überstand wurde 

verworfen und die DNA wurde in 4 ml TE-Puffer gelöst und anschließend mit 4,9 g 

CsCl und 150 µl Ethidiumbromid (EtBr) (10 mg/ml) versetzt. Mit Hilfe einer 

0,9 mm x 40 mm Kanüle und einer 5 ml Spritze wurde die Lösung in Quick Seal Tubes 
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überführt, austariert (± 50 mg) und zugeschmolzen. Nach der Überprüfung der Dichtheit 

durch Drücken der Röhrchen wurde der Rotor beladen. Die 

Dichtegradientenzentrifugation erfolgte über Nacht bei mind. 50.000 – 70.000 rpm und 

25 °C.  Mit einer 0,9 mm x 40 mm Kanüle und einer 2 ml Spritze erfolgte die Entnahme 

der Plasmid-DNA aus den Quick Seal Röhrchen. Um einen Unterdruck zu vermindern 

wurde zunächst ein Luftloch im oberen Teil des Röhrchens gestochen. Anschließend 

wurde durch das Röhrchen gestochen, die untere Bande durch Aufziehen der Spritze 

entnommen und in ein Reaktionsgefäß überführt. Durch die Zugabe von jeweils 1 ml n-

Butanol wurde EtBr extrahiert. Dieser Vorgang wurde wiederholt bis keine rötliche 

Restfarbe mehr vorhanden ist. 

Für die DNA-Präzipitation wurde die Plasmid-DNA mit 0,7 Vol. 3 M Natriumacetat 

(NaOAc) (pH 5,2) und 2 Vol. 97 %igem EtOH versetzt und über Nacht bei 4 °C 

gelagert. Nach einer 20-minütigen Zentrifugation bei 10.000 rpm und RT wurde die 

Plasmid-DNA zweimal mit 70 %igem EtOH gewaschen. Anschließend wurde die 

Plasmid-DNA in 200 µl ddH20 gelöst. Für die Konzentrationsbestimmung der 

DNA-Lösung wurde photometrisch bei einer Wellenlänge von λ = 260 nm gemessen. 

Die DNA-Konzentration wurde danach einheitlich auf 1 µg/µl gebracht. Dies erfolgte 

durch die Verdünnung mit ddH20 oder einer erneuten Ethanolpräzipitation (2.4.3). 

 

 Lösung 1:  50 mM Glucose 

   10 mM EDTA 

   25 mM TRIS-HCl (pH 8,0) 

 

 Lösung 2: 0,2 M NaOH  

   1 % SDS 

 

 Lösung 3: 3 M Kaliumacetat 

   2 M Essigsäure 

 

 TE-Puffer: 10 mM TRIS 

   1 M EDTA (pH 8,0) 
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2.4.2.3 DNA-Extraktion mit Glasmilch 

 Bei der DNA-Extraktion mit Hilfe der Glasmilch erfolgt die Isolation der 

Plasmid-DNA durch die Bindung an Glaspartikel. Das Animpfen sowie die Lyse der 

Zellen (Lösung 1-3) erfolgte wie in 2.4.2.2 beschrieben. Es wurden 5 ml des klaren 

Überstandes der Probe mit 50 µl RNAse versetzt und für 15 min bei 90 °C inkubiert. 

Anschließend wurden zu der Probe 1 ml Glasmilch hinzugegeben. Nach kräftigem 

Schütteln erfolgte eine Inkubationszeit von 30 min bei RT auf dem Rollgerät, in diesem 

Schritt erfolgt die Bindung der DNA an die Glaspartikel der Glasmilch. Daraufhin 

erfolgt ein Zentrifugationsschritt für 1 min bei 1000 rpm und 10 °C. Das DNA-

Glaspellet wurde mit 5 ml des New-Wash-Puffer gewaschen, für 5 min auf dem 

Rollgerät inkubiert und für 1 min bei 1000 rpm und 10 °C zentrifugiert. Dieser 

Waschschritt wurde erneut wiederholt. Anschließend wurde das DNA-Glaspellet mit 

2 ml H20 gelöst und für 10 min bei 72 °C inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt 

für 3 min bei 9.000 rpm und 10 °C wurde der Überstand, welcher Plasmid-DNA enthält 

in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Um restliche Glaspartikel zu entfernen, wurde 

das Reaktionsgefäß jeweils zweimal anzentrifugiert und der Überstand in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt. Die DNA-Präzipitation ist in Kapitel 2.4.2.2 beschrieben. 

 

 Lösung 1:  50 mM Glucose 

   10 mM EDTA 

   25 mM TRIS-HCl (pH 8,0) 

 

 Lösung 2: 0,2 M NaOH  

   1 % SDS 

 

 Lösung 3: 3 M Kaliumacetat 

   2 M Essigsäure 

 

 New-Wash-Puffer: 10 mM TRIS-HCl    

   50 mM EDTA 

   50 mM NaCl 

 

Der New-Wash-Puffer wurde 1:1 mit EtOH versetzt (100 ml New-Wash-Puffer + 

100 ml EtOH 98 %ig). 
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2.4.3 Aufkonzentrierung von Plasmid-DNA 

 Für die Aufkonzentrierung der Plasmid-DNA wurde eine Ethanolfällung 

angewandt. Zunächst wurde die DNA-Lösung mit 0,1 Vol. NaOAc (3 M, pH 5,2) und 

2 Vol. 100 %igem EtOH versetzt und für mind. 3 h bei 4 °C inkubiert. Anschließend 

wurde die Plasmid-DNA für 20 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Danach erfolgte 

zweimal je ein Waschschritt mit 70 %igem EtOH und einer erneuten Zentrifugation für 

20 min bei 13.000 rpm. Letztlich wurde das Pellet in ddH20 gelöst und auf eine 

Endkonzentration von 1 µg/µl gebracht. 

 

2.4.4 DNA-Sequenzierung 

 Die Sequenzierung der isolierten Plasmid-DNA hat die Firma LGC 

Genomics mit Hilfe eines automatisiertenVerfahren nach Sanger durchgeführt. Für die 

Sequenzierung der pHA-Expressionsvektoren wurden die Primer CMV-F und 

cDNA3.1-R verwendet. Es wurden jeweils 2 Läufe durchgeführt, ein Lauf in 

Vorwärtsrichtung (forward, F) und ein Lauf in entgegengesetzter Richtung (reverse, R). 

Nach der Sequenzierung wurden die Ergebnisse verglichen. 

 

2.4.5 Agarose-Gelelektrophorese 

 Für die analytische Bestimmung von DNA-Plasmiden wurde das Verfahren 

der Agarose-Gelelektrophorese angewendet. Für die Gele wurde ein 0,8 % Agarosegel 

hergestellt. Hierfür wurde 0,8 % Agarose in 1 x TAE-Puffer in einer Mikrowelle durch 

Aufkochen gelöst. In ein vorbereitetes Gelbett (7 cm x 7 cm) wurde 1 µl 

Ethidiummbromid (10 mg/ml) pipettiert. Nach dem Abkühlen der Agarose auf ca. 56 °C 

wurde diese in das Bett gegossen. Der Kamm mit der gewünschten Taschenanzahl 

wurde in die Gelapparatur eingesetzt. Nach dem aushärten des Agarosegels wurde 

dieser wieder entfernt. Anschließend wurde das Agarosegel mit dem Gelbett in eine 

Elektrophoresekammer gelegt und mit 1 x TAE-Puffer überdeckt. Je 1 µl der 

aufzutrennenden Proben wurden mit 3 µl des 6 x Ladepuffers und 2 µl ddH2O versetzt 

und anschließend in die Taschen pipettiert. Zur Bestimmung des Molekulargewichtes 

wurde der Marker GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder verwendet. Die Proben wurden bei 

einer Spannung von 100 V für 1 h aufgetrennt. Anschließend wurden die Banden unter 

UV-Licht detektiert. 
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 TAE-Puffer : 40 mM TRIS 

   20 mM Eisessig 

     2 mM EDTA 

 

 6 x Ladepuffer : 50 % Glycerin 

   0,2 % Bromphenolblau  

   in 1 Vol. TAE-Puffer 

 

 

2.5 Zellbiologische Methoden 

2.5.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen 

 Die Kultivierung eukaryotischer Zellen erfolgte im Inkubationsschrank bei 

37 °C und 5 % CO2. Die Zellen befanden sich in supplementiertem DMEM- oder 

RPMI-Medium und wurden in regelmäßigen Abständen alle 3-5 Tage, je nach 

Zelldichte rekultiviert. Zunächst erfolgte ein Waschschritt mit PBS, anschließend 

wurden die adhärenten Zellen mit Trypsin/EDTA inkubiert. Die Zellen wurden somit 

von der Wand der Zellkulturflaschen gelöst und mit Zugabe von DMEM- oder RPMI-

Medium aufgenommen. Für die Rekultivierung wurden die eukaryotischen Zellen mit 

DMEM- oder RPMI-Medium verdünnt und erneut in einer Zellkulturflasche ausgesät. 

 

 DMEM suppl.: DMEM (1x) + GlutaMAX™-I 

   10 % FCS 

   1 % Pen-Strep 

 

 RPMI suppl.: RPMI 1640 (1x) + GlutaMAX™-I 

   10 % FCS 

   1 % Pen-Strep 

 

2.5.2 Transfektion von Plasmid-DNA in eukaryotischen Zellen 

 Für die Transfektion von Plasmid-DNA in eukaryotischen Zellen wurden 

die zwei Methoden der SFA-Transfektion (2.5.2.1) als auch der PEI-Transfektion 

(2.5.2.2) angewendet. Die Herstellung pseudotypisierter Partikel wurde durch eine 
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DNA-Transfektion in HEK293T-Zellen durchgeführt. Für die SFA-Transfektion 

befanden sich die HEK293T-Zellen in RPMI-Medium, für die PEI-Transfektion in 

DMEM-Medium. Vor der Transfektion wurden die Zellen in einer 24-well-Platte mit 

einer Dichte ausgesät, dass zum Zeitpunkt der Transfektion eine ca. 80 % Konfluenz 

resultierte. Hierfür wurde nach dem Aussäen der Zellen die Zellkulturplatte im 

Inkubationsschrank für ein bis zwei Nächte inkubiert. Für alle Inkubationsschritte 

wurde die Zellkulturplatte im Inkubationsschrank bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 

 

2.5.2.1 SFA-Transfektion von Plasmid-DNA 

 Am Tag der Transfektion wurde zunächst Plasmid-DNA in ein 

Reaktionsgefäß mit vorgelegtem dilution buffer pipettiert. In ein weiteres 

Reaktionsgefäß ebenfalls mit vorgelegtem dilution buffer wurde ScreenfectA (SFA) 

hinzugegeben. Letzteres wurde tropfenweise in das Reaktionsgefäß mit der Plasmid-

DNA pipettiert. Es erfolgte eine 20-minütige Inkubationszeit bei RT. Währenddessen 

wurde das Medium in der 24-well Platte verworfen und 420 µl neues supplementiertes 

RPMI-Medium hinzugegeben. Danach wurde der Transfektionskomplex zu den Zellen 

gegeben. Nach einer 4-stündigen Inkubationszeit im Inkubator wurde das Medium 

abgenommen und 1 ml supplementiertes RPMI-Medium zu den Zellen pipettiert. Nach 

einer Inkubationszeit von 2 Tagen im Inkubator wurde der Zellkulturüberstand 

entnommen und 1 ml neues supplementiertes RPMI-Medium hinzugegeben. Der 

entnommene Zellkulturüberstand wurde bei 10.000 rpm für 5 min zentrifugiert. 

Anschließend wurde der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt und das 

Pellet verworfen. Der partikelhaltige Überstand wurde bei 4 °C gelagert.   

Die Zellkulturplatte wurde erneut für 2 Tage im Inkubator inkubiert. Anschließend 

wurde der Zellkulturüberstand entnommen und bei 10.000 rpm für 5 min zentrifugiert. 

Der partikelhaltige Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und bei 4 °C 

gelagert. Zum Lösen der restlichen Zellen wurde die Zellkulturplatte mit je 100 µl 

Trypsin versetzt und für 10 min bei RT inkubiert. Anschließend wurde 500 µl RPMI in 

jedes well gegeben, auf- und abpipettiert und in das Reaktionsgefäß mit dem Zellpellet 

überführt. Nach einem Zentrifugationsschritt von 15 min bei 10.000 rpm wurde der 

Überstand verworfen und die Zellen wurden bei -20 °C gelagert. 



21 

2.5.2.2 PEI-Transfektion von Plasmid-DNA  

 Am Tag der Transfektion wurde das DMEM-Medium in der 24-well Platte 

verworfen und in jedes well 420 µl Chloroquindiphosphat pipettiert. Es erfolgte eine 

Inkubationszeit von 5 h im Inkubator. Währenddessen wurde das PEI zunächst in ein 

Reaktionsgefäß mit vorgelegtem dilution buffer pipettiert. In ein weiteres 

Reaktionsgefäß ebenfalls mit vorgelegtem dilution buffer wurde die Plasmid-DNA 

dazugegeben. Letzteres wurde tropfenweise in das Reaktionsgefäß mit dem PEI 

pipettiert. Es erfolgte eine 20-minütige Inkubation. Anschließend wurde der jeweilige 

Transfektionskomplex vorsichtig zu den HEK293T-Zellen gegeben und über Nacht im 

Inkubationsschrank inkubiert. Am nächsten Tag wurde der Transfektionskomplex 

vorsichtig entnommen und mit je 1 ml DMEM suppl. ersetzt. Die Zellen wurden erneut 

über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag erfolgte die Auswertung der Transfektion. Die 

Zellen wurden mit dem Überstand in ein Reaktionsgefäß überführt und bei 10.000 rpm 

für 5 min zentrifugiert. Danach wurde der partikelhaltige Überstand in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt und bei 4 °C gelagert. Zum Lösen der restlichen Zellen wurde 

die Zellkulturplatte mit je 100 µl Trypsin versetzt und für 10 min bei RT inkubiert. 

Anschließend wurde 500 µl DMEM in jedes well dazugegeben, auf- und abpipettiert 

und in das Reaktionsgefäß mit dem Pellet überführt. Nach einem Zentrifugationsschritt 

von 15 min bei 10.000 rpm wurde der Überstand verworfen und die Zellen wurden bei 

-20 °C gelagert. 

 

2.5.3 Infektion von Zellen mit pseudotypisierten Viruspartikeln 

 Die Infektion eukaryotischer Zellen wurde mittels pseudotypisierten HIV-1-

Partikeln aus den Zellkulturüberständen der Transfektion durchgeführt. Die zu 

infizierenden Zellen (Vero-B4, U87 und Hg39-Zellen) waren in supplementiertem 

DMEM- oder RPMI Medium suspendiert. Für die Infektion wurden je 100 µl der 

entsprechenden Zellen in einer 96-well-Platte ausgesät. Die Zellen wurden anschließend 

mit 100 µl der partikelhaltigen Überstände von der Transfektion infiziert und definierte 

Verdünnungen hergestellt. Die Zellkulturplatte wurde für 3 Tage im Inkubationsschrank 

bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Nach der dreitätigen Inkubationszeit konnte die 

Infektionseffizienz mit dem Luciferase-Assay (2.5.4) gemessen werden. 
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2.5.4 Luciferase-Assay 

 Mit dem Luciferase-Assay werden sowohl die Transfektionseffizienz als 

auch die Effizienz der Infektion von eukaryotischen Zellen mit pseudotypisierten 

Partikeln gemessen. Für die Messung wurde eine weiße unbeschichtete 96-well-Platte 

verwendet. Für die Ermittlung der Transfektionseffizienz wurden die Zellen mit 100 µl 

Lysispuffer versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 10 min wurden die lysierten Zellen 

in die 96-well-Platte mit 100 µl D-Luciferin-Puffer gegeben. Nach der Zugabe von 

D-Luciferin-Puffer wurde die Platte nach 3 – 5 min gemessen. Für die Messungen der 

Infektionseffizienz wurde der Überstand in den 96-well-Platten verworfen und die 

Zellen mit 100 µl Lysispuffer versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 10 min wurde 

100 µl D-Luciferin-Puffer in die wells gegeben. Anschließend wurde die Platte direkt 

gemessen. Die Messungen wurden mit Hilfe eines Mikroplattenluminometer und dem 

Programm Mikro Win 2000 durchgeführt. Die detektierte relative Lichteinheit RLU 

(relative light units), entsteht durch die gemessene Lichtemission, die bei der 

Umsetzung von Luciferase zu Oxiluciferin entsteht. 

