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  Einleitung 

1 Einleitung 

1.1 Replikationszyklus von HIV-1 

Zu Beginn der 80er Jahre wurde in den USA erstmalig das Krankheitsbild des erworbenen 

Immunschwäche Syndroms (AIDS) beschrieben [113]. Als ätiologisches Agens wurde ein 

Retrovirus identifiziert, das später Humanes Immundefizienz Virus (HIV) genannt wurde 

[57]. Bis zum heutigen Zeitpunkt ist die Erkrankung laut Schätzung der 

Weltgesundheitsorganisation (WHO) zu einer Pandemie mit rund 40 Millionen Infizierten 

geworden. Allein im Jahr 2003 fielen ihr 3 Millionen Menschen zum Opfer 

(http://www.who.int/hiv/pub/epidemiology/epi2003/en/) [311]. 

Das Humane Imundefizienz Virus vom Typ 1 (HIV-1) ist ein komplexes Retrovirus und 

gehört zur Familie der Lentiviren (Abb. 1A) [48;57;112;119]. Das Virus gelangt über die 

Interaktion des viralen Hüllproteins Env mit dem zellulären Rezeptor CD4 [63] und einem 

CCR5- bzw. CXCR4-Chemokin-Rezeptor [6;17;73;86] in die Zelle (für eine Übersicht 

siehe: [184;310]) (Abb. 1B). Nach der reversen Transkription der viralen (+)Strang RNA 

durch das virale, Capsid-assoziierte Enzym Reverse Transkriptase (RT) gelangt die so 

entstandene doppelsträngige (ds) DNA in den Zellkern [40;62;94]. Dort wird sie durch die 

Virus-kodierte und Virion-assoziierte Integrase (IN) stabil in das Genom der Wirtszelle 

integriert [36;61]. An seinem 5’- und 3’-Ende wird das provirale Genom von langen 

direkten Sequenzwiederholungen (Long Terminal Repeats, LTR) begrenzt, die während 

der reversen Transkription aus den endständigen Sequenzwiederholungen R (Repeat) 

sowie der U5- (unique 5’-end) und der U3- (unique 3’-end) Sequenz entstehen. Im 

proviralen Genom werden Bereiche des 5’-LTRs als transaktivierbarer Promotor und 

Bereiche des 3’-LTRs als Polyadenylierungssignal genutzt [10;160;241]. Die inserierte 

provirale HIV-1 Sequenz hat eine Größe von ca. 9,8 kb. Von ihr wird eine polycistronische 

prä-mRNA transkribiert, die 15 Proteine kodiert. Die Expression der HIV-1 Proteine von 

zum Teil überlappenden oder in Intronsequenzen liegenden Leserahmen erfordert eine 

Regulation auf postranskriptionaler Ebene durch alternatives und unvollständiges Spleißen 

(Abb. 2). Diese zeitlich abgestimmte, differenzielle Spleißregulation führt zur Bildung von 

mehr als 30 verschiedenen HIV-1 mRNAs. In der frühen Infektionsphase werden zunächst 

vollständig gespleißte RNAs der sogenannten 1,8 kb-Klasse prozessiert, die für die 

regulatorischen Proteine Tat und Rev und für Nef kodieren [97]. Im Rahmen der späten 
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Einleitung   

Phase der Infektion kommt es durch die Regulation des Rev-Proteins zum Export von 

RNAs der 4 kb-Klasse bzw. von ungespleißten RNAs in das Zytoplasma. Von der 4 kb-

Klasse werden die akzessorischen Proteine Vpu, Vif und Vpr und das Strukturprotein Env 

kodiert. Von der 9 kb RNA wird das Gag-Vorläuferprotein und nach ribosomaler 

Leserasterverschiebung die viralen Enzyme als Gag-Pol-Vorläuferprotein translatiert 

[246;270]. Die ungespleißte RNA dient außerdem als Genom und wird in neue Virionen 

verpackt. Nachfolgend werden diejenigen HIV-Proteine näher beschrieben, die im Verlauf 

dieser Arbeit von Relevanz sind.  

1.2 HIV-1 Proteine 

Env (envelope): Das envelope-Gen kodiert das Hüllprotein des Virus. Die Translation des 

env-Leserahmens erfolgt hauptsächlich von einer polycistronischen RNA, in der der vpu-

Leserahmen 5’-wärts des env-Leserahmens liegt. Das Vorläufer-Glykoprotein gp160 wird 

im trans-Golgi-Apparat der Wirtszelle durch eine zelluläre Protease zu gp120 und gp41 

gespalten [121;285]. Dabei ist das extrazelluläre Oberflächenprotein (SU) gp120 nicht 

kovalent mit dem Transmembranprotein (TM) gp41 assoziiert. Die HIV-1 Hüllproteine 

liegen insgesamt als Trimere vor. Die Bindung von gp120 an den CD4-Rezeptor [63;201] 

Abb. 1: Schematische Darstellung eines HIV-1 Virions (A) und des HIV-1 Replikationszyklus
(B). (A) Im Inneren des aus dem Capsidprotein (CA, braun) gebildeten konischen Capsids liegen
zwei Kopien der HIV-1 (+)RNA (weiß) mit den an sie gebundenen Nucleocapsidproteinen (NC,
gelb) sowie den viralen Enzymen Integrase (IN, weiß), Reverse Transkriptase (RT, grün) und
Protease (PR, rosa). Umgeben ist das Capsid von einer Hüllmembran. Unterhalb der Hüllmembran
liegt das virale Matrixprotein (MA, grau). In die Membran eingelagert findet sich das virale
Glykoprotein gp41 (TM, orange), das mit dem viralen Oberflächen-Glykoprotein gp120 (SU,
orange) assoziiert vorliegt. 
(B). Die Bindung von HIV-1 an die Wirtszelle und die Fusion der Virusmembran mit der
Zellmembran erfolgt über die Interaktion der viralen Glykoproteine gp120 und gp41 mit dem CD4-
Rezeptor und einem Chemokin-Korezeptor (CXCR4, CCR5). Die virale (+)RNA wird von der
viralen Reversen Transkriptase in doppelsträngige DNA umgeschrieben, in Form eines
Präintegrations-Komplexes in den Zellkern importiert und von der viralen Integrase in das Genom
der Wirtszelle integriert. Tat (rot) transaktiviert die Transkription der polycistronischen prä-mRNA
durch die zelluläre RNA Polymerase II. Nach der Prozessierung durch zelluläre Enzyme werden in
der frühen Infektionsphase gespleißte Transkripte in das Zytoplasma exportiert (1), die für die
Proteine Tat, Rev und Nef kodieren. Rev (blau) wird in den Kern importiert und ermöglicht in der
späten Infektionsphase den Export von intronhaltigen mRNAs in das Zytoplasma (2). Nach
Translation der intronhaltigen mRNAs, die für die Strukturproteine Gag, Pol, Env sowie die
akzessorischen Proteine Vif, Vpu und Vpr kodieren, beginnt die Zusammenlagerung der
Virusbestandteile an der Zellmembran, gefolgt von der Freisetzung neuer Virionen und der Reifung
zum infektiösen Virus.  
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und die Chemokin-Rezeptoren CCR5 und CXCR4 [6;51;73;77;78] ermöglicht die 

Anheftung an die Wirtszelle und die durch gp41 ausgelöste Membranfusion. Die 

Erkennung der unterschiedlichen Chemokin-Rezeptoren ist für den Zelltropismus von 