 

Lysepuffer.:    25 mM TRIS 

     2 mM EDTA 

     l2 mM DTT 

     10 % Glycerol 

     1 % Triton x-100 

 

D-Luciferin-Puffer:   100 mM TRIS-HCL (pH 8,0) 

     5 mM MgCl2 

     250 µM CoA 

     150 µM ATP 

     200 mg AMP 

     150 µg/ml d-Luciferin 
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3 Ergebnisse 

3.1 Aufreinigung der Vektoren 

 Nach der Kultivierung der Plasmid-DNA in E. coli DH5α wurden drei 

unterschiedliche Präparationsarten: Minipräparation durch alkalische Lyse (2.4.2.1), 

CsCl-Maxipräparation (2.4.2.2) und DNA-Extraktion mit Glasmilch (2.4.2.3) 

angewandt. Um die Isolierung und Reinigung der Plasmid-DNA nachzuweisen, wurde 

die Plasmid-DNA nach der Anwendung der genannten Verfahren sowie der DNA-

Marker GeneRuer™ 1 kb als Vergleich auf ein Agarosegel aufgetragen. Das Herstellen 

des Agarosegels sowie die Geräteeinstellungen für die Auftrennung der entsprechenden 

Banden sind in Abschnitt 2.4.5 zu entnehmen. In der Abbildung 5 sind die für die 

Transfektion verwendeten Plasmid-DNA in einem Agarosegel dargestellt. Deutlich zu 

erkennen sind bei den prM/E-Expressionsvektoren (pHA, Spur 1 – Spur 8) eine Bande. 

Die Banden des Markers haben eine Größe von 1000 bp bis 10 kb. Das HIV-1-

Vektorplasmid pNL Luc AM liegt wie erwartet oberhalb dieser Bande und weist eine 

Größe von ca. 14 kb auf. 

Für die Kotransfektion wurden jeweils 2,5 µg des HIV-1-Vektorplasmids pNL Luc AM 

und 12,5 µg des entsprechenden Expressionsvektors (pHA-USU-BH65, pHA-JE-NAK, 

pHA-Z41519, pHA-U12Z3, pHA-Z12U3, pHA-J12Z3, pHA-Z12J3) pro well einer 

24-well-Platte benötigt.  

Um ausreichende Mengen an Plasmid-DNA zu erreichen, wurden mehrere 

Präparationen im großen Maßstab durchgeführt (2.4.2.2). Insgesamt wurden mit der 

Methode der CsCl-Maxipräparation pro Plasmid-DNA ca. 5-10 mg hergestellt. Die 

DNA-Lösungen wurden alle auf eine Konzentration von 1 µg/µl eingestellt. 
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Abb. 5:  Aufgereinigte Plasmid DNA der Pseudotyp Vektoren. 

Spur 1:  pHA-USU-BH65 Spur 5:  pHA-Z12U3 

Spur 2:  pHA-JE-NAK  Spur 6:  pHA-J12Z3 

Spur 3:  pHA-Z41519  Spur 7:  pHA-Z12J3 

Spur 4:  pHA-U12Z3  Spur 8:  HIV-1-Vektor pNL Luc AM 
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3.2 Herstellung pseudotypisierter Viruspartikel 

 Eine Transfektion bezeichnet das Einbringen genetischen Materials, hier 

Plasmid-DNA, in eukaryotische Zellen. Mittels Kotransfektion lassen sich mehrere 

DNA-Plasmide gleichzeitig in Zellen transfizieren. Verschiedene Flavivirus 

prM/E-Expressionsvektoren mit prM/E als Hüllproteine und prM/E-Chimären (X12Y3) 

standen für die Herstellung pseudotypisierter HIV-1-Partikeln zur Verfügung, da diese 

in der LG-Schreiber bereits erfolgreich realisiert wurden [9]. In dieser Arbeit wurde die 

Herstellung pseudotypisierter HIV-1-Partikeln auf weitere E-Protein-Chimären von 

Flaviviren erweitert.  

Für die Kotransfektion wurde das HIV-1-Vektorplasmid pNL Luc AM mit 

verschiedenen Hüllproteinen pHA-USU-BH65, pHA-JE-NAK, pHA-Z41519, 

pHA-U12Z3, pHA-Z12U3, pHA-J12Z3, pHA-Z12J3 in HEK293T-Zellen transfiziert 

(Abb. 6). Dabei dient das Vektorplasmid pNL Luc AM als rekombinanter Vektor, 

welcher durch die Deletion des Genoms (Δenv) einen replikationsunfähigen HIV-1-

Vektor darstellt. Somit sind die hergestellten pseudotypisierten Partikel in der Lage in 

die Zellen einzudringen, können jedoch nach der Infektion keine neuen infektiösen 

Partikel bilden (single-round-infection). Durch das zusätzliche Austauschen des 

Hüllproteins durch ein Reportergen für Luciferase (Luc+) unter der Kontrolle des SV40-

Promoters, kann die Infektion der Pseudotypen detektiert und quantifiziert werden. 
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Abb. 6:  Vektoren für die Herstellung von Flavivirus prM/E 

pseudotypisierten HIV-1-Partikeln.  

Die Klonierung der prM/E-Genfragmente in den Expressionsvektor pHA, 

über die Schnittstellen NotⅠ und KpnⅠ wurde bereits in der Laborgruppe 

erfolgreich realisiert [9]. Für die Kotransfektion wurde das jeweilige 

Hüllprotein mit dem HIV-1-Vektorplasmid pNL Luc AM in 

HEK293T-Zellen transfiziert. Dies führt zur Bildung prM/E 

pseudotypisierter HIV-1-Partikel, welche das HIV-1-Genom mit dem 

Reportergen Luciferase (Luc+) im Inneren und die entsprechenden 

Hüllproteine der Flaviviren an der Oberfläche besitzen. Mit den so 

hergestellten HIV-1-Partikeln können Infektionsexperimente durchgeführt 

werden. 
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3.2.1 Herstellung von USUV, JEV und ZIKV prM/E pseudotypisierten 

HIV-1-Partikeln 

 Für die Herstellung der Pseudotypen wurde das Verfahren der 

SFA-Transfektion angewandt (2.5.2.1). Hierfür wurden pro well einer 24-well-Platte, je 

2,5 µg pNL Luc AM mit 12,5µg des entsprechenden Expressionsvektors 

pHA-USU-BH65, pHA-JE-NAK und pHA-Z41519 in HEK293T-Zellen transfiziert. 

Nach einer Inkubationszeit von 4 Tagen bei 37 °C und 5 % CO2 wurde der 

Zellkulturüberstand in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und zentrifugiert 

(10.000 rpm, 5 min). Der partikelhaltige ZKÜ wurde in ein neues Reaktionsgefäß 

überführt und bei 4 °C gelagert. Zum Lösen der restlichen Zellen wurde die 

Zellkulturplatte mit je 100 µl Trypsin versetzt und für 10 min bei RT inkubiert. 

Anschließend wurde 500 µl RPMI in jedes 24er-well gegeben, auf- und abpipettiert und 

in das Reaktionsgefäß mit dem Zellpellet aus der ersten Zentrifugation überführt. Nach 

Zentrifugation (10.000 rpm, 15 min) wurde der ZKÜ verworfen und die gesammelten 

Zellen bei -20 °C gelagert. Für die Messung der Transfektionseffizienz wurden die 

Zellen mit 100 µl Lysispuffer versetzt und in eine weiße 96-well-Platte pipettiert. Nach 

10 min wurde der Zellextrakt mit je 100 µl D-Luciferin-Puffer versetzt und nach einer 

5-minütigen Inkubation bei RT, mit Hilfe eines Mikroplattenluminometers und dem 

Programm Mikro Win 2000 gemessen (Tab. 1). Deutlich erkennbar ist, dass für alle 

Transfektionen hohe Luciferasewerte gemessen wurden. Des Weiteren ist die 

Transfektionseffizienz mit dem Expressionsvektor pHA-USU-BH65 mit 1,73·107 am 

höchsten. 

 

Tab. 1: Luciferase-Aktivitäten mittels pHA-USU-BH65, pHA-JE-NAK und 

pHA-Z41519 transfizierter HEK293T-Zellen.  

  RLU  

prM/E-Plasmid pHA-USU-BH65 pHA-JE-NAK pHA-Z41519 

 1,11·105 1,86·106 6,37·106 

 2,96·106 7,59·105 3,34·106 

 3,77·107 4,22·106 2,04·107 

RLU Ø 1,73·107 2,28·106 1,00·107 
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3.2.2 Herstellung pseudotypisierter HIV-1-Partikeln mit prM/E der 

USUV-ZIKV-E-Protein-Chimären 

 Die Herstellung der Pseudotypisierten HIV-1-Partikeln mit den 

Hüllproteinen der Chimäre pHA-U12Z3 und pHA-Z12U3 wurde mittels Kotransfektion in 

HEK293T-Zellen realisiert. Somit weisen die gebildeten pseudotypisierten 

HIV-1-Partikel, welche beispielsweise mit dem Hüllprotein der Chimäre pHA-U12Z3 

und dem HIV-1-Vektor pNL Luc AM gebildet wurden, auf ihrer Oberfläche E-Proteine 

mit der Domäne 1 und 2 vom Usutuvirus und der Domäne 3 vom Zikavirus auf. 

Dementsprechend für pHA-Z12U3 die umgekehrte Version. Dabei wurde wie in 

Abschnitt 3.2.1 beschrieben das Verfahren der SFA-Transfektion angewandt.  

Die Ermittlung der Transfektionseffizienz konnte mittels Luciferase-Assay gemessen 

werden. Die resultierenden Werte, sowie die daraus ermittelten Mittelwerte der 

entsprechenden Transfektionseffizienz sind tabellarisch (Tab. 2) dargestellt. Deutlich 

erkennbar ist, dass für beide Flaviviren hohe Transfektionsraten gemessen wurden. Die 

Messergebnisse unterlagen Schwankungen von bis zu einer Zehnerpotenz, die bei 

beiden prM/E-Plasmiden zu erkennen sind. Vergleicht man beide Mittelwerte der 

Chimär-Konstrukte ist zu erkennen, dass die Transfektionseffizienz mit dem 

Expressionsvektor pHA-U12Z3 mit 1,39·107 höher ist, als mit pHA-Z12U3. 

 

 

Tab. 2: Luciferase-Aktivitäten mittels pHA-U12Z3 und pHA-Z12U3 

transfizierter HEK293T-Zellen.  

 RLU 

prM/E-Plasmid pHA-U12Z3 pHA-Z12U3 

 5,02·106 5,22·106 

 6,85·106 1,82·106 

 2,99·107 1,05·107 

RLU Ø 1,39·107 5,85·106 
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3.2.3 Herstellung pseudotypisierter HIV-1-Partikeln mit prM/E der 

JEV-ZIKV-Chimären 

 Für die Herstellung der Pseudotypisierten HIV-1-Partikeln wurden 

Hüllproteine der Chimäre pHA-J12Z3 und pHA-Z12J3 verwendet. Die gebildeten 

pseudotypisierten HIV-1-Partikel welche mit dem Hüllprotein der Chimäre pHA-J12Z3 

und dem HIV-1-Vektor pNL Luc AM gebildet wurden, weisen auf ihrer Oberfläche 

E-Proteine mit der Domäne 1 und 2 vom JEV und der Domäne 3 vom ZIKV auf. 

Dementsprechend für pHA-Z12J3 die umgekehrte Version. Das Vorgehen der 

SFA-Transfektion erfolgte wie in 3.2.1 beschrieben. 

Die Messung der Luciferase-Aktivitäten sowie die daraus ermittelten Mittelwerte sind 

in Tabelle 3 dargestellt. Sichtbar ist, dass für beide Flaviviren hohe Transfektionsraten 

von bis zu 9,47·106 für pHA-Z12J3, gemessen wurden. Beim Expressionsvektor pHA-

Z12J3 unterlagen die Messergebnisse Schwankungen von bis zu zwei Zehnerpotenzen. 

Beide Mittelwerte der zwei Chimär-Konstrukte sind in der gleichen Größenordnung und 

zeigen somit keine hohen Differenzen auf.  

 

 

Tab. 3: Luciferase-Aktivitäten (RLU) mittels pHA-J12Z3 und pHA-Z12J3 

transfizierter HEK293T-Zellen.  

 RLU 

prM/E-Plasmid pHA-J12Z3 pHA-Z12J3 

 1,15·106 8,10·105 

 1,77·106 5,52·106 

 6,35·106 2,21·107 

RLU Ø 3,09·106 9,47·106 
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3.3 Infektion von Vero-B4-Zellen mit pseudotypisierten Partikeln 

 Zunächst wurden Infektionsexperimente von Vero-B4-Zellen mit 

pseudotypisierten HIV-1-Partikeln aus den Zellkulturüberständen der Transfektion 

durchgeführt. Während der lipophilen Kotransfektion wurde das HIV-1-Vektorplasmid 

pNL Luc AM mit verschiedenen Hüllproteinen pHA-USU-BH65, pHA-JE-NAK, pHA-

Z41519, pHA-U12Z3, pHA-Z12U3, pHA-J12Z3, pHA-Z12J3 in HEK293T-Zellen 

transfiziert. Die daraus hergestellten pseudotypisierten Partikeln wurden dann aus den 

HEK293T-Zellen geschleust. Durch die partikelhaltigen Überstände lassen sich 

eukaryotische Zellen infizieren. Dabei trägt das Vektorplasmid pNL Luc Am das 

Luciferase-Reportergen. Nach der Infektion in die Zelle wird das Genom der Partikel 

abgelesen. Somit kann die Infektionseffizienz mittels Luciferase-Assay detektiert und 

quantifiziert werden. Die Infektionsexperimente wurden in weißen 96-well-

Zellkulturplatten durchgeführt. Die zu infizierenden Vero-B4-Zellen waren in 

supplementiertem DMEM-Medium suspendiert. Für die Infektion wurden zunächst je 

100 µl der Zellen in einer 96-well-Platte ausgesät. Die Zellen wurden anschließend mit 

100 µl der partikelhaltigen Überstände von der Transfektion infiziert und definierte 

Verdünnungen hergestellt. Die Zellkulturplatte wurde für 3 Tage im Inkubationsschrank 

bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Nach der dreitätigen Inkubationszeit erfolgte die 

Auswertung der Infektion.  

Hierfür wurde der Überstand in den 96-well-Platten verworfen und die Zellen mit 

100 µl Lysispuffer versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 10 min wurde 100 µl 

D-Luciferin-Puffer in die wells pipettiert. Anschließend wurde die Platte innerhalb von 

3-5 min gemessen. Die Messungen der Luciferase-Aktivität der infizierten Zellen 

wurden mit Hilfe eines Mikroplattenluminometer und dem Programm Mikro Win 2000 

durchgeführt. 
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3.3.1 Infektion von Vero-B4-Zellen mit USUV-, JEV-Virus- und ZIKV 

pseudotypisierten HIV-1-Partikeln 

 Die Infektion von Vero-B4-Zellen geschah mittels Usutu-, JE- und Zika- 

pseudotypisierten HIV-1-Partikeln. Diese prM/E pseudotypisierten HIV-1-Partikeln 

entstanden durch die Kotransfektion des HIV-1-Vektorplasmid pNL Luc AM mit den 

entsprechenden Hüllproteinen pHA-USU-BH65, pHA-JE-NAK und pHA-Z41519 in 

HEK293T-Zellen (3.3). Die Vero-B4-Zellen wurden mit definierten Verdünnungen der 

jeweiligen partikelhaltigen ZKU in dreifach oder vierfach Bestimmung infiziert. Hierfür 

wurde die 96-well-Platte zunächst mit 100 µl der zu infizierenden Zellen ausgesät. 

Anschließend wurden die Zellen mit 100 µl der partikelhaltigen Überstände von der 

Transfektion infiziert und dabei Verdünnungen von 1:2 bis 1:8 mit supplementiertem 

DMEM-Medium hergestellt. Drei Tage nach der Infektion fand die Messung der 

Infektionseffizienz statt. In Tabelle 4, 5 und 6 sind die Luciferase-Aktivitäten der mit 

den prM/E pseudotypisierten HIV-1-Partikeln infizierten Vero-B4-Zellen der 

verschiedenen Verdünnungen (1:2, 1:4 und 1:8) sowie die daraus resultierenden 

Mittelwerte dargestellt. 

In der Abbildung 7 sind die gemessenen Mittelwerte der Luciferase-Aktivitäten der mit 

den prM/E (pHA-USU-BH65, pHA-JE-NAK, pHA-Z41519) pseudotypisierten HIV-1-

Partikel infizierten Vero-B4-Zellen der verschiedenen Verdünnungen (1:2, 1:4 und 1:8) 

abgebildet. Deutlich zu erkennen ist, dass die Infektion mit dem Hüllprotein 

pHA-USU-BH65 mit einem Mittelwert (MW) von 4,95·104 die höchste 

Infektionseffizienz aufweist. Anschließend folgt die Infektion mit dem Hüllprotein 

pHA-Z41519 und letztlich pHA-JE-NAK mit RLU = 7,53·103. Hierbei ist anzumerken, 

dass pNL Luc AM keine Blankwerte aufweist. Die Infektion mit dem Hüllprotein führt 

zu hohen Ergebnissen von bis zu 2,20·106, wie der Tabelle 7 zu entnehmen ist. 
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Tab. 4: Luciferase-Aktivitäten mittels der mit Usutu-, JE- und Zika- 

prM/E Pseudotypen infizierten Vero-B4-Zellen. 