HIV-1 für Makrophagen und TH-Zellen verantwortlich. Die Expression von gp120/gp41 

führt in permissiven Zellen durch Membranfusion zur Ausbildung von Syncytien [192].  
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Abb. 2: Organisation des HIV-1 Genoms. Die Abbildung zeigt im oberen Teil die Leserahmen der
HIV-1 Proteine (hellgraue Balken) flankiert von den beiden LTRs (dunkelgraue Rechtecke) mit den
Regionen U3, R und U5. Auf Ebene der RNA bezeichnet TAR (Trans activation response) die
Bindesequenz für Tat, PBS die Primer-Bindungsstelle, INS inhibitorische Sequenz Elemente, CRS
cis-wirkende repressive Sequenzen, RRE (Rev responsive element) die Bindestelle für Rev und pA
die Polyadenylierungsstelle. Darunter sind die durch alternatives Spleißen gebildeten Exons der
verschiedenen HIV-1 Transkripte dargestellt. Die Nukleotidzahlen geben die Positionen der Exons
bezogen auf den Transkriptionsstart (+1) an. Der Transkriptionsstart entspricht nt 455 der
genomischen Nummerierung (verändert nach [224]). 
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Tat (transactivator of transcription): Tat wird von zwei Exons kodiert, wobei das erste 

Exon bereits ausreicht um ein funktionelles Protein zu bilden. Aufgrund des alternativen 

und zum Teil unvollständigen Spleißens der HIV-1 mRNAs kann das 14-16 kDa große 

Tat-Protein von verschiedenen vollständig und unvollständig gespleißten RNAs translatiert 

werden. Tat transaktiviert die Transkription am HIV-1 Promotor und ist für die 

Virusreplikation essenziell [66;90]. Das Tat-Protein besitzt verschiedene funktionelle 

Domänen [177] (Abb.3A). N-terminal befindet sich die Aktivierungsdomäne (AS 1-48). 

Sie enthält das Motiv einer amphipatischen �-Helix, wie sie bei vielen 

Transkriptionsfaktoren vorkommt [249]. Es folgt eine Sequenz konservierter Cysteine, die 

Zink-Ionen binden und die hochkonservierte „Core“-Domäne. Die C-terminale basische 

Domäne (AS 49-72) dient als Kernlokalisations-Sequenz [81;125;280] und ermöglicht die 

Bindung von Tat an die RNA-Sekundärstruktur TAR (Trans-activation-responsive Region) 

[154;308] Abb. 3B).  