 

  RLU*  

prM/E-Plasmid pHA-USU-H65 pHA-JE-NAK pHA-Z41519 

Versuch 1 8,53·104 2,53·104 1,09·104 

ZKÜ 1:2 6,98·104 1,05·104 6,18·104 

 5,11·104 3,30·102 9,60·102 

RLU Ø 6,87·104 1,20·104 2,64·104 

Versuch 2 2,41·104 1,35·103 1,58·104 

ZKÜ 1:2 2,48·104 7,65·103 6,67·103 

 1,67·104 1,00·102 6,61·103 

RLU Ø 2,19·104 3,03·103 9,69·103 

Versuch 3 8,89·103 2,10·102 2,14·103 

ZKÜ 1:2 9,70·103 9,00·102 2,11·103 

 3,88·103 1,16·103 1,02·103 

RLU Ø 7,49·103 7,57·103 1,76·103 

Versuch 4 1,86·105 - 4,09·104 

ZKÜ 1:2 1,00·105 - 3,48·104 

 1,08·105 - 4,76·104 

 5,19·104 - 4,15·104 

RLU Ø 1,00·105 - 3,48·104 

Mittelwerte aller Ø 4,95·104 7,53·103 1,82·104 

 

* Abgebildet sind die gemessenen Luciferase-Aktivitäten der 1:2 Verdünnungen, sowie 

die daraus berechneten Mittelwerte der jeweiligen Expressionsvektoren. 
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Tab. 5: Luciferase-Aktivitäten mittels der mit Usutu-, JE- und Zika- 

prM/E Pseudotypen infizierten Vero-B4-Zellen.  

 

  RLU*  

prM/E-Plasmid pHA-USU-BH65 pHA-JE-NAK pHA-Z41519 

Versuch 1 1,40·104 3,06·103 1,84·104 

ZKÜ 1:4 1,93·104 2,20·102 1,09·104 

 1,60·102 1,70·102 5,75·103 

RLU Ø 1,11·104 1,15·103 1,17·104 

Versuch 2 5,13·103 4,50·102 3,91·103 

ZKÜ 1:4 8,63·103 6,30·102 3,87·103 

 7,75·103 1,38·103 3,72·103 

RLU Ø 7,17·103 8,20·102 3,83·103 

Versuch 3 1,20·104 9,50·102 2,00·102 

ZKÜ 1:4 7,90·102 6,50·102 1,90·102 

 2,80·103 2,10·102 1,90·102 

RLU Ø 5,19·103 6,03·102 1,93·102 

Versuch 4 4,11·104 - 2,01·104 

ZKÜ 1:4 9,29·104 - 4,10·104 

 9,23·104 - 1,71·104 

 9,01·104 - 1,10·104 

RLU Ø 7,91·104 - 2,23·104 

Mittelwerte alle Ø 1,82·104 8,58·102 9,51·103 

 

* Abgebildet sind die gemessenen Luciferase-Aktivitäten der 1:4 und Verdünnungen, 

sowie die daraus berechneten Mittelwerte der jeweiligen Expressionsvektoren. 
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Tab. 6: Luciferase-Aktivitäten mittels der mit Usutu-, JE- und Zika- 

prM/E Pseudotypen infizierten Vero-B4-Zellen.  

 

  RLU*  

prM/E-Plasmid pHA-USU-BH65 pHA-JE-NAK pHA-Z41519 

Versuch 1 2,17·103 5,66·103 2,96·103 

ZKÜ 1:8 1,05·104 1,60·102 4,80·102 

 1,60·102 1,80·102 1,14·104 

RLU Ø 4,27·103 2,00·103 4,93·103 

Versuch 2 4,20·102 1,90·102 1,26·103 

ZKÜ 1:8 2,77·103 1,80·102 2,30·102 

 9,78·103 1,08·103 5,07·103 

RLU Ø 4,32·103 4,83·102 2,19·103 

Versuch 3 5,62·103 1,70·102 1,70·102 

ZKÜ 1:8 4,30·102 1,40·102 1,80·102 

 1,90·102 1,70·102 2,00·102 

RLU Ø 2,08·103 1,60·102 1,83·102 

Versuch 4 7,26·104 - 8,64·103 

ZKÜ 1:8 2,67·104 - 3,13·104 

 3,58·104 - 1,45·103 

 5,13·104 - 1,13·104 

RLU Ø 4,66·104 - 1,32·104 

Mittelwerte aller Ø 7,22·103 8,81·102 5,13·103 

 

* Abgebildet sind die gemessenen Luciferase-Aktivitäten der 1:8 Verdünnungen, sowie 

die daraus berechneten Mittelwerte der jeweiligen Expressionsvektoren.  
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In der Nachfolgenden Tabelle sind die Luciferase-Aktivitäten mittels Vektorplasmids 

pNL Luc AM infizierten Vero-B4-Zellen abgebildet. 

 

 

 

Tab. 7:  Luciferase-Aktivitäten des HIV-1-Vektorplasmid pNL Luc AM in 

Vero-B4-Zellen.  

 

  RLU*  

pNL Luc AM ZKÜ 1:2 ZKÜ 1:4 ZKÜ 1:8 

Versuch 1 5,32·103 1,90·102 1,50·102 

 2,20·102 5,67·103 1,90·102 

 1,15·104 2,10·102 1,80·102 

RLU Ø 5,69·103 2,02·103 1,73·102 

Versuch 2 2,66·104 5,13·103 1,60·102 

 9,61·103 1,70·102 1,80·102 

 1,90·102 3,20·102 3,80·102 

RLU Ø 1,21·104 1,87·103 2,40·102 

Versuch 3 2,40·102 1,60·102 1,50·102 

 2,60·102 1,80·102 1,70·102 

 2,00·102 1,50·102 1,50·102 

RLU Ø 2,33·102 1,63·102 1,57·102 

Mittelwerte aller RLU Ø 6,01·103 1,36·102 1,90·102 

 

* Abgebildet sind die gemessenen Luciferase-Aktivitäten der 1:2, 1:4 und 1:8 

Verdünnungen, sowie die daraus berechneten Mittelwerte. 
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Abb. 7:  Infektion mit Usutu, JE und Zika-Pseudotypen.  

Vero-B4-Zellen wurden mittels des erhaltenen Überstandes von der 

Kotransfektion des HIV-1-Vektorplasmid pNL Luc AM mit den jeweiligen 

Hüllproteinen pHA-USU-BH65, pHA-JE-NAK und pHA-Z41519 infiziert. 

Die Verdünnungen der Zellkulturüberstände (1:2, 1:4 und 1:8) sind gegen 

die berechneten Mittelwerte (Versuch 1-4) der gemessenen relativen 

Lichteinheit (RLU) aufgetragen.  
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3.3.2 Infektion von Vero-B4-Zellen mit pseudotypisierten HIV-1-

Partikeln mit prM/E-Chimären der USUV-ZIKV 

 Für die Infektion von Vero-B4-Zellen wurden die USUV-ZIKV 

pseudotypisierten HIV-1-Partikeln verwendet. Die Herstellung der Pseudotypisierten 

HIV-1-Partikeln mit den Hüllproteinen der Chimäre pHA-U12Z3 und pHA-Z12U3 wurde 

durch Kotransfektion in HEK293T-Zellen realisiert (2.5.2.1). Dabei wurden definierten 

Verdünnungen der jeweiligen partikelhaltigen Zellkulturüberstande in dreifach oder 

vierfach Bestimmung zu den Vero-B4-Zellen gegeben. Zunächst wurde die 96-well-

Platte mit 100 µl der zu infizierenden Zellen ausgesät. Anschließend wurden die Zellen 

mit 100 µl der partikelhaltigen Überstände von der Transfektion infiziert und dabei 

Verdünnungen von 1:2 bis 1:8 mit supplementiertem DMEM-Medium hergestellt. Drei 

Tage nach der Infektion erfolgte die Messung der Infektionseffizienz. Die Luciferase-

Aktivitäten der mit den prM/E pseudotypisierten HIV-1-Partikel infizierten Vero-B4-

Zellen, sowie die daraus resultierenden Mittelwerte ist in den Tabellen 8-10 angegeben. 

In der nachfolgenden Abbildung 9 sind die gemessenen Mittelwerte der 

Luciferase-Aktivitäten der mit den Usutu-Zika Pseudotypen infizierten Vero-B4-Zellen 

der verschiedenen Verdünnungen (1:2, 1.4 und 1:8) abgebildet (Abb. 8).  

Wie in dieser Abbildung zu entnehmen ist, weichen die Ergebnissee bei der Infektion 

mit den Usutu-Zika-Pseudotypen nicht weit auseinander. Die Infektion mit dem 

Hüllprotein der Chimäre pHA-U12Z3 weist bei einer 1:2 Verdünnung einen Wert von bis 

zu 2,22·104 auf. Die Infektion mit dem Hüllprotein der Chimäre pHA-Z12U3, folgt mit 

einem Wert von 3,68·103. 

 



38 

Tab. 8: Luciferase-Aktivitäten mittels der mit USUV-ZIKV-E-Protein-

Chimären infizierten Vero-B4-Zellen.  

 

 RLU* 

prM/E-Plasmid pHA-U12Z3 pHA-Z12U3 

Versuch 1 1,05·103 9,77·104 

ZKÜ 1:2 1,60·102 3,82·104 

 2,20·102 1,71·104 

RLU Ø 4,77·102 5,10·104 

Versuch 2 1,81·104 3,08·103 

ZKÜ 1:2 9,32·103 6,27·103 

 2,20·104 6,04·103 

RLU Ø 1,65·104 5,13·103 

Versuch 3 6,30·102 4,80·102 

ZKÜ 1:2 1,40·103 5,24·103 

 5,43·103 3,97·103 

RLU Ø 2,49·103 3,23·103 

Versuch 4 6,85·104 6,82·103 

ZKÜ 1:2 6,92·104 1,95·103 

 7,26·104 2,12·104 

 8,81·104 1,34·104 

RLU Ø 6,92·104 1,95·103 

Mittelwerte aller Ø 2,22·104 3,68·103 

 

* Abgebildet sind die gemessenen Luciferase-Aktivitäten der 1:2 

Verdünnungen, sowie die daraus berechneten Mittelwerte der jeweiligen 

Expressionsvektoren. 
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Tab. 9: Luciferase-Aktivitäten mittels der mit USUV-ZIKV-E-Protein-

Chimären infizierten Vero-B4-Zellen.  

 

 RLU* 

prM/E-Plasmid pHA-U12Z3 pHA-Z12U3 

Versuch 1 2,67·103 9,10·102 

ZKÜ 1:4 1,60·102 2,92·103 

 1,28·103 2,95·104 

RLU Ø 1,37·103 1,11·104 

Versuch 2 4,18·103 2,79·103 

ZKÜ 1:4 8,83·103 2,79·103 

 3,29·103 2,50·102 

RLU Ø 5,43·103 1,94·103 

Versuch 3 1,90·102 2,00·102 

ZKÜ 1:4 7,90·102 8,90·102 

 2,00·102 2,40·102 

RLU Ø 3,93·102 4,43·102 

Versuch 4 5,02·104 2,17·103 

ZKÜ 1:4 5,83·104 5,70·102 

 5,51·104 9,30·102 

 6,85·104 1,22·103 

RLU Ø 5,80·104 1,22·103 

Mittelwerte aller Ø 1,63·104 3,68·103 

 

* Abgebildet sind die gemessenen Luciferase-Aktivitäten der 1:4 

Verdünnungen, sowie die daraus berechneten Mittelwerte der jeweiligen 

Expressionsvektoren. 
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Tab. 10:  Luciferase-Aktivitäten mittels der mit USUV-ZIKV-E-Protein-

Chimären infizierten Vero-B4-Zellen.  

 

 RLU* 

prM/E-Plasmid pHA-U12Z3 pHA-Z12U3 

Versuch 1 1,40·102 2,31·103 

ZKÜ 1:8 1,60·102 1,30·102 

 1,70·102 5,90·102 

RLU Ø 1,57·102 1,01·103 

Versuch 2 1,90·102 3,10·102 

ZKÜ 1:8 7,90·103 3,80·102 

 1,34·103 1,60·102 

RLU Ø 3,14·103 2,83·102 

Versuch 3 5,30·102 2,20·102 

ZKÜ 1:8 2,00·102 1,80·102 

 1,80·102 1,90·102 

RLU Ø 3,03·102 1,97·102 

Versuch 4 1,52·104 2,43·103 

ZKÜ 1:8 4,65·103 1,08·103 

 3,58·104 9,04·103 

 1,53·103 1,89·104 

RLU Ø 1,43·104 7,87·103 

Mittelwerte aller Ø 4,48·103 2,34·103 

 

* Abgebildet sind die gemessenen Luciferase-Aktivitäten der 1:8 

Verdünnungen, sowie die daraus berechneten Mittelwerte der jeweiligen 

Expressionsvektoren. 



41 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 8:  Infektion mit Usutu-Zika-Chimären-HIV-1-Pseudotypen. 

Vero-B4-Zellen wurden mittels des erhaltenen Überstandes von der 

Kotransfektion des HIV-1-Vektorplasmid pNL Luc AM mit den jeweiligen 

Hüllproteinen pHA-U12Z3 und pHA Z12U3 infiziert. Die Verdünnungen (1:2, 

1:4 und 1:8) sind gegen die berechneten Mittelwerte (Versuch 1-4) der 

gemessenen relativen Lichteinheit (RLU) aufgetragen.  
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3.3.3 Infektion von Vero-B4-Zellen mit pseudotypisierten HIV-1-

Partikeln mit prM/E der JEV-ZIKV Chimären 

 Die Infektion von Vero-B4-Zellen wurde mit JEV-ZIKV pseudotypisierten 

HIV-1-Partikeln durchgeführt. Für die Herstellung der pseudotypisierten 

HIV-1-Partikeln mittels Kotransfektion in HEK293T-Zellen wurden Hüllproteine der 

Chimäre pHA-J12Z3 und pHA-Z12J3 verwendet. Es wurden definierten Verdünnungen 

der partikelhaltigen Zellkulturüberstande mit den entsprechenden Expressionsvektor 

pHA-J12Z3 bzw. pHA-Z12J3 in dreifach oder vierfach Bestimmung zu den Vero-B4-

Zellen gegeben. Zuvor wurde die 96-well-Platte mit 100 µl der zu infizierenden Zellen 

ausgesät. Anschließend wurden die Zellen mit 100 µl der partikelhaltigen Überstände 

von der Transfektion infiziert und dabei Verdünnungen von 1:2 bis 1:8 mit 

supplementiertem DMEM-Medium hergestellt. Nach drei Tagen Inkubation erfolgte die 

Messung der Infektionseffizienz. In Tabelle 11, 12 und 13 sind die Luciferase-

Aktivitäten der mit den prM/E pseudotypisierten HIV-1-Partikel infizierten Vero-B4-

Zellen sowie die daraus resultierenden Mittelwerte zusammengefasst. 

In der Abbildung 9 sind die Luciferase-Aktivitäten der Infektion mit JEV-ZIKV-

Pseudotypen graphisch dargestellt. Dabei weist die Infektion mit dem Hüllprotein pHA-

Z12J3 bei einer 1:2 Verdünnung einen Wert von RLU = 1,27·105 auf. pHA-J12Z3 folgt 

mit einem Wert von. 8,49·103. Wie in der Abbildung 9 zu entnehmen ist, liegen die 

RLU-Werte beider Hüllproteine bei einer 1:4 als auch bei einer 1:8 Verdünnung nah 

beieinander.  
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Tab. 11:  Luciferase-Aktivitäten mittels der mit prM/E der 

JE-Zika-E-Protein-Chimären infizierten Vero-B4-Zellen.  

 RLU* 

prM/E-Plasmide pHA-J12Z3 pHA-Z12J3 

Versuch 1 
1,66·104 2,96·104 

ZKÜ 1:4 
2,58·104 8,59·104 

 
1,40·104 3,70·102 

Ø 
1,88·104 1,39·104 

Versuch 2 1,50·103 3,19·103 

ZKÜ 1:4 1,01·104 1,20·103 

 1,62·103 1,26·103 

Ø 4,39·103 1,88·103 

Versuch 3 4,59·103 1,36·103 

ZKÜ 1:4 1,03·103 5,40·102 

 1,18·103 3,60·102 

Ø 2,27·103 7,53·102 

Versuch 4 - 5,75·104 

ZKÜ 1:4  4,93·104 

 - 1,42·105 

 - 1,42·105 

Ø - 4,93·105 

Mittelwerte aller Ø 8,49·103 1,27·105 

 

* Abgebildet sind die gemessenen Luciferase-Aktivitäten der 1:2 

Verdünnungen, sowie die daraus berechneten Mittelwerte der jeweiligen 

Expressionsvektoren. 
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Tab. 12: Luciferase-Aktivitäten mittels der mit prM/E der 

JE-Zika-E-Protein-Chimären infizierten Vero-B4-Zellen. 

 RLU* 

prM/E-Plasmide pHA-J12Z3 pHA-Z12J3 

Versuch 1 3,76·104 9,33·103 

ZKÜ 1:4 9,04·103 1,51·103 

 7,44·103 4,26·103 

Ø 1,80·104 5,03·103 

Versuch 2 7,83·103 9,60·102 

ZKÜ 1:4 9,60·102 1,19·103 

 4,00·102 2,10·102 

Ø 3,06·103 7,87·102 

Versuch 3 2,50·103 2,40·102 

ZKÜ 1:4 1,25·103 2,60·102 

 2,00·102 2,40·102 

Ø 1,32·103 2,47·102 

Versuch 4 - 2,79·104 

ZKÜ 1:4  9,68·103 

 - 5,13·104 

 - 3,39·104 

Ø - 3,07·104 

Mittelwerte aller Ø 7,46·103 9,19·103 

 

* Abgebildet sind die gemessenen Luciferase-Aktivitäten der 1:4 

Verdünnungen, sowie die daraus berechneten Mittelwerte der jeweiligen 

Expressionsvektoren. 
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Tab. 13:  Luciferase-Aktivitäten mittels der mit prM/E der 

JE-Zika-E-Protein-Chimären infizierten Vero-B4-Zellen. 

 RLU* 

prM/E-Plasmide pHA-J12Z3 pHA-Z12J3 

Versuch 1 2,56·103 1,30·102 

ZKÜ 1:8 5,42·103 8,30·102 

 3,50·102 5,70·102 

Ø 2,78·103 5,10·102 

Versuch 2 1,50·102 3,70·102 

KÜ 1:8 2,25·104 1,60·102 

 9,30·102 2,70·103 

Ø 3,79·103 1,08·103 

Versuch 3 1,19·103 2,31·103 

ZKÜ 1:8 8,10·102 1,60·102 

 1,70·102 1,70·102 

Ø 7,23·102 8,80·102 

Versuch 4 - 7,27·103 

ZKÜ 1:8 - 9,54·103 

 - 2,06·104 

 - 2,74·104 

Ø - 1,62·104 

Mittelwerte aller Ø 7,46·103 4,67·103 

 

* Abgebildet sind die gemessenen Luciferase-Aktivitäten der 1:8 

Verdünnungen, sowie die daraus berechneten Mittelwerte der jeweiligen 

Expressionsvektoren. 
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Abb. 9: Infektion mit Japanische-Enzephalitis -Zika-Pseudotypen.  

Vero-B4-Zellen wurden mittels des erhaltenen Überstandes von der 

Kotransfektion des HIV-1-Vektorplasmid pNL Luc AM mit den jeweiligen 

Hüllproteinen pHA-J12Z3 und pHA-Z12J3 infiziert. Die Verdünnungen 1:2, 

1:4 und 1:8 sind gegen die berechneten Mittelwerte (Versuch 1-4) der 

gemessenen relativen Lichteinheit (RLU) aufgetragen.  
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3.4 Infektion von U87-Zellen mit pseudotypisierten Partikeln 

 Im weiteren Verlauf wurden Infektionsversuche an den Glioblastomzellen 

der U87-Zelllinie durchgeführt. Die zu infizierenden Zellen wurden mit prM/E 

pseudotypisierten HIV-1-Partikeln infiziert. Diese Partikel entstanden während der 

lipophilen Kotransfektion des HIV-1-Vektorplasmid pNL Luc AM mit den 

entsprechenden Hüllproteinen pHA-USU-BH65, pHA-JE-NAK, pHA-Z41519, pHA-

U12Z3, pHA-Z12U3, pHA-J12Z3, pHA-Z12J3 in HEK293T-Zellen (2.5.2.1). 

Wie in Kapitel 3.3 beschrieben wurde, sind die daraus hergestellten pseudotypisierten 

Partikeln aus den HEK293T-Zellen in den Überstand geschleust und wurden zum 

infizieren der U87-Zellen verwendet. Durch das Luciferase-Reportergen-Vektor 

pNL Luc AM wird die Infektionseffizienz gemessen. 

Die Infektionsexperimente fanden in weißen 96-well-Zellkulturplatten statt. Zunächst 

wurden die zu infizierenden U87-Zellen in supplementiertem DMEM- Medium 

suspendiert. Für die Infektion wurden je 100 µl der Zellen in einer 96-well-Platte 

ausgesät. Anschließend wurden die Zellen mit 100 µl der partikelhaltigen Überstände 

von der Transfektion infiziert und definierte Verdünnungen hergestellt. Die 

Zellkulturplatte wurde für 3 Tage im Inkubationsschrank bei 37 °C und 5 % CO2 

inkubiert. Drei Tage nach der Infektion erfolgte die Auswertung.  

Zunächst wurde der Überstand in den 96-well-Platten verworfen und die Zellen mit 

100 µl Lysispuffer versetzt. Nach einer 10-minütigen Inkubationszeit wurde 100 µl 

D-Luciferin-Puffer in die wells pipettiert. Nach 3-5 min wurde die Platte gemessen. Für 

die Messung der Luciferase-Aktivität der infizierten Zellen wurde ein 

Mikroplattenluminometer und das Programm Mikro Win 2000 verwendet. 



48 

 

3.4.1 Infektion von U87-Zellen mit Usutu-, JE- und Zika- prM/E 

pseudotypisierten HIV-1-Partikeln 

 Die Infektion von U87-Zellen wurde mittels Usutu-, JE- und 

Zika-pseudotypisierten HIV-1-Partikeln durchgeführt. Die prM/E pseudotypisierten 

HIV-1-Partikels entstanden durch die Kotransfektion des HIV-1-Vektorplasmid 

pNL Luc AM mit den entsprechenden Hüllproteinen pHA-USU-BH65, pHA-JE-NAK, 

pHA-Z41519 in HEK293T-Zellen (2.5.2.1). 

Die U87-Zellen wurden mit definierten Verdünnungen der jeweiligen partikelhaltigen 

Zellkulturüberstande in dreifach-Bestimmung infiziert. Hierfür wurde wie in Kapitel 3.4 

beschrieben, die 96-well-Platte mit 100 µl der zu infizierenden Zellen ausgesät. Danach 

wurden die Zellen mit 100 µl der partikelhaltigen Überstände von der Transfektion 

infiziert und dabei Verdünnungen von 1:2 bis 1:8 mit supplementiertem DMEM-

Medium hergestellt. Nach drei Tagen Inkubation fand die Messung der 

Infektionseffizienz statt.  

In der Tabelle 14 sind die Luciferase-Aktivitäten der mit den prM/E pseudotypisierten 

HIV-1-Partikel infizierten U87-Zellen sowie die daraus resultierenden Mittelwerte 

dargestellt. Die Mittelwerte der RLU liegen für alle drei Hüllproteine mit einem RLU = 

1000 nicht über den Messwerten der Negativkontrollen. 
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Tab. 14: Luciferase-Aktivitäten mittels der mit Usutu-, JE- und Zika- 

prM/E Pseudotypen infizierten U87-Zellen. 

 

  RLU*  

prM/E-Plasmide pHA-USU-BH65 pHA-JE-NAK pHA-Z41519 

Versuch 1 4,10·102 2,10·102 2,10·102 

ZKÜ 1:2 9,10·102 1,90·102 2,30·102 

 2,30·102 2,10·102 2,50·102 

Ø 5,17·102 2,03·102 2,30·102 

Versuch 2 3,00·102 2,30·102 4,70·102 

ZKÜ 1:2 1,42·103 2,80·102 1,06·103 

 5,60·102 5,20·102 9,80·102 

Ø 7,60·102 3,43·102 8,37·102 

Versuch 3 2,50·102 2,30·102 6,20·102 

ZKÜ 1:2 4,00·102 4,20·102 7,00·102 

 4,10·102 3,00·102 2,70·102 

Ø 3,53·102 3,17·102 5,30·102 

Mittelwerte aller Ø 5,43·102 2,88·102 5,32·102 

 

* Abgebildet sind die gemessenen Luciferase-Aktivitäten der 1:2 

Verdünnungen, sowie die daraus berechneten Mittelwerte der jeweiligen 

Expressionsvektoren.
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3.4.2 Infektion von U87-Zellen mit pseudotypisierten HIV-1-Partikeln 

mit prM/E-Chimären der USUV-ZIKV  

 Die mit Kotransfektion hergestellten USUV-ZIKV pseudotypisierten HIV-

1-Partikeln wurden für die Infektion von U87-Zellen verwendet. Die Herstellung der 

Pseudotypisierten HIV-1-Partikeln mit den Hüllproteinen der Chimäre pHA-U12Z3 und 

pHA-Z12U3 wurde in HEK293T-Zellen realisiert (2.5.2.1). Für die Infektion der U87-

Zellen wurde die 96-well-Platte mit 100 µl dieser Zellen ausgesät. Danach wurden die 

U87-Zellen mit 100 µl der partikelhaltigen Zellkulturüberstände von der Transfektion 

infiziert und dabei definierte Verdünnungen von 1:2 bis 1:8 mit supplementiertem 

DMEM-Medium hergestellt. Jede Verdünnung wurde in dreifach oder vierfach 

Bestimmung hergestellt. Nach drei Tagen Inkubation erfolgte die Messung der 

Infektionseffizienz. 

Die resultierenden Ergebnisse der Luciferase-Aktivitäten, der mit den prM/E 

pseudotypisierten HIV-1-Partikel infizierten U87-Zellen sowie die daraus berechneten 

Mittelwerte sind in Tabelle 15 aufgelistet. Die Luciferase-Aktivitäten der USUV-ZIKV-

Chimären infizierten U87-Zellen liegen im Bereich von 200 bis 700 RLU und damit 

nicht über den Messwerten der Negativkontrollen. 
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Tab. 15: Luciferase-Aktivitäten mittels der mit USUV-ZIKV-E-Protein-

Chimären infizierten U87-Zellen. 

 

 RLU* 

prM/E-Plasmide pHA-U12Z3 pHA-Z12U3 

Versuch 1 2,20·102 2,20·102 

ZKÜ 1:2 2,00·102 2,10·102 

 1,90·102 1,70·102 

Ø 2,03·102 2,00·102 

Versuch 2 3,00·102 6,30·102 

ZKÜ 1:2 2,79·103 1,90·102 

 1,53·103 3,00·102 

Ø 1,54·103 2,73·102 

Versuch 3 2,30·102 2,40·102 

ZKÜ 1:2 6,00·102 2,10·102 

 2,80·102 2,50·102 

Ø 3,70·102 2,33·102 

Mittelwerte aller Ø 7,04·102 2,35·102 

 

* Abgebildet sind die gemessenen Luciferase-Aktivitäten der 1:2 Verdünnungen 

sowie die daraus berechneten Mittelwerte der jeweiligen Expressionsvektoren.
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3.4.3 Infektion von U87-Zellen mit pseudotypisierten HIV-1-Partikeln 

mit prM/E der JEV-ZIKV-Chimären 

 Im weiteren Verlauf wurden Infektionsexperimente mit den 

Zellkulturüberstände der Kotransfektion mit den Expressionsvektoren für die 

Hüllproteine der JEV-ZIKV-Chimäre durchgeführt. Die Herstellung der 

pseudotypisierten HIV-1-Partikeln wurde mittels Kotransfektion in HEK293T-Zellen 

mit den Hüllproteinen der Chimäre pHA-J12Z3 und pHA-Z12J3 und dem HIV-1-Vektor 

pNL Luc AM realisiert (2.5.2.1). Für die Infektion wurde zuvor die 96-well-Platte mit 

100 µl der zu infizierenden Zellen ausgesät. Anschließend wurden die Zellen mit 100 µl 

der partikelhaltigen Überstände von der Transfektion infiziert und dabei Verdünnungen 

von 1:2 bis 1:8 mit supplementiertem DMEM-Medium hergestellt. Jeder Ansatz wurde 

in dreifach oder vierfach Bestimmung angesetzt.  

Drei Tage nach der Infektion erfolgte die Messung der Infektionseffizienz. In 

Tabelle 16 sind die Luciferase-Aktivitäten der mit den prM/E pseudotypisierten HIV-1-

Partikel infizierten U87-Zellen sowie die daraus resultierenden Mittelwerte 

zusammengefasst. Ähnlich wie in Abschnitt 3.4.1 und 3.4.2 liegen die ermittelten 

Ergebnisse der Luciferase-Aktivitäten unter RLU = 1000. 
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Tab. 16:  Luciferase-Aktivitäten mittels der mit JEV-ZIKV-E-Protein-

Chimären infizierten U87-Zellen. 

 

 RLU* 

prM/E-Plasmide pHA-J12Z3 pHA-Z12J3 

Versuch 1 2,40·102 1,80·102 

ZKÜ 1:2 2,50·102 2,40·102 

 4,60·102 3,60·102 

Ø 3,17·102 2,60·102 

Versuch 2 3,40·102 2,50·102 

ZKÜ 1:2 2,10·102 2,50·102 

 1,31·103 2,70·102 

Ø 6,20·102 2,57·102 

Versuch 3 2,20·102 2,40·102 

ZKÜ 1:2 5,70·102 2,60·102 

 5,40·102 3,60·102 

Ø 4,43·102 2,87·102 

Mittelwerte aller Ø 4,60·102 2,68·102 

 

* Abgebildet sind die gemessenen Luciferase-Aktivitäten der 1:2 

Verdünnungen sowie die daraus berechneten Mittelwerte der jeweiligen 

Expressionsvektoren. 
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3.5 Infektion von Hg39-Zellen mit pseudotypisierten Partikeln 

 Zuletzt wurden Infektionsversuche mit der Glioblastomzelllinie Hg39 

durchgeführt. Hierbei wurden ebenfalls die zu infizierenden Zellen mittels prM/E 

pseudotypisierten HIV-1-Partikeln infiziert. Durch die lipophile Kotransfektion des 

HIV-1-Vektorplasmid pNL Luc AM mit den entsprechenden Hüllproteinen 

pHA-USU-BH65, pHA-JE-NAK, pHA-Z41519, pHA-U12Z3, pHA-Z12U3, pHA-J12Z3, 

pHA-Z12J3 in HEK293T-Zellen, entstanden die prM/E pseudotypisierten HIV-1-

Partikeln (2.5.2.1). 

Dabei wurden die hergestellten pseudotypisierten Partikeln aus den HEK293T-Zellen in 

den Überstand geschleust und zum infizieren der Hg39-Zellen verwendet. Mit Hilfe des 

Vektors pNL Luc AM wird die Infektionseffizienz anhand des Luciferase-Assay 

gemessen. Alle Infektionsexperimente fanden in weißen 96-well-Zellkulturplatten statt. 

Als erstes wurden die zu infizierenden Hg39-Zellen in supplementiertem RPMI-

Medium suspendiert. Anschließend wurden je 100 µl der Zellen in einer 96-well-Platte 

ausgesät. Danach wurden die Zellen mit 100 µl der partikelhaltigen Überstände von der 

Transfektion infiziert und dabei definierte Verdünnungen hergestellt. Die 

Zellkulturplatte wurde für drei Tage im Inkubationsschrank bei 37 °C und 5 % CO2 

inkubiert. Nach drei Tagen Inkubation erfolgte die Auswertung.  

Zuerst wurde der Überstand in den 96-well-Platten verworfen und die Hg39-Zellen mit 

100 µl Lysispuffer versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 10 min wurde 100 µl 

D-Luciferin-Puffer in die wells gegeben. Anschließend wurde die 96-well-Platte nach 

3-5 min gemessen. Dabei wurde für die Messung der Luciferase-Aktivität der 

infizierten Zellen, ein Mikroplattenluminometer und das Programm Mikro Win 2000 

verwendet. 
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3.5.1 Infektion von Hg39-Zellen mit USUV-, JEV- und ZIKV- prM/E 

pseudotypisierten HIV-1-Partikeln 

 Die Infektion von Hg39-Zellen wurde mittels Usutu-, JE- und 

Zika-pseudotypisierten HIV-1-Partikeln durchgeführt. Die prM/E pseudotypisierten 

HIV-1-Partikels entstanden durch die Kotransfektion des HIV-1-Vektorplasmid 

pNL Luc AM mit den entsprechenden Hüllproteinen pHA-USU-BH65, pHA-JE-NAK, 

pHA-Z41519 in HEK293T-Zellen (2.5.2.1). 