101

1

20 40 7248

Aktivierungsdomäne Basische Domäne

A

HIV-1 Tat

NLS
TAR Bindung

Exon 1 Exon 2

B

G
G
UCU
C
U
C
U
G
G
U
U
A
GAC
C
A
G
AU

CU G
AGCCU G

GG
AG

CU
U
C

C
U
G
G
C
U
A
A
C
U
A
G
G
G
A
A
C
C

TatTat

CyclinCyclin T1T1

TARTAR

+1 +59CA

Prolinreich
Cystein-
reich Core

101

1

20 40 7248

Aktivierungsdomäne Basische Domäne

A

HIV-1 Tat

NLS
TAR Bindung

Exon 1 Exon 2

B

G
G
UCU
C
U
C
U
G
G
U
U
A
GAC
C
A
G
AU

CU G
AGCCU G

GG
AG

CU
U
C

C
U
G
G
C
U
A
A
C
U
A
G
G
G
A
A
C
C

TatTat

CyclinCyclin T1T1

TARTAR

+1 +59CA

Prolinreich
Cystein-
reich Core
Abb. 3: Die Transaktivierung der viralen Transkription durch Tat. (A) Schematische
Darstellung der Tat-Proteinstruktur (modifiziert nach [148]). Im N-Terminus von Tat liegt die
Aktivierungsdomäne (AS 1-48), die aus einer sauren, prolinreichen Region (AS 1-20) die eine
amphipathische �-Helix ausbildet, einer cysteinreichen Region (AS 21-40) und einer
hochkonservierten Core-Domäne (AS 40-48) besteht. Innerhalb der basischen Domäne (AS 48-72)
liegt das Kernlokalisationssignal (NLS) sowie die TAR-Bindesequenz (rot). Das 2. kodierende Exon
(AS 72-101) ist unter Zellkulturbedingungen für die Funktion von Tat nicht essenziell. (B) Die TAR
RNA-Sekundärstruktur wird am 5‘-Ende aller HIV-1 Transkripte (Pos +1 bis +59) ausgebildet. An
TAR bindet das virale Protein Tat und sein zellulärer Cofaktor Cyclin T1, eine Untereinheit des
positiven Transkriptions-Elongationsfaktors p-TEFb.  
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Die basale HIV-Transkription durch die zelluläre RNA-Polymerase II (RNAP II) verläuft 

sehr ineffizient [283] und liefert zu einem Großteil kurze, vorzeitig terminierte Transkripte 

[153]. Dabei wird die Initiation durch ein DNA-Element 3’-wärts des Transkriptionsstarts, 

den „inducer of short transcripts“ (IST) aktiviert [277]. Die RNAP II trifft jedoch nach der 

Synthese der ersten 62 Nukleotide auf eine Pausierungsstelle [231]. Um 

Volllängentranskripte zu erhalten, muss die RNAP II vom Initiations- in den 

Elongationskomplex übergehen. Dies wird durch die Bindung des viralen Proteins Tat an 

die TAR-Region vermittelt [15;282]. Die TAR-Region bildet eine Haarnadelschleife mit 

einem zusätzlichen ungepaarten Bereich innerhalb des Stamms (Abb. 3B) und wird im 

Rahmen der Transkriptionsinitiation am 5’-Ende aller HIV-1 Transkripte gebildet. Die 

Transkriptionstransaktivierung beginnt mit der Acetylierung von Tat, wodurch die 

Interaktion von Tat mit der TAR-Region und dem positiven Transkriptions-

Elongationsfaktors-b (P-TEFb) — einem Heterodimer aus CDK9 und Cyklin T1 — 

ermöglicht wird. P-TEFb phosphoryliert dann die C-terminale Domäne (CTD) der RNA-

Polymerase II und den Transkriptions-Elongations-Faktor SPT5 [25;130;328]. 

Anschließend wird Tat erneut acetyliert, löst sich dadurch von der TAR-Region und bindet 

an den Elongationskomplex der RNA-Polymerase II [31]. Aufgrund dieser 

Wechselwirkungen ermöglicht Tat die effiziente Elongation der Transkription und je nach 

Zelltyp eine 10- bis 300-fache Erhöhung der viralen Genexpression [8;96;283]. Dies macht 

Tat zu einem essenziellen Protein für die HIV-1 Replikation [85;155;319] (Für einen 

Überblick über die Transaktivierung durch Tat siehe [25;154]).  

Rev (Regulator of virion protein expression): Das Rev-Protein wird wie Tat von zwei 

Exons kodiert [281] und in der frühen Infektionsphase translatiert. Rev ist ebenfalls für die 

Virusreplikation essenziell [260;290]. Das Phosphoprotein hat ein apparentes 

Molekulargewicht von 19 kDa [54;124] und besitzt drei funktionelle Domänen (Abb. 4A). 

N-terminal befindet sich eine Region, die als Kern- und Nukleolus-Lokalisationssignal 

(NLS) dient und die Bindung an eine RNA-Sekundärstruktur innerhalb des tat/rev-Introns 

— das sogenannte Rev responsive element (RRE) — ermöglicht [56;136;206;255;324]. 