Für die Infektion wurde wie in Kapitel 3.5 beschrieben, die 96-well-Platte mit 100 µl 

der zu infizierenden Zellen ausgesät. Danach wurden die Zellen mit 100 µl der 

partikelhaltigen Überstände von der Transfektion in dreifach oder vierfach Bestimmung 

infiziert und dabei Verdünnungen von 1:2 bis 1:8 mit supplementiertem RPMI-Medium 

hergestellt. Nach drei Tagen Inkubation fand die Messung der Infektionseffizienz statt.  

Die Tabelle 17 zeigt die Luciferase-Aktivitäten der mit den prM/E pseudotypisierten 

HIV-1-Partikel infizierten Hg39-Zellen sowie die daraus resultierenden Mittelwerte dar. 

Die Mittelwerte der Luciferase-Aktivitäten liegen für alle drei Hüllproteine bei 

RLU < 700 und sind damit nicht größer als die Messwerte der Negativkontrollen 

(RLU < 1000). 
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Tab. 17: Luciferase-Aktivitäten mittels der mit Usutu-, JE- und Zika- 

prM/E Pseudotypen infizierten Hg39-Zellen. 

 

  RLU*  

prM/E-Plasmide 

pHA-USU-

BH65 pHA-JE-NAK pHA-Z41519 

Versuch 1 2,30·102 1,90·102 1,97·102 

ZKÜ 1:2 9,30·102 1,80·102 1,75·102 

 2,60·102 2,60·102 2,00·102 

Ø 4,73·102 2,10·102 1,31·102 

Versuch 2 9,30·102 2,80·102 2,30·102 

ZKÜ 1:2 1,12·103 2,40·102 3,20·102 

 3,00·102 2,40·102 2,80·102 

Ø 7,83·102 2,53·102 2,77·102 

Versuch 3 1,69·103 2,10·102 2,30·102 

ZKÜ 1:2 2,30·102 2,20·102 3,27·102 

 2,50·102 2,40·102 1,05·103 

Ø 7,23·102 2,23·102 1,52·103 

Mittelwerte aller Ø 6,60·102 2,29·102 6,43·102 

 

* Abgebildet sind die gemessenen Luciferase-Aktivitäten der 1:2 

Verdünnungen, sowie die daraus berechneten Mittelwerte der jeweiligen 

Expressionsvektoren. 
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3.5.2 Infektion von Hg39-Zellen mit pseudotypisierten HIV-1-Partikeln 

mit prM/E-Chimären der USUV-ZIKV 

 Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden Infektionsversuche mit den 

USUV-ZIKV pseudotypisierten HIV-1-Partikeln durchgeführt. Die Herstellung der 

pseudotypisierten HIV-1-Partikeln mit den Hüllproteinen der Chimäre pHA-U12Z3 und 

pHA-Z12U3 wurde anhand der Kotransfektion in HEK293T-Zellen durchgeführt. Es 

wurden definierte Verdünnungen der jeweiligen partikelhaltigen Zellkulturüberstande in 

dreifach oder vierfach Bestimmung zu den Hg39-Zellen gegeben. Hierfür wurden zuerst 

100 µl der zu infizierenden Zellen in die 96-well-Platte ausgesät. Folglich wurden die 

Zellen mit 100 µl der partikelhaltigen Überstände von der Transfektion infiziert und 

dabei Verdünnungen von 1:2 bis 1:8 mit supplementiertem RPMI-Medium hergestellt.  

Drei Tage nach der Infektion erfolgte die Messung der Infektionseffizienz. 

In Tabelle 18 sind die Luciferase-Aktivitäten der mit den prM/E pseudotypisierten 

HIV-1-Partikel infizierten Hg39-Zellen sowie die daraus resultierenden Mittelwerte 

dargestellt. Die Mittelwerte der Luciferase-Aktivitäten der mit USUV-ZIKV-Chimären 

infizierten Hg39-Zellen liegen bei RLU< 600 und sind somit nicht größer als die 

Messwerte der Negativkontrollen (RLU < 1000). 



58 

 

Tab. 18: Luciferase-Aktivitäten mittels der mit USUV-ZIKV-E-Protein-

Chimären infizierten Hg39-Zellen.  

 

 RLU* 

Expressionsvektor pHA-U12Z3 pHA-Z12U3 

Versuch 1 2,00·102 4,23·103 

ZKÜ 1:2 6,20·102 1,48·103 

 2,06·103 2,00·102 

Ø 9,60·102 1,97·103 

Versuch 2 2,30·102 3,90·102 

ZKÜ 1:2 6,30·102 2,60·102 

 2,50·102 1,46·103 

Ø 3,70·102 7,03·102 

Versuch 3 3,30·102 2,57·103 

ZKÜ 1:2 2,80·102 4,50·102 

 7,00·102 2,60·102 

Ø 4,37·102 1,09·103 

Mittelwerte aller Ø 5,89·102 1,75·103 

 

* Abgebildet sind die gemessenen Luciferase-Aktivitäten der 1:2 

Verdünnungen, sowie die daraus berechneten Mittelwerte der jeweiligen 

Expressionsvektoren.



59 

 

3.5.3 Infektion von Hg39-Zellen mit pseudotypisierten HIV-1-Partikeln 

mit prM/E der JEV-ZIKV-Chimären 

 

Letztlich wurde die Infektion von Hg39-Zellen mit JEV-ZIKV pseudotypisierten 

HIV-1-Partikeln durchgeführt. Die Herstellung der pseudotypisierten HIV-1-Partikeln 

mit Hilfe der Kotransfektion in HEK293T-Zellen wurde anhand der Hüllproteine der 

Chimäre pHA-J12Z3 und pHA-Z12J3 realisiert (2.5.2.1). Für die Infektion der 

Hg39-Zellen wurden definierten Verdünnungen der partikelhaltigen 

Zellkulturüberstande mit den entsprechenden Expressionsvektor pHA-J12Z3 bzw. 

pHA-Z12J3 in dreifach oder vierfach Bestimmung zu den Zellen gegeben. Zunächst 

wurde die 96-well-Platte mit 100 µl der zu infizierenden Zellen ausgesät. Anschließend 

wurden die Zellen mit 100 µl der partikelhaltigen Überstände von der Transfektion 

infiziert und dabei festgelegte Verdünnungen von 1:2 bis 1:8 mit supplementiertem 

RPMI-Medium hergestellt. Nach drei Tagen Inkubation erfolgte die Messung der 

Infektionseffizienz. 

In Tabelle 19 sind die Luciferase-Aktivitäten der mit den prM/E pseudotypisierten 

HIV-1-Partikel infizierten Hg39-Zellen sowie die daraus berechneten Mittelwerte 

dargestellt. Die Infektion der Hg39-Zellen mittels JEV-ZIKV-Chimären weisen 

Luciferase-Aktivitäten von RLU < 1000 auf und liegen damit unterhalb der 

Kontrollmesswerte. 
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Tab. 19: Luciferase-Aktivitäten mittels der mit JEV-ZIKV-E-Protein-

Chimären infizierten Hg39-Zellen.  

 

 RLU* 

prM/E-Plasmide pHA-J12Z3 pHA-Z12J3 

Versuch 1 2,30·102 4,50·102 

ZKÜ 1:2 2,00·102 1,70·103 

 1,80·102 9,80·102 

Ø 2,03·102 1,04·103 

Versuch 2 3,10·102 2,60·102 

ZKÜ 1:2 2,80·102 3,80·102 

 2,80·102 2,50·102 

Ø 2,90·102 2,97·102 

Versuch 3 2,90·102 1,71·103 

ZKÜ 1:2 2,50·102 2,10·102 

 2,50·102 1,90·102 

Ø 2,63·102 7,03·102 

Mittelwerte aller Ø 2,52·102 6,80·102 

 

* Abgebildet sind die gemessenen Luciferase-Aktivitäten der 1:2 

Verdünnungen. sowie die daraus berechneten Mittelwerte der jeweiligen 

Expressionsvektoren. 
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4 Diskussion 

 Pseudotypisierte Partikel sind für die Analyse von Viren von großer 

Bedeutung. Diese Partikel stellen einen guten Ersatz zur Untersuchung von 

hochpathogenen Viren im Rahmen wissenschaftlicher Studien und klinischen 

Untersuchungen dar. Arbeiten mit pseudotypisierten Viruspartikeln können in Laboren 

der Sicherheitsstufe 2 durchgeführt werden, währenddessen Untersuchungen mit 

hochpathogenen Viren Hochsicherheitslabore der Sicherheitsstufe, 3 und 4 benötigen. 

Dadurch verursachen diese Arbeiten einen großen Aufwand und hohe Kosten [39–41]. 

Neben normalen Pseudotypen mit vollständigen Hüllproteinen können auch chimäre 

E-Proteine untersucht werden. Die Konstruktion chimärer Pseudotypen eröffnet ein 

ganz neues Feld zur Studie der E-Proteinfunktion. In den letzten Jahren wurden viele 

Forschungsarbeiten durchgeführt unter Verwendung verschiedener Flavivirus-Chimären 

[42–44]. Die in dieser Arbeit untersuchten Flaviviren, JEV, USUV und ZIKV haben die 

gleiche Grundstruktur des E-Proteins, welche aus den drei Domänen ED1, ED2 und 

ED3 bestehen. Die ED1-Sequenz schließt dabei direkt an die linear codierte 

ED3-Sequenz an, wodurch ED1--ED2-ED3-Viruschimäre einfach hergestellt werden 

können. Dieser Austausch der ED3-Region eines Virus gegen die ED3-Region eines 

anderen Virus führt dazu, dass sich die einzelnen Domänen genauer studieren lassen. 

Mit den Klonierungsmethoden z. B. assembly-PCR können alle möglichen chimären 

Kombinationen der Flaviviren, sowie gezielte Mutationen einfach hergestellt werden 

[45]. Die Herstellung von Chimären ermöglichst die Untersuchung, der Unterschiede in 

den biologischen Eigenschaften von beispielsweise zwei Flaviviren. Die hergestellten 

Konstrukte der E-Proteinvarianten können auf Immunogenität, Rezeptorbindung sowie 

den Viruseintritt untersucht werden [42]. Vor allem für die Konstruktion attenuierter 

Lebendvirus-Impfstoffe können Studien mit chimären Viren sinnvoll sein. Die 

Eigenschaften gentechnisch veränderter chimärer Flaviviren müssen sorgfältig 

untersucht werden, da diese nicht immer vorhergesagt werden können [46,47]. 

Ein weiterer Vorteil von pseudotypisierte Viruspartikel ist, dass kein Virus-Wildtyp zur 

Herstellung dieser pseudotypisierten Viruspartikel benötigt wird. Für die rekombinante 

Produktion sind lediglich amplifizierte DNA- oder Sequenzdaten des Hüllproteins 

notwendig. Die Pseudotypen erscheinen von außen betrachtet wie ihre entsprechenden 

Virus-Wildtypen, wodurch diese besonders für die Untersuchung des Zelleintritts 
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bedeutsam sind. Die Deletion des Genoms (∆env) führt dazu, dass die pseudotypisierten 

Viruspartikel nicht die vollständige genetische Information für die Vermehrung von 

infektiösen Viruspartikeln aufweisen. Sie sind in der Lage in die Wirtszelle 

einzudringen, können jedoch keinen vollständigen Viruszyklus durchlaufen, weshalb sie 

nach der Infektion keine neuen infektiösen Partikeln bilden (single-round-infection) 

[48].  

Ein zusätzlicher Vorteil gegenüber Virus-ähnlichen-Partikeln (VLP) ist, dass 

Pseudotypen ein Genom tragen, in dem die eigentlichen Hüllproteine deletiert sind und 

sie stattdessen ein Reportergen besitzen. Durch den Austausch des Hüllproteins (∆env) 

durch ein Reportergen, z. B. das Enzym Luciferase-Gen (Luc+), kann der Viruseintritt 

sehr einfach quantitativ analysiert werden. Weitere mögliche Reportergene können 

beispielsweise β-gal oder GFP sein [7,49]. Kommt es zur Bindung eines solchen 

Viruspartikel mit seinen Hüllproteinen an die Rezeptoren der Wirtszelle, erfolgt die 

Fusion mit der Membran wodurch das Genom aus den Partikeln in die Zelle 

transportiert wird. Das Reportergen wird dabei nach Virusseintritt aktiviert, wodurch 

die Infektionseffizienz anhand der Enzymmenge detektiert werden kann. Diese 

Methode ermöglicht die Untersuchung der Eigenschaften von Hüllproteinen von 

unterschiedlichen natürlichen Virusvarianten, Mutanten und Chimären [50]. 

Bisher konnten verschiedene lentivirale Vektoren des MLV (Murines Leukämie-Virus), 

SIV (Simianes Immundefizienz-Virus) sowie HIV für die Herstellung pseudotypisierter 

Partikel eingesetzt werden [51,52]. Zusätzlich zu den rein retroviralen Pseudotypen, 

haben sich auch pseudotypisierte Partikel mit viralen Hüllproteinen anderer Viren wie 

beispielsweise VSV (Vesicular Stomatitis Virus) [53], Hepatitis C Virus [54] und 

Ebolavirus [39] bewährt. Die Anwendung eines solchen Pseudotypen, wird 

beispielsweise bei den Ebola-Ausbrüchen in Afrika eingesetzt. Dieser Impfstoff basiert 

auf einem Ebola-VSV-Pseudotyp. Hierbei wurde das virale Hüllprotein G (VSV-G) im 

Genom deletiert und durch das virale Hüllprotein des Ebolavirus substituiert [39,55,56]. 

Diese Anwendung des Pseudotyp-System ist von großer Bedeutung, da das Ebolavirus 

im Menschen ein schweres hämorrhagisches Fieber verursacht und eine Sterberate von 

ca. 80 % aufweist [57,58]. Dieses Beispiel stellt die Wichtigkeit von Pseudotyp-

Systemen als eine viel versprechende Möglichkeit zur Bekämpfung von Viren dar. 

Ein wesentlicher Unterschied von Flaviviren zu anderen Viren, wie beispielsweise dem 

Ebolavirus ist der Austrittsprozess, auch genannt budding Prozess. Der budding Prozess 

bei Ebolaviren erfolgt an der Zellmembran, während der Prozess bei Flaviviren an der 
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Membran des Endoplasmatischen Retikulum stattfindet. Beim Ebolavirus erfolgt die 

Verbindung der Virusproteine mit den zellulären ESCRT-Sortierkomplexen (endosomal 

sorting complexes required for transport), anhand eines viralen Proteins welches ein 

bestimmtes Sequenzmotiv, das PTAP-Aminosäuremotiv enthält. Die Sortierkomplexe 

bestehen dabei aus cytosolischen Proteinkomplexen: ESCRT-0, ESCRT-1, ESCRT-2 

und ESRT-3. Flaviviren besitzen im Vergleich zum Ebolavirus keine Proteine mit 

einem PTAP-Sequenzmotiv, wodurch der budding Prozess nicht durch das 

ESCRT-System unterstützt wird. Dies könnte ein möglicher Grund sein, weshalb es 

bisher keine Arbeiten zu HIV-1-Pseudotypen mit Hüllproteinen der Flaviviren gibt. In 

einer Publikation wurde die Herstellung und Infektionsexperimente zu JEV beschrieben 

[59]. Jedoch wurde hierfür das VSV, anstelle des HIV als Verpackungssystem 

verwendet.  

Eine weitere Veröffentlichung, welche jedoch sehr kritisch zu betrachten ist, erläutert 

das Dengue-prM/E pseudotypisierte HIV-1-Partikel [14]. Die in dieser Arbeit 

beschriebenen Methoden lassen sich jedoch nicht reproduzieren und führen nicht zur 

Herstellung prM/E pseudotypisierte HIV-1-Partikel. Aktuell wird in der LG-Schreiber 

(BNITM, Hamburg) produktiv an ein Pseudotyp-System gearbeitet. Bisher wurden eine 

Dissertation, eine Bachelorarbeit sowie eine Masterarbeit veröffentlicht, in dem es 

gelungen ist, ein System für DENV-prM/E pseudotypisierte HIV-1-Partikeln zu 

etablieren [9,60,61]. In der Dissertation von Auerswald wurden erfolgreich Dengue-

Hüllproteine exprimiert. Die Klonierungsstrategie für prM/E sowie die entsprechend 

veränderte Variante des Plasmids pcDNA3.1 wurde aus der Arbeit von Hu et al. 

übernommen [14]. Die Kotransfektion mit dem Vektor pNL4-3.Luc.R-E- führte zu 

keinen reproduzierbaren Ergebnissen bzw. zu sehr niedrigen Ausbeuten. Die RLU-

Infektionsergebnisse lagen nicht deutlich über die Infektionswerte der 

Negativkontrollen. Laut der Publikation von Usami et al. bestand der Verdacht, dass der 

nef-negative-Phänotyp des pNL4-3.Luc.R-E- Vektors, Auslöser für eine schlechte 

Produktion der Partikel sorgt. Infolgedessen erfolgten Experimente mittels 

Kotransfektion eines nef-Expressionsvektors. Hierbei konnten zum ersten Mal 

Infektionsraten mit den Dengue-Pseudotypen erreicht werden [61]. Die Arbeit von 

Kadlubowska (2019) erweiterte das bereits existierende HIV-1-basierende Pseudotypen-

System für Dengueviren auf weitere Flaviviren [9]. Das vorhandene System sollte dabei 

verwendet werden, um herauszustellen ob Chimäre unterschiedliche Infektionsraten 

darstellen. 
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In der vorliegenden Arbeit sollte das Pseudotypen-System für weitere Flaviviren, wie 

Usutu- Zika- und Japanische Enzephalitis- Viren, getestet werden. 

Transfektionsversuche sollten dabei in HEK293T-Zellen durchgeführt werden, da diese 

sich in der Vergangenheit als geeignet bewährt hatten [62]. Infektionsexperimente 

sollten an Vero-B4-Zellen als auch an die Glioblastomzellen der U87- sowie 

Hg39-Zelllinie durchgeführt werden, um den Neurotropismus der verschiedenen 

pseudotypisierten Viruspartikel zu untersuchen. 

Die Transfektionsexperimente wurden für die Vergleichbarkeit für alle Flaviviren 

(USUV, ZIKV und JEV), mit denselben DNA-Mengen (2,5 µg pNL Luc AM + 12,5 µg 

prM/E-Expressionsvektor) durchgeführt. Dabei wurden in dieser Arbeit für alle 

vorhandenen Flaviviren sowie für die daraus resultierenden Chimäre positive 

Luciferase-Aktivitäten der Transfektion der lysierten HEK293T-Zellen erzielt. 

Aufgrund der erfolgreichen Transfektion konnten die Zellkulturüberstände für die 

Infektion von Vero-B4-. Hg39- und U87-Zellen verwendet werden. 

Schwankungen bei der Messung der Transfektions- und Infektionseffizienz könnten 

mehrere Gründe haben. Neben den systematischen Abweichungen des Messgerätes, 

können Abweichungen auch aufgrund der Zelldichte entstehen. Hierbei spielt eine 

große Rolle, in welchen Zellen die Transfektion bzw. Infektion stattfindet, wie dicht 

diese zum Zeitpunkt der Transfektion und Infektion sind und wie das Zellwachstum 

verläuft. Da die Zellen sich während der zweitätigen Inkubationszeit teilen und die 

96-well-Platte zunehmend bedecken ist darauf zu achten, dass eine komplette Konfluenz 

verhindert wird. Aufgrund der Konfluenz der Zellen, kann es zur Zellkontakthemmung 

führen, wodurch die Zellteilungsrate vermindert wird, der Zellmetabolismus reduziert 

und der Infektionsprozess letztlich eingeschränkt wird. Zudem kann die Konfluenz zur 

erschwerten Lyse des Zellrasens führen. 

Bei den Infektionsexperimenten mit den Vero-B4-Zellen zeigten die Kontrollen der 

Luciferase-Aktivitäten zum Teil positive Messergebnisse auf. Die zu infizierenden 

Zellen wurden mit dem partikelhaltigen Überstand der Kotransfektion infiziert. 

Demnach muss sich das Luciferase-Protein in dem Überstand der Kotransfektion 

befinden. Um dies nachzuweisen, wurden die partikelhaltigen Überstände in eine 

96-well-Platte überführt, mit D-Luciferin-Puffer versetzt und direkt gemessen. Die 

Luciferase-Aktivitäten der gemessenen Überstände weisen Werte von bis zu 6000 RLU 

auf, welche damit deutlich über die Messwerte der Negativkontrollen (RLU < 1000) 

liegen. Eine Möglichkeit für diese Verunreinigung könnten HEK293T-Zellen sein, die 
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möglicherweise bei der Kotransfektion, zu dicht wachsen. Wird adhärent wachsenden 

Zellen die Möglichkeit zur Adhäsion genommen, führt dies zur Bildung von 

Aggregaten und schließlich zum Zelltod. Durch das Absterben der Zellen wird dann 

Luciferase freigesetzt. In der Literatur gibt es bis dato keine Veröffentlichungen bei 

denen dieser „Fehler“ beschrieben wird. In Zukunft ist es essenziell, solche Kontrollen 

einzuführen, um diese Verunreinigung zu vermeiden. Es sollten mehrere 

Versuchsexperimente durchgeführt werden, bei denen die HEK293T-Zellen 

unterschiedliche Konfluenzen zum Zeitpunkt der Kotransfektion aufweisen. Darüber 

hinaus könnte der Zeitpunkt der Zelllernte vorgezogen werden.  

Zukünftig sollte genauer untersucht werden, welche Infektionsraten beim Austausch der 

Domänen erzielt werden können. Speziell für Flaviviren mit geringen 

Infektionseffizienzen, könnten in weiteren Untersuchungen, die Domänen der 

Flaviviren, welche geringe Infektionseffizienzen aufweisen, gegen die Domänen der 

Flaviviren mit deutlich höheren Effizienzen, ausgetauscht werden. Dadurch können 

Rückschlüsse auf die einzelnen Domänen des E-Proteins gezogen werden, um letztlich 

herauszufinden, welche Domäne inwiefern für die Infektion verantwortlich ist. 

Zusätzlich besteht die Möglichkeit gezielte sowie auch randomisierte Mutationen in den 

Domänenbereichen durchzuführen, um schließlich Viren mit besonderen 

Infektionseigenschaften zu selektieren. Gelingt dies, wäre es in der Zukunft möglich, 

ein Pseudotyp-System mit Flaviviren zu erzeugen, welche noch höhere 

Infektionseffizienzen oder einen spezifischeren Tropismus besitzen. 

Der Neurotropismus, vor allem vom Zikavirus auf verschiedene Zellen sollte weiterhin 

untersucht werden. Zukünftige Infektionsexperimente mit den humanen 

Glioblastomzellen der U87- sowie Hg39-Zelllinie sind daher zu empfehlen. Ziel ist es, 

Glioblastom krebsgerichtete Pseudotypen herzustellen. In naher Zukunft können 

Infektionsversuche mit frisch operierten Glioblastompatienten erfolgen. Das Zikavirus 

ist in der Lage die Blut-Hirn-Schranke zu überwinden, wodurch das Virus das Gehirn 

von Menschen, vor allem von Föten schädigen kann. Es infiziert und tötet gezielt 

neuronale Vorläuferzellen, aus denen neue Nervenzellen entstehen, ab. Diese 

Vorläuferzellen besitzen ähnliche Makerproteine wie die Krebsstammzellen des 

Glioblastoms. Das gezielte töten neuronaler Vorläufer- und Stammzellen des Tumors 

mit dem Zikavirus könnte eine Möglichkeit sein, um die Lebensdauer der 

Krebspatienten zu erhöhen [63]. 
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Die häufigste Form von Hirntumoren bei Erwachsenen stellen die bösartigen Gliome 

mit etwa 34 % aller Hirntumore dar [64]. Glioblastome haben im Vergleich zu anderen 

Tumorarten wie beispielsweise Oligodendrogliome eine erhöhte Tendenz nach einer 

aggressiven Therapie wieder zu wachsen [64]. Das Glioblastom entspricht somit einem 

schnell wachsenden, bösartigen Tumor, und wird aufgrund der sehr schlechten 

Prognosen nach der WHO-Klassifikation der Tumoren des zentralen Nervensystems als 

Grad 4 eingestuft [65]. Heutzutage verwendete Therapien zur Bekämpfung von 

bösartigen Hirntumoren (Glioblastome) wie Operation, Chemotherapie und Bestrahlung 

weisen nur einen minimalen Erfolg dar.  

Derzeit kann mit den aktuell gängigen Therapiemethoden nur eine mittlere 

Überlebenszeit von ca. 15 Monaten erreicht werden. Aufgrund des infiltrativen 

Wachstum der malignen Tumoren, sind diese schwer operativ zu entfernen, es können 

nie alle bösartigen Tumorzellen durch Bestrahlung bzw. Chemotherapie beseitigt 

werden. Zusätzlich weisen Gliom-Stammzellen ohne hin schon eine hohe Resistenz 

gegenüber Chemotherapie und Bestrahlung auf [63,66,67]. Zudem kann bei der 

bildgebenden Diagnostik, aufgrund der Wanderung einzelner Zellen in andere Gebiete 

nicht die Wachstumsfront der Zellen komplett erfasst werden. Die Beseitigung aller 

Tumorzellen kann daher mit den heutzutage verwendeten Therapiemethoden nicht 

erzielt werden und die Rezidive des Glioblastoms ist somit absehbar [68].  

Umso bedeutender ist es an Alternativ- bzw. Ergänzungs-Methoden zu forschen. Die 

Verwendung eines Pseudotyp-Systems kann sich als eine vielversprechende Ergänzung 

zu den bisherigen Therapien als erfolgreich erweisen. Bisher gibt es einige 

Publikationen bei denen Mäuse mit ZIKV infiziert wurden. In der Arbeit von Zhu et al. 

stellte sich fest, dass die Hirntumore, die mit dem ZIKV-Dakar-Stamm infizierten 

Mäuse, drastisch reduziert wurden und die Mäuse eine längere Lebensdauer hatten. Es 

stellte sich heraus das ZIKV einen onkolytischen Tropismus zur Infektion von 

Glioblastom-Stammzellen hat und hocheffizient ist, um humane Glioblastom-

Stammzellen in vitro zu infizieren [69].  

Chen et al. haben Infektionsversuche mit einem attenuierten ZIKV-Lebendimpfstoff 

(ZIKV-LAV) entwickelt. Diese fanden zusätzlich heraus, dass ZIKV-LAV seinen 

onkolytischen Tropismus gegenüber Glioblastom-Stammzellen von Patienten beibehält 

[70]. In weiteren Publikation wurde der Neurotropismus des ZIKV untersucht und dabei 

die Wirksamkeit der ZIKV-Behandlung gegenüber Glioblastome bestätigt [71,72]. 

Letztendlich muss in Zukunft untersucht werden, ob und inwiefern ZIKV bei 
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Glioblastompatienten Nebenwirkungen hervorrufen kann. Vor allem neurologische 

Komplikationen, wie beispielsweise das Guillain-Barré-Syndrom, müssen 

berücksichtigt werden [71,73]. Dies kann mit Hilfe von genetisch veränderten Stämmen 

realisiert werden, wodurch man das ZIKV so konstruiert, dass seine optimierte 

Sicherheit verbessert wird und seine onkolytische Aktivität gegenüber 

Glioblastomzellen bestehen bleibt. Von besonderer Bedeutung sind an dieser Stelle, 

Zika-Pseudotypen. Hierbei wird das Genom des Vektorplasmids HIV-1 verwendet. Das 

Hüllprotein wird dabei durch Hüllproteine des Zikavirus ersetzt. Die Erkenntnis, dass 

das Zikavirus einen onkolytischen Tropismus zur Infektion von Glioblastom-

Stammzellen hat und in der Lage ist die Blut-Hirn-Schranke zu überwinden stellt eine 

bedeutende Möglichkeit zur Bekämpfung des Glioblastoms dar.  

Die Tatsache, dass pseudotypisierte Partikel keinen vollständigen Viruszyklus 

durchlaufen und eine Vermehrung daher nach Zelleintritt nicht möglich ist, spräche für 

die Verwendung von Zika-Pseudotypen an Patienten.  

Ein wichtiger Vorteil von Pseudotypen ist, dass das CRISPR/Cas9 in das Genom der 

Pseudotypen integriert werden kann. Die Verwendung von Chimären E-Proteinen ist für 

das Studium der Rezeptorbindung, der Membranfusion und besonders des 

Neurotropismus ein wichtiges Werkzeug. Zusammen mit der Integration des 

CRISPR/Cas9-Systems könnten Zika-Pseudotypen in Zukunft eine Rolle bei der 

Bekämpfung des Glioblastoms spielen. 
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5 Zusammenfassung 

 In dieser Arbeit wurden Infektionsexperimente mit pseudotypisierten 

HIV-1-Viruspartikeln durchgeführt. Als Hüllproteine wurden die Proteine prM und E 

der Flaviviren Usutu, Japanische Enzephalitis (JE) und Zika verwendet. Dafür standen 

drei Expressionsvektoren pHA-USU-BH65 (Usutu), pHA-JE-NAK (JE) und 

pHA-Z41519 (Zika) zur Verfügung. Zusätzlich wurden Chimären des E-Proteins mit 

ausgetauschten ED3-Domänen verwendet. Das E-Protein unterteilt sich in drei 

Domänen, ED1, ED2 und ED3 wobei die ED3 Domäne leicht austauschbar ist. Für die 

Expression der Chimären standen vier Plasmide zur Verfügung. Als viralen Vektor 

wurde das Plasmid pNL Luc AM (Δenv, nef+, Luc+) verwendet. 

Im ersten Schritt der Arbeit wurde anhand der CsCl-Maxipräparation, Plasmid-DNA 

von den acht Plasmiden hergestellt. Für die Transfektionsexperimente wurden je 

Plasmid ca. 5-10 mg Plasmid-DNA aufgereinigt.  Die DNA-Lösungen wurden alle auf 

eine Konzentration von 1 µg/µl eingestellt.  

Im zweiten Teil wurden pseudotypisierte Viruspartikel durch Transfektion des 

pNL Luc AM Vektors zusammen mit pHA-prM/E Expressionsvektoren hergestellt. Das 

Plasmid, pNL Luc AM, codiert für das HIV-1-Genom. Das andere Plasmid codiert für 

die prM/E-Hüllproteine des entsprechenden Flavivirus bzw. der E-Chimäre. Bei der 

Transfektion wurde das HIV-1-Vektorplasmid pNL Luc AM zusammen mit jeweils 

einem der Hüllproteine pHA-USU-BH65, pHA-JE-NAK, pHA-Z41519 sowie den 

Chimären pHA-U12Z3, pHA-Z12U3, pHA-J12Z3, pHA-Z12J3 der Zika- Usutu- und 

JE-Viren erfolgreich in HEK293T-Zellen transfiziert. Es wurden jeweils positive 

Luciferase-Aktivitäten nach Transfektion in den lysierten Zellen gemessen.  

Im dritten Teil der Arbeit wurden Infektionsexperimente durchgeführt. Dabei wurde die 

höchste Infektiosität für den Usutu-prM/E Pseudotypen gemessen, gefolgt von 

Zika-prM/E und dem JE-prM/E Pseudotypen. Bei den Pseudotypen mit den E-Protein 

Chimären zeigten die Zika/Usutu-Chimären (U12Z3 > Z12U3) eine deutlich höhere 

Infektiosität als die Zika/JE-Chimären (Z12J3 > J12Z3). Bei den Infektionsexperimenten 

mit U87- und Hg39-Zellen waren die meisten Messungen im Rahmen der 

Negativkontrollen. Für die Pseudotypen mit E-Proteinen der Usutu- und Zikaviren, 

sowie die Pseudotypen mit Z12J3 und J12Z3 E-Protein -Kombinationen wurden 

signifikante Luciferase-Werte erreicht. Damit konnte gezeigt werden, dass die 

ED3-Domäne eine wichtige Rolle beim Viruseintritt in U87- und Hg39-Zellen spielt. 
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6 Summary 

 In this master's thesis, infection studies were performed using pseudotyped 

HIV-1 particles. As envelope the prM and E proteins from the three Flaviviruses Usutu, 

Japanese Encephalitis (JE) and Zika were used. For this study three expression vectors, 

pHA-USU-BH65 (Usutu), pHA-JE-NAK (JE) and pHA-Z41519 (Zika) were available. 

Additionally, chimeras of the E-proteins with exchanged ED3 domains were used. The 

E-protein is divided into the three domains ED1, ED2 and ED3 with the ED3 as the 

domain that can easily be replaced by an ED3 domain of another flavivirus. For the 

expression of E-protein chimeras, four plasmids pHA-U12Z3, pHA-Z12U3, pHA-J12Z3 and 

pHA-Z12J3 were available and used. The viral vector used was the pNL Luc AM 

plasmid (Δenv, nef+, Luc+). 