Flankiert wird diese Domäne von zwei Sequenzabschnitten, die für die Multimerisierung 

von Rev benötigt werden [204;325]. Im C-terminalen Bereich des Rev-Proteins befindet 

sich die leucinreiche Domäne des Kern-Exportsignals [89;213]. Durch die Bindung an das 

RRE ermöglicht Rev den Export ungespleißter, RRE-haltiger RNA in das Zytoplasma. 
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Abb. 4: Die Bindung von Rev and das
Rev-Responsive Element ermöglicht
den Export intronhaltiger HIV-1
mRNAs. (A) Schematische Darstellung
der Rev-Proteinstruktur (nach [158]). Das
Rev-Protein enthält drei funktionelle
Domänen: N-terminal besitzt Rev eine
argininreiche Domäne (AS 35-50, rot).
Sie dient als nukleäres bzw nukleoläres
Lokalisationssignal (NLS) und ermöglicht
die spezifische RNA-Bindung. Flankiert
wird sie von den Multimerisierungs-
domänen (M1 und M2, grau). C-terminal
befindet sich die Aktivierungsdomäne mit
einem leucinreichen, nukleären Export-
signal (NES, AS 75-83, blau). (B) Die
Sekundärstruktur des „Rev responsive
element“ (RRE, modifiziert nach [208]).
Nach der initialen Bindung eines Rev
Monomers an die hochaffine Bindestelle
im Stem IIb (rote Markierung),
multimerisieren weitere Rev-Proteine
entlang des gesamten Stem I. (C) Rev
exportiert RRE-haltige RNAs in das
Zytoplasma (nach [136]). Die Bindung
von Rev an das RRE maskiert das Rev-
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den Export des Rev/RRE-Komplexes
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Zytoplasma wird RanGTP zu Ran GDP
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Transport-Komplexes führt. Das NLS-
Signal wird wieder zugänglich. Rev bildet
mit dem Transportprotein Importin-��und
RanGDP einen Komplex, der für den
Reimport in den Kern sorgt (verändert
nach [154]). 
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Die erste hochaffine Bindung erfolgt über die Stamm-2b-Sequenz des RREs (Abb. 4B) 

[127], danach multimerisiert Rev entlang des Stamm-1 des RREs [204;293]. Der Export 

selbst erfolgt über Interaktion des Rev/RRE-Komplexes mit CRM1, einem Protein der 

Exportinfamilie, das im allgemeinen für den Export von U snRNAs und 5S rRNAs genutzt 

wird [89]. CRM1 bindet die GTPase Ran mit ihrem Substrat GTP [93]. Der Export in das 

Zytoplasma erfolgt über Interaktion mit Nukleoporinen [329]. Nach GTP-Hydrolyse und 

Auflösung des Transportkomplexes [82;253] gelangt Rev über die Bindung von Importin-� 

in Abhängigkeit von Ran/GDP zurück in den Kern (Abb. 4C) (Für einen Überblick siehe 

[136;158]). 

Vpu (Virion protein U): Vpu ist ein integrales Membran-Phosphoprotein und wird von 

polycistronischen Transkripten der 4 kb-Klasse translatiert, die auch den env-Leserahmen 

enthalten. Es erleichtert die Ablösung der Viruspartikel von der Wirtszelle durch 

Interaktion mit zellulären Kofaktoren [114] und bewirkt die Degradation von CD4-

Rezeptoren über den Ubiquitin/Proteasom-Weg [209]. Die intrazelluläre Halbwertszeit der 

CD4-Rezeptoren wird durch Vpu von 6 Stunden auf 12 Minuten reduziert [314]. Vpu führt 

so zu einer Verringerung ER-gebundener Komplexe von gp160 und CD4, verbessert damit 

die gp160-Prozessierung und wirkt einer HIV-Superinfektionen bereits infizierter Zellen 

entgegen [315]. 

Vpr (Virion protein R): Vpr ist ein konserviertes 14 kDa großes Protein das zwischen Kern 

und Zytoplasma pendelt [234;278]. Vpr erhöht zum Einen die Virusreplikation in ruhenden 

Zellen indem es die Aufnahme des Präintegrations-Komplexes in den Zellkern erleichtert 

[128]. Zum Anderen bewirkt Vpr eine Arretierung des Zellzyklus in der G2-Phase 

[150;254]. Dies führt zu einer stärkeren viralen Replikation, da die HIV-Transkription in 

der G2-Phase erhöht ist [111]. Der Zellzyklus-Stopp wird unter anderem durch eine 

Umverteilung der Zellzyklus-Kontroll-Kinasen Wee1 und cdc25 in Kern und Zytoplasma 

ermöglicht [67]. Das Substrat der beiden Kinasen ist p34cdc2. Vpr verhindert die 

Deposphorylierung des p34cdc2:CyclinB Kinase-Komplexes [202]. Darüber hinaus führt 

Vpr durch die Bindung an den Adenin-Nukleotid-Translokator der Mitochondrien-

Membran zu einer Depolarisation dieser Membran. Dies bewirkt eine Translokalisation 

von Apoptose-induzierendem Faktor (AIF) und Zytochrom-C ins Zytoplasma und leitet die 
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Apoptose ein [146;256]. Außerdem wurde eine Caspase-abhängige Vpr-vermittelte 

Apoptose beobachtet [222;286] (Für einen Überblick siehe [39]). 

1.3 Regulation der Genexpression bei HIV-1 

Die Regulation der Genexpression findet bei HIV-1 auf transkriptionaler, 

posttranskriptionaler sowie translationaler Ebene statt. Gut untersucht sind die bereits 

erwähnte Regulation der Transkription durch Tat und zelluläre Transkriptionsfaktoren 

sowie die Regulation auf posttranskriptionaler Ebene durch alternatives Spleißen und den 

Export intronhaltiger RNAs durch Rev. Die vorliegende Arbeit behandelt zwei weitere 

Regulationsmöglichkeiten der viralen Genexpression. Im ersten Teil wurde die 

posttranskriptionale Regulation der Genexpression durch Variation der RNA-Stabilität 

untersucht (siehe 1.3.1). Der zweite Teil der Arbeit beschäftigt sich mit der Modifikation 

des Translationspotentials polycistronischer RNAs durch zusätzliche 5’-wärts liegende, 

kurze Leserahmen (siehe 1.3.2). 

1.3.1 RNA-Stabilität 

Die Regulation der Genexpression hat die Variation der Proteinmenge zum Ziel. Die 

Regulation kann auf RNA–Ebene z.B. durch eine Variation der Transkriptionsrate oder der 

RNA-Stabilität erreicht werden. Die RNA-Stabilität kann zum Einen über die Menge und 

Auswahl der zur Verfügung stehenden trans-wirkenden, RNA-bindenden, 

stabilitätsmodulierenden Faktoren, zum Anderen über die RNA-Sequenz selbst beeinflusst 

werden. Nachfolgend werden die für alle eukaryontischen RNAs zutreffenden RNA-

stabilisierenden Modifikationen wie Capping und Polyadenylierung, sowie der RNA-

Abbau in Kern und Zytoplasma erläutert. Weiterhin wird auf Veränderungen der RNA-

Stabilität durch unterschiedliche Sequenzelemente wie Stoppkodons, AU-reiche Elemente 

oder CRS-Elemente, wie sie in der HIV-1 Sequenz gefunden wurden, eingegangen. 

1.3.1.1 Capping und Polyadenylierung  

Das Capping der RNA ist ein frühes RNA-stabilisierendes Ereignis. Das Cappen der HIV-

RNA erfolgt kotranskriptional und wird durch die Interaktion von SPT5 und Tat mit dem 

Capping-Enzym Mce1 stimuliert [50;309]. Mce1 besitzt eine RNA-

5’-Triphosphataseaktivität und eine Guanyltransferaseaktivität und bindet an die CTD der 
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RNAP II. Zuerst katalysiert Mce1 die Hydrolyse des �-Phosphat des endständigen 

Nukleotids, gefolgt von der GTP-abhängigen 5’-5’-Bindung eines GMPs. In einem letzten 

Schritt bindet eine Methyltransferase und methyliert die N7-Position des am 5’-Ende 

gebundenen GMPs. Der Prozess des Capping ist essenziell. Mutationen, die die drei 

Enzymaktivitäten des Capping-Komplexes inaktivieren, sind letal. Während die 

Guanyltransferase/RNA-Triphosphatase im Verlauf der Elongation abdissoziiert, bleibt die 

Methyltransferase während des gesamten Elongationsprozess an die Polymerase gebunden. 