First of all, of all eight plasmids DNA was purified by the CsCl-method. For the 

transfection experiments 5-10 mg of plasmid-DNA was purified from each of the 

plasmids. The final concentration was adjusted to 1 µg/µl each. 

Secondly, pseudotyped HIV-1 was produced by transfection of the pNL Luc AM vector 

together with one of the pHA-prM/E expressing vectors. The plasmid pNL Luc AM 

codes for the HIV-1 genome, gag and pol. The other plasmid codes for the prM/E 

envelopes of the respective E-protein or the respective E-chimera. The transfection of 

HEK293T cells was successful for pNL Luc AM in all combinations with 

pHA-USU-BH65, pHA-JE-NAK, pHA-Z41519 as well as the chimeras pHA-U12Z3, 

pHA-Z12U3, pHA-J12Z3, pHA-Z12J3 of the Zika- Usutu- and Japanese Encephalitis 

viruses. For all combinations, positive Luciferase activities were measured in the lysed 

HEK293T cells on day three after transfection. 

Thirdly, pseudotyped viruses were used for infection experiments. The highest infection 

rates were observed for the Usutu-prM/E pseudotype followed by the Zika-prM/E and 

the JE-prM/E pseudotype. For pseudotypes containing the E-protein chimeras, the 

Zika/Usutu-chimera (U12Z3 > Z12U3) showed higher infection rates compared to the 

Zika/JE-chimeras (Z12J3 > J12Z3). For the infection experiments using U87 and Hg39 

cells, most of the experiments showed infection rates similar to the controls. For 

pseudotyped viruses containing E-proteins of the Usutu and Zika viruses as well as the 

pseudotypes with Z12J3 and J12Z3 E-Protein combinations, significant Luciferase values 

above the controls were obtained. Therefore, a role for the ED3 domain for viral entry 

into U87 and Hg39 cells was shown. 
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8  Anhang 

8.1 Sequenzen der Flavivirus M und E Proteine 

8.1.1 pHA-USU-BH65  

 (cDNA3.1-R) 

CCTCTAGACTCGAGCGGCCGCAATTATGCATGGACGTTTGTGGCGAGAAAGAGGAGCAC

CCCTCCCGTGGCTAACATCACCAGTGCGATGGATCGATCTCTCGCATTCACCCCCATCC

ATAGAAGCAGAGCTCCATTAGACCCTGGGTGATCCAGGACATGCCACCGAAGAGAGTTC

TGAAGGCTCCTCCAAAGACCTGATGTACCGCCTTTCCTACAGAATTGAAAATGCCTCCG

ACGGACCCAAAGTCCCACGCTGTGTCGCCTAGGGCAGCTAGACGCTGTGCCCCTTTGAT

AGTGGTGATGAACGCTTTTCCAATGGAACTTCCTGCTTTGTGCCAGTGATGGTTTATCT

GCTTATCCCCTCTTCCAACCACAATATATGAATCTCCAAATGGTGGTTCCATCTCAACC

AACACTTTCGCGTTGGCTTCGGATGAAGCCACATAAGGGTTTGCTGTAACCATTCTACC

AATGGGGGTGAGATCGGAAAGTGATGCCACAATGGAAATTGGGATTTTGCAAGGTCCGT

CAGATCCCGTGTACTACAGTTCAAGGACCACAGTGCCGTGACCCGTGTCAGCCGGATTT

TTTGCAAAAGAAAACTTTTCCGTGCACATGCCGTAGGTGGTGCCTTTTAGTGTCAACCT

TTCCATCTTGACTCGACACTTGAGATGACCAGATGTGAGCTTGACACTGCCCGAGAAAG

ACACTGGAACAGCTCCTGCCAAGGCCTGGTGCAAAGCACCTTCCTGGGAACCAAGCGCC

ACAACTGATCGCTTTGTGGCATGGGGCTCTTCGAACTCTAGTAGTATCTCTCTATTTCT

CCAATTTGAGCTAGCTGGTGAAGTCCATGGGAGGGCCAAGTCATTAAACCATTCTCTAT

GGACAAGGAAGTGTTTGGTGCCCACTGACATGATGTAGTATGCCTCGGTGTTCAACCCG

TTTCTTGGTTCACACTCAACTGATATTTCTCCATAGTCACCCATCTTCACAGTGATGGC

TGGGGAAGTTGGGGAGTGATGGTAAACCGCCCAGCC 

 

8.1.2 pHA-USU-BH65  

 (CMV-F) 

CTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCAC

TATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTGGTACCGCCGCCGCCATG

GGCAACAATGGACCAGGACTAGTGATGATCATAACACTCATGACGGTTGTTTCAATGGT

TTCCTCTTTAAAGCTTTCCAACTTCCAGGGGAAAGTCATGATGACCATCAACGCGACTG

ATATGGCAGATGTCATTGTTGTTCCCACGCAACATGGGAAAAACCAGTGCTGGATTAGA

GCCATGGATGTCGGGTACATGTGTGATGATACCATCACTTATGAATGCCCCAAACTGGA
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TGCAGGAAATGACCCAGAAGACATTGACTGTTGGTGTGACAAACAACCCATGTACGTCC

ACTATGGAAGGTGCACAAGAGCCAGACACTCGAAGCGGAGTCGGCGGTCGATCGCAGTG

CAGACGCACGGGGAGAGTATGCTGGCTAACAAGAAGGATGCTTGGCTAGACTCAACCAA

GGCTTCGAGATACCTGATGAAGACTGAGAATTGGATTATCAGGAATCCTGGGTATGCTT

TTGTAGCTGTCCTCTTGGGCTGGATGCTGGGAAGCAACAATGGACAAAGGGTCGTTTTC

GTCGTTCTCTTGCTCCTTGTGGCGCCTGCTTATAGCTTCAACTGCCTTGGTATGAGCAA

CAGAGACTTCCTTGAGGGAGTCTCTGGTGCTACCTGGGTTGACGTGGTTTTGGAAGGTG

ACAGCTGCATAACCATCATGGCCAAGGACAAGCCGACCATTGACATTAAGATGATGGAA

ACTGAAGCCACGAACCTGGCTGAAGTGAGAAGCTACTGCTATCTAGCCACTGTCTCAGA

TGTTTCAACTGTCTCCAACTGTCCAACAACTGGGGAGGCCCACAATCCTAAGAGAGCTG

AGGACACGTACGTGTGCAAAAGTGGTGTCACTGACAGGGGCTGGGGCAATGGCTGTGGA

CTATTTGGCAAAGGAAGTATAGACACGTGTGCCAACTTCACCTGCTCCCTGAAAGCGAT

GGGCCGGATGATCCAACCGGAAAATGTTAAGTATGAAGTGGGAA 

 

8.1.3  pHA-JE-NAK  

 (cDNA3.1-R) 

GGCCTCTAGACTCGAGCGGCCGCAATTAAGCATGCACATTGGTCGCTAAGAACACGAGC

ACACCTCCTGTGGCTAAGAAGGCCAAAGCAATTGATCGGTCTCGTGCGTTGACGCCCAT

CCAGAGTAGTAGGGCCCCCATTAGCCCTTGTGTGATCCAAGACATTCCCCCGAAGAGTG

TTCTGAAGGCACCACCAAACACTTGGTGAACGGCTTTCCCTATGGAGTTGAAAACCCCT

CCAATAGAGCCAAAGTCCCAGGCTGTGTCGCCCAACGCTGCCAGTCTTTGAGCTCCCTT

CAAAGTCGTTGAAAAGGCTTTGCCCAGCGTGCTTCCAGCCTTGTGCCAATGGTGGTTAA

TCTGCTTGTCTCCCTTTCCAACTACGATGTAGGAGTCTCCGAAGGGGGGTTCCATCTCG

ACCAGCACCTTTGAGTTGGCGCTGGAAGTCGCGACGAAGGGGTTCACTGTCACCAGCCG

CCCGACGGGGGTCATGTCATTGAGGCTCGCAACGGAGACAATCGGAATTTTGCAAGGGC

CATCACTCCCAGAGTAGGAAAGTTCAATGACAACTGTTCCGTGACCAGTGTCCGCCGGA

TTTTTCGCGAACGAGAATTTTTCTGTGCACATGCCATAGGTTGTGCCTTTCAGAGCCAG

TTTGTCCATTTTCAGCCTGCATTTTAGGTGGCCTGATGTTAACTTCACTGAGCTTGAGT

ACTCCACCACGATGGCTCCTGCCAACGCCTGATGGAGGCCTCCTTCCTGTGACCCAAGA

GCAACAACGGACTGTTTTGTGGCGTGCGCCTCTTCAAATTCCATGAGGAGTTCTCTGTT

TCTCCACGCTGTGCTCGAAGGGGGCGTCCAAGGGAGAGCGAGATCATGAAACCATTCCC

TGTGGACCAAAAATGACTTTGACCCCACGGTCATGACGTAAAATGCTTCAGTGTTTAGT

CCACTCCTTGGCTCACAGTCCAGTGTGACTTCTCCGTAGTCACCAAGTTTAAGGGTTAT

TGAAGGAGCATTGGGTGTTACTGTAAACTTTGCCGCCTGGGACGCCCCAACTTGCGCTG
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AATAATTCCCATGGTTTTCCGAAGTGGTGGTTCCTGCACAAAAATGCCAACTTCGTATT

TGATGTTTT 

 

8.1.4 pHA-JE-NAK  

 (CMV-F) 

CTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCAC

TATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTGGTACCGCCGCCGCCATG

CAAAACAAAAGAGGAGGAAATGAAGGCTCAATCATGTGGCTCGCGAGCTTGGCAGTTGT

CATAGCCTGCGCAGGAGCCATGAAGTTGTCAAATTTCCAGGGGAAGCTTTTGATGACCG

TCAACAACACGGACATTGCAGACGTTATCGTGATTCCCACCTCAAAAGGAGAGAACAGA

TGTTGGGTCCGGGCAATCGACGTCGGCTACATGTGTGAGGACACTATCACGTACGAATG

TCCTAAGCTCACCATGGGCAATGATCCAGAGGACGTGGACTGTTGGTGTGACAACCAAG

AAGTCTACGTCCAATATGGACGGTGCACGCGGACCAGGCATTCCAAGCGAAGCAGGAGA

TCCGTGTCGGTCCGAACACATGGGGAGAGTTCACTAGTGAATAAAAAAGAGGCTTGGCT

GGATTCAACGAAAGCCACACGATACCTCATGAAAACTGAGAACTGGATCGTAAGGAATC

CTGGCTATGCTTTCCTGGCGGCGATACTTGGCTGGATGCTTGGCAGTAACAACGGTCAA

CGCGTGGTATTCACCATCCTCCTGCTGTTGGTCGCTCCGGCTTACAGTTTCGACTGTCT

GGGAATGGGCAATCGTGACTTCATAGAAGGAGCCAGTGGAGCCACTTGGGTGGACTTGG

TGCTAGAAGGAGACAGCTGCTTGACAATTATGGCAAACGACAAACCAACATTGGACGTC

CGCATGATCAACATCGAAGCTGTCCAACTTGCTGAGGTCAGAAGTTACTGCTATCATGC

TTCAGTCACTGACATTTCGACGGTGGCTCGGTGCCCCACGACTGGAGAAGCTCACAACA

AGAAGCGAGCTGATAGTAGCTATGTGTGCAAACAAGGCTTCACTGATCGTGGGTGGGGC

AACGGATGTGGATTTTTCGGGAAGGAAGCATTGACACATGTGCAAAATTCTCCTGCACC

AGTAAGG 

 

8.1.5 pHA-Z41519  

 (cDNA3.1-R) 

CTCTAGACTCGAGCGGCCGCTCAACTAATTAAGCAGAAACAGCCGTGGAGAGGAAGATC

ATCACTCCCCCCAGGGCCAAGCATGTGAGGGAGATAGATCCATTCTTTGTGTTCAAACC

TAACCACACTAGCAGCGTGCCTATGAGGATCTGTGAGAACCAGGACATTCCTCCAAACA

GTGATTTGAAGGCTGCTCCAAAAATCTGGTGAATGCCCTTACCCAGTGAGTTGAACACA

CCCCCGACTGATCCGAAGTCCCAGGCTGTATCCCCCAGGACTGCCATTCTCTTGGCGCC

TCTCACAGTGGCTTCAAATGCCTTTCCGATGGTGCTACCACTCCTATGCCAGTGGTGGG
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TGATTTTCTTGTCCCCAACTCCTATGACAATGTAAGAATCCCCAAATGGTGGGTCAAGC

TCCAACATCATCTTTGAGTTCTCAGTGCTTTCAGTAATCACGGGGTTGGCGGTTATCAG

CCTTCCAACTGGGGTCAGGGTCTGCATGTCCACCGCCATCTGGGCTGGGACCTTGCAGG

GTCCATCTGTCCCTGCATACTGCACCTCCACTGTGACTGTTCCATGCAGTGTTTCAGCT

GGGACCTTGGTGAATGTGAATGCCGCAGTGCACAAGGAATATGACACGCCCTTCAATCT

AAGCTTGTCCATTTTTAGGCGGCATTTCAAATGGCCAGAGAACAGCCTTCCCTTTGCAC

CATCCATCTCAGCCTCTAGAGCTCCAGCGAGAGCCGTGTGAACGGCTCCTTCCTGGCTC

CCCAGAACGACGACGGTTTGCCTCTTGGCGTGGGCATCCTTGAATTCTACCAATGCCTC

TTTGTTGTTCCAGTGTGGAGTTCCGGTGTCTGCCCCAGCATGCCAAGGCAATGGGATGT

CATGAAACCACTCTTTGTGCACCAACCAATGCTTATTGTTCATGGTCAGGTAATACAGA

TCTGAAAAGTCAAGGCCTGTCCTTGGTTCACAGTCAAGTCCTAAGCTTCCAAAGCCTCC

CAAGGTTGCTTCCGCTCTTGGTGAATTAGGCGTAACCTCGACTTTCGCTCTGTTTTCGT

CAGTTTCATGTCCGGTATCATTGACAATCATCCCGCTATGCTGGGAGCCATGCACTGAT

AGCATTATCCG 

 

8.1.6 pHA-Z41519  

 (CMV-F) 

CTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCAC

TATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTGGTACCGCCGCCGCCATG

GGCGCAGACACCAGCATCGGAATCATTGGCCTCCTGCTGACTACAGCCATGGCAGCAGA

GATCACTAGACGCGGGAGTGCATACTACATGTACTTGGATAGGAGCGATGCCGGGAAGG

CCATTTCGTTTGCTACCACATTGGGAGTGAACAAGTGCCACGTACAGATCATGGACCTC

GGGCACGTGTGTGACGCCACCATGAGTTATGAGTGCCCTATGCTGGATGAGGGAGTGGA

ACCAGATGATGTCGATTGTTGGTGCAACACGACATCAACTTGGGTTGTGTACGGAACCT

GTCATCACAAAAAAGGTGAGGCACGGCGATCTAGAAGAGCCGTGACGCTCCCTTCTCAC

TCTACAAGGAAGTTGCAAACGCGGTCGCAGACCTGGTTAGAATCAAGAGAGTACACGAA

GCACTTGATCAAGGTTGAAAACTGGATATTCAGGAACCCCGGGTTTGCGCTAGTGGCCG

TTGCCATTGCCTGGCTTTTGGGAAGCTCGACGAGCCAAAAAGTCATATACTTGGTCATG

ATACTGCTGATTGCCCCGGCATACAGTATCAGGTGCATTGGAGTCAGCAATAGAGACTT

CGTGGAGGGCATGTCAGGTGGGACCGGGGTTGATGTTGTCTTGGAACATGGAGGCTGCG

TTACCGTGATGGCACAGGACAAGCCAACAGTTGACATAGAGTTGGTCACGACGACGGTT

AGTAACATGGCCGAGGTAAGATCCTATTGCTACGAGGCATCGATATCGGACATGGCTTC

GGACAGTCGTTGCCCAACACAAGGTGAAGCCTACCTTGACAAGCAATCAGACACTCAAT

ATGTCTGCAAAGAACATTAGTGGACAGAGGTTGGGGAAAATGGTTGTGGACTTTTTGGC
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AAAGGGAGCTTGGTGACATGTGCCAAGTTCACTTGTTCTAAGAAGATGACCGGGAAGAG

CATTCAACCGGAAAAT 

 

8.1.7 pHA-U12Z3  

 (cDNA3.1-R) 

CGGGCCTCTAGACTCGAGCGGCCGCTCAACTAATTAAGCAGAAACAGCCGTGGAGAGGA

AGATCATCACTCCCCCCAGGGCCAAGCATGTGAGGGAGATAGATCCATTCTTTGTGTTC

AAACCTAACCACACTAGCAGCGTGCCTATGAGGATCTGTGAGAACCAGGACATTCCTCC

AAACAGTGATTTGAAGGCTGCTCCAAAAATCTGGTGAATGCCCTTGCCCAGTGAGTTGG

ACACACCCCCGACTGATCCGAAGTCCCAGGCTGTATCCCCCAGGACTGCCATTCTCTTG

GCGCCTCTCACAGTGGCTTCAAATGCCTTTCCGATGGTGCTACCACTCCTATGCCAGTG

GTGGGTGATTTTCTTGTCCCCAACTCCTATGACAATGTAAGAATCCCCAAATGGTGGGT

CAAGCTCCAACATCATCTTTGAGTTCTCAGTGCTTTCAGTAATCACGGGGTTGGCGGTT

ATCAGCCTTCCAACTGGGGTCAGGGTCTGCATGTCCACCGCCATCTGGGCTGGGACCTT

GCAGGGTCCATCTGTCCCTGCATACTGCACCTCCACTGTGACTGTTCCATGCAGTGTTT

CAGCTGGGACCTTGGTGAATGTGAATGCCGCAGTGCACAAGGAATATAACACGCCCTTC

AATGTAAGCCTTTCCATCTTTACTCGACACTTGAGATGACCAGAGGTGAGCTTGACACT

GCCCGAGAAAGACACTGGAACAGCTCCTGCCAAGGCCTGGTGCAAAGCACCTTCCTGGG

AACCAAGCGCCACAACTGATTGCTTTGTGGCATGGGGCTCTTCGAACTCTAGTAGTATC

TCTCTATTTCTCCAATTTGAGCTAGCTGGTGAAATCCATGGCAGGGCCAAGTCATTAAA

CCATTCTCTATGGACCAGGAAGTGTGTGGTGCCCACTGACA 

 

8.1.8 pHA-U12Z3  

 (CMV-F) 

CTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCAC

TATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTGGTACCGCCGCCGCCATG

GGCAACAATGGACCAGGACTAGTGATGATCATAACACTCATGACGGTTGTTTCTATGGT

TTCCTCTTTAAAGCTTTCCAACTTCCAGGGGAAAGTCATGATGACCATCAACGCGACTG

ATGTGGCAGATGTCATTGTTGTTCCCACGCAACATGGGAAAAACCAGTGCTGGATTAGA

GCCATGGATGTCGGGTACATGTGTGATGATACCATCACTTATGAATGCCCCAAACTGGA

TGCAGGAAATGACCCAGAAGACATTGACTGTTGGTGTGACAAACAACCCGTGTACGTCC

ACTATGGAAGGTGCACAAGAACCAGACACTCGAAGCGGAGTCGGCGGTCGATCGCAGTG

CAGACGCACGGGGAGAGTATGCTGGCTAACAAGAAGGATGCTTGGCTAGACTCAACCAA
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GGCTTCGAGATACCTGATGAAGACTGAGAATTGGATTATCAGGAATCCTGGGTATGCTT

TTGTAGCTGTCCTCTTGGGCTGGATGCTGGGAAGCAACAATGGACAAAGGGTCGTTTTC

GTCGTTCTCTTGCTCCTTGTGGCGCCTGCTTACAGCTTCAACTGCCTTGGTATGAGCAA

CAGAGACTTCCTTGAGGGAGTCTCTGGTGCTACCTGTATTGACGTGGTTT 

 

8.1.9 pHA-Z12U3  

 (cDNA3.1-R) 

CGGGCCTCTAGACTCGAGCGGCCGCAATTATGCATGGACGTTTGTGGCGAGAAAGAGGA

GCACCCCTCCCGTGGCTAACATCACCAGTGCGATGGATCGATCTCTCGCATTCACCCCC

ATCCATAGAAGCAGAGCTCCCATTAGACCCTGGGTGATCCAGGACATGCCACCGAAGAG

AGTTCTGAAGGCTCCTCCAAAGACCTGATGTACCGCCTTTCCTACAGAATTGAAAATCC

CTCCGACCGACCCAAAGTCCCACGCTGTGTCGCCTAGGGCAGCTAGACGCTGTGCCCCT

TTGATAGTGGTGATGAACGCTTTTCCAATGGAACTTCCTGCTTTGTGCCAGTGACGGTT

TATCTGCTTATCCCCTCTTCCAACCACAATATATGAATCTCCAAATGGTGGTTCCATCT

CAACCAACACTTTCGCGTTGGCTTCGGATGAAGCCACATAAGGGTTTGCTGTAACCATT

CTACCAATGGGGGTGAGATCGGAAAGTGATGCCACAATGGAAATTGGGATTTTGCAAGG

TCCGTCAGATCCCGTGTACTGCAGTTCAAGGACCACAGTGCCGTGACCCGTGTCAGCCG

GATTTTTTGCAAAAGAAAACTTTTCCGTGCACATGCCGTAGGTGGTGCCTTTTAGTCTA

AGCTTGTCCATTTTGAGGCGGCATTTCAAATGGCCAGAGAACAGCTTTCCCTTTGCACC

ATCCATCTCAGCCTCTAGAGCTCCAGCGAGAGCCGTGTGAACGGCTCCTTCCTGGCTCC

CCAGAACGACGACGGTTTGCCTCTTGGCGTGGGCATCCTTGGATTCTACCAATGCCTCT

TTGTTGTTCCAGTGTGGAGTTCCGGTGTCTGCCCCAGCATGCCAAGGCAATGGGATGTC

ATGAAACCACTCTTTGTGCACCAACCAATGCTTATTGTTCATGGTCAGGTAATACAGAT

CTGAAAAGTCAAGGCCTGTCCTTGGTTCACAGTCAAGTCCTAAGCTTCCAAAGCCTCCC

AAGGTTGCTTCCGCTCTTGGTGAATTAGGCGTAACCTCGACTTTCGCTCTGTTTTCGTC

AGTTTCATGTCCGGTATCATTGACAATCATCCCGCTATGCTGGGAGCCTGCACTGATAG

CATTATCCGAAACTCCAGATTTTCCGGT 

 

8.1.10 pHA-Z12U3  

 (CMV-F) 

CTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCAC

TATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTGGTACCGCCGCCGCCATG

GGCGCAGACACCAGCATCGGAATCATTGGCCTCCTGCTGACTACAGCCATGGCAGCAGA
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GATCACTAGACGCGGGAGTGCATACTACATGTACTTGGATAGGAGCGATGCCGGGAAGG

CCATTTCGTTTGCTACCACATTGGGAGTGAACAAGTGCCACGTACAGATCATGGACCTC

GGGCACATGTGTGACGCCACCATGAGTTATGAGTGCCCTATGCTGGATGAGGGAGTGGA

ACCAGATGATGTCGATTGCTGGTGCAACACGACATCAACTTGGGTTGTGTACGGAACCT

GTCATCACAAAAAAGGTGAGGCACGGCGATCTAGAAGAGCCGTGACGCTCCCTTCTCAC

TCTACAAGGAAGTTGCAAACGCGGTCGCAGACCTGGTTAGAATCAAGAGAATACACGAA

GCACTTGATCAAGGTTGAAAACTGGATATTCAGGAACCCCGGGTTTGCGCTAGTGGCCG

TTGCCATTGCCTGGCTTTTGGGAAGCTCGACGAGCCAAAAAGTCATATACTTGGTCATG

ATACTGCTGATTGCCCCGGCATACAGTATCAGGTGCATTGGAGTCAGCAATAGAGACTT

CGTGGAGGGCATGTCAGGTGGGACCTGGGTTGATGTTGTCTTGGAACATGGAGGCTGCG

TTACCGTGATGGCACAGGACAAGCCAACAGTTGACATAGAGTTGGTCACGACGACGGTT

AGTAACATGGCCGAGGTAAGATCCTATTGCTACGAGGCATCGATATCGGACATGGCTTC

GGACAGTCGTTGCCCAACACAAGGTGAAGCCTACCTTGACAAGCAATCAGACACTCAAT

ATGTCTGCAAAAGAACATTAGTGGACAGAGGTTGGGGAAAATGGTTGTGGACTTTTTGG

CAAAGGGAGCTTGGTGACATGTGCCAAGTTCACGTGTTCTAAGAAGATGACCGGGAAGA

GCATTCAACCGGAA 

 

8.1.11 pHA-J12Z3 

 (cDNA3.1-R) 

CTCTAGACTCGAGCGGCCGCTCAACTAATTAAGCAGAAACAGCCGTGGAGAGGAAGATC

ATCACTCCCCCCAGGGCTAAGCATGTGAGGGAGATAGATCCATTCTTTGTGTTCAAACC

TAACCACACTAGCAGCGTGCCTATGAGGATCTGTGAGAACCAGGACATTCCTCCAAACA

GTGATTTGAAGGCTGCTCCAAAAATCTGGTGAATGCCCTTACCCAGTGAGTTGAACACA

CCCCCGACTGATCCGAAGTCCCAGGCTGTATCCCCTAGGACTGCCATTCTCTTGGCGCC

TCTCACAGTGGCTTCAAATGCCTTTCCGATGGTGCTACCACTCCTATGCCAGTGGTGGG

TGATTTTCTTGTCCCCAACTCCTATGACAATGTAAGAATCCCCAAATGGTGGGTCAAGC

TCCAACATCATCTTTGAGTTCTCAGTGCTTTCAGTAATCACGGGGTTGGCGGTTATCAG

CCTTCCAACTGGGGTCAGGGTCTGCATGTCCACCGCCATCTGGGCTGGGACCTTGCAGG

GTCCATCTGTCCCTGCATACTGCACCTCCACTGTGACTGTTCCATGCAGTGTTTCAGCT

GGGACCTTGGTGAATGTGAATGCCGCAGTGCACAAGGAATATGACACGCCCTTCAAAGC

CAGTTTGTCCATTTTCAGCCTGCATTTTAGGTGGCCTGACGTTAACTTCACTGAGCTTG

AGTACTCCACCACGATGGCTCCTGCCAACGCCTGATGGAGGCCTCCTTCCTGTGACCCA

AGAGCAACAACGGACTGTTTTGTGGCGTGCGCCTCTTCAAATTCCATGAGGAGTTCTCT

GTTTCTCCACGCTGTGCTCGAAGGGGGCGTCCAAGGGAGAGCGAGATCATGAAACCATT
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CCCTGTGGACCAAAAATGACTTTGACCCCACGGTCATGACGTAAAATGCTTCAGTGTTT

AGTCCACTCCTTGGCTCACAGTCCAGTGTGACTTCTCCGTAGTCACCAAGTTTAAGGGT

TATCGAAGGAGCATTGGGTGTTACTGTAAACTTTGCCGCCTGGGACGCCCCAACTTGCG

CTGAATAATTCCCATGGTTTTCCGAAGTGGTGGTTCCATGCACAAAAATGCCAACTTCG

TACTTGAAGTTT 

 

8.1.12 pHA-J12Z3  

 (CMV-F) 

CTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCAC

TATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTGGTACCGCCGCCGCCATG

CAAAACAAAAGAGGAGGAAATGAAGGCTCAATCATGTGGCTCGCGAGCTTGGCAGTTGT

CATAGCCTGCGCAGGAGCCATGAAGTTGTCAAATTTCCAGGGGAAGCTTTTGATGACCG

TCAACAACACGGACATTGCAGACGTTATCGTGATTCCCACCTCAAAAGGAGAGAACAGA

TGTTGGGTCCGGGCAATCGACGTCGGCTACATGTGTGAGGACACTATCACGTACGAATG

TCCTAAGCTCACCATGGGCAATGATCCAGAGGACGTGGACTGTTGGTGTGACAACCAAG

AAGTCTACGTCCAATATGGACGGTGCACGCGGACCAGGCATTCCAAGCGAAGCAGGAGA

TCCGTGTCGGTCCAAACACATGGGGAGAGTTCACTAGTGAATAAAAAAGAGGCTTGGCT

GGATTCAACGAAAGCCACACGATACCTCATGAAAACTGAGAACTGGATCGTAAGGAATC

CTGGCTATGCTTTCCTGGCGGCGATACTTGGCTGGATGCTTGGCAGTAACAACGGTCAA

CGCGTGGCATTCACCATCCTCCTGCTGTTGGTCGCTCCGGCTTACAGTTTCAACTGTCT

GGGAATGGGCAATCGTGACTTCATAGAAGGAGCCAGTGGAGCCACTTGGGTGGACTTGG

TGCTAGAAGGAGACAGCTGCTTGACAATTATGGCAAGCGACAAACCAACATTGGACGTC

CGCATGATCAACATCGAAGCTGTCCAACTTGCTGAGGTCAGAAGTTACTGCTATCATGC

TTCAGTCACTGACATTTCGACGGTGGCTCGGTGCCCCACGACTGGAGAAGCTCACAACA

AGAAGCGAGCTGATAGTAGCTATGTGTGCAAACAAGGCTTCACTGAATCGTGGGTGGGG

GCAACGGATGTGGACTTTTTCGGGAAGGGAAGCATTG 

 

8.1.13 pHA-Z12J3  

 (cDNA3.1-R) 

GTTACGGGCCCTCTAGACTCGAGCGGCCGCAATTAAGCATGCACATTGGTCGCTAAGAA

CACGAGCACACCTCCTGTGGCTAAGAAGGCCAAAGCAATTGATCGGTCTCGTGCGTTGA

CGCCCATCCAGAGTAGTAGGGCCCCCATTAGCCCTTGTGTGATCCAAGACATTCCCCCG

AAGAGTGTTCTGAAGGCACCACCAAACACTTGGTGAACGGCTTTCCCTATGGAGTTGAA
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AACCCCTCCAATAGAGCCAAAGTCCCAGGCTGTGTCGTCCAACGCTGCCAGTCTTTGAG

CTCCCTTCAAAGTCGTTGAAAAGGCTTTGCCCAGCGTGCTTCCAGCCTTGTGCCAATGG

TGGTTAATCTGCTTGTCTCCCCTTCCAACTACGATGTAGGAGTCTCCGAAGGGGGGTTC

CATCTCGACTAGCACCTTTGAGTTGGCGCTGGAAGTCGCGACGAAGGGGTTCACTGTCA

CCAGCCGCCCGACGGGGGTCATGTCATTGAGGCTCGCAACGGAGACAATCGGAATCTTG

CAAGGGCCATCACTCCCAGAGTAGGAAAGTTCAATGACAACTGTTCCGTGACCAGTGTC

CGCCGGATTTTTCGCGAACGAGAATTTTTCTGTGCACATGCCATAGGTTGTGCCTTTCA

GTCTAAGCTTGTCCATTTTTAGGCGGCATTTCAAATGGTCAGAGAACAGCTTTCCCTTT

GCACCATCCATCTCAGCCTCTAGAGCTCCAGCGAGAGCCGTGTGAACGGCTCCTTCCTG

GCTCCCCAGAACGACGACGGTTTGCCTCTTGGCGTGGGCATCCTTGAATTCTACCAATG

CCTCTTTGTTGTTCCAGTGTGGAGTTCCGGTGTCTGCCCCAGCATGCCAAGGCAATGGG

ATGTCATGAAACCACTCTTTGTGCACCAACCAATGCTTATTGTTCATGGTCAGGTAATA

CAGATCTGAAAAGTCAAGGCCTGTCCTTGGTTCACAGTCAAGTCCTAAGCTTCCAAAGC

CTCCCAAGGTTGCTTCCGCTCTTGTGAATTAGGCGTAACCTCGACTTTCGCTCTGTTTT

CGTCAGTTT 
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8.2 Expressionsvektor 

8.2.1 Flavivirus prM/E-Expressionsvektor 

 Die Konstruktion des Expressionsvektors für die Hüllproteine der Flaviviren 

ist bei Auerswald (2016) beschrieben [61]. 
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8.2.2 HIV-1 Δenv-Virusvektor  

 

 

 

 

 

 

Δenv: env deletiert (schwarz) 

Luc+: Luciferase Expression unter der Kontrolle des SV40 Promotors (rot) 

gag: HIV-1 Leseraster für das Vorläuferprotein der Strukturproteine (blau) 

pol:  Leseraster für die Enzyme: 

 Reverse-Transkriptase, Protease, Integrase (hellblau)  

LTR: Long terminal Repeats (grün) 
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9 Eidesstaatliche Erklärung 

 

Ich versichere hiermit, dass die vorliegende Masterarbeit (Untersuchungen der 

Infektiosität von HIV-1 Pseudotypen mit Hüllprotein Chimären humanpathogener 

Flaviviren) ohne fremde Hilfe selbstständig verfasst und nur die angegebenen Quellen 

und Hilfsmittel verwendet wurden. Wörtlich oder dem Sinn nach aus anderen Werken 

entnommene Stellen sind unter Angabe der Quellen kenntlich gemacht. 
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