An die Cap-Struktur bindet im Kern der „Cap-Binding“-Komplex (CBC), der sich aus den 

Proteinen CBP20 und CBP80 zusammensetzt. Die Cap-Struktur zusammen mit den an sie 

gebundenen Proteinen schützt die RNA vor vorzeitigem Abbau durch Nukleasen und 

stimuliert das Spleißen und die Polyadenylierung (Für eine Übersicht siehe [207;245;275]). 

Die Polyadenylierung schützt dagegen das 3’-Ende der RNA vor Degradation durch 

3’-Exonukleasen. Nach der Erkennung des Polyadenylierungssignals AAUAAA am 

3’-Ende der RNA erfolgt ein endonukleolytisches Schneiden der RNA 3’-wärts des 

Polyadenylierungssignals. Diese Prozessierung der RNA wird durch die CTD der RNAP II 

stimuliert. Die aktive Endonuklease selbst konnte jedoch bisher nicht identifiziert werden. 

Nach dem Schnitt folgt das Anhängen eines poly(A)-Schwanzes durch die poly(A)-

Polymerase (PAP). PAP wird durch Phosphorylierung sowohl abhängig vom Zellzyklus 

als auch vom Spleißen reguliert. [59;214;275].  

Die Modifikationen des 5’- und des 3’-Endes tragen durch Interaktion zwischen Cap-

bindenden und poly(A)-bindenden Proteinen zur Stabilisierung der RNA bei. Dabei bindet 

die Cap-Struktur eIF4F, einen Komplex aus eIF4E, eIF4G und eIF4A: In Hefe rekrutiert 

eIF4G dabei über eIF3 die ribosomale 40 S Untereinheit (UE) und interagiert zeitgleich 

über das poly(A)-bindende Protein (Pab1p bzw. PABP) mit dem 3’-Ende der RNA. Bei 

Säugern bindet PABP statt an eIF4G zunächst das PABP-interagierende Protein-1 PAIP-1. 

Dieses wiederum bindet über eIF4A das 5’-Ende des Transkripts. Dadurch liegen die 

Transkripte im Zytoplasma zirkularisiert vor (Für eine Übersicht siehe [102]). 

1.3.1.2 Zytoplasmatischer RNA-Abbau 

Beim RNA-Abbau müssen in der Regel zunächst die Modifikationen am 5’- und 3’-Ende 

entfernt werden. Der Hauptabbauweg zytoplasmatischer RNA basiert auf einer 
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Deadenylierungsreaktion gefolgt von einem Decapping und abschließendem 

exonukleolytischen Abbau der RNA (Abb. 5). Das poly(A)-bindende Protein (PABP) 

schützt einerseits den poly(A)-Schwanz vor Abbau [16], stimuliert aber gleichzeitig den 

Abbau freiliegender Adenylate der poly(A)-Sequenz [259]. Die Deadenylierung erfolgt mit 

zunehmendem Alter der RNA [276], wobei der Prozess des RNA-Umsatzes und die 

Translation aneinander gekoppelt sein können [145]. So konnte sowohl ein Einfluss der 

Initiation als auch der Elongation auf die RNA-Stabilität beobachtet werden [14;268]. Eine 

mögliche direkte Kopplung der Deadenylierung an die Translation kann durch die 

Interaktion des Translations-Terminationsfaktors eRF3 mit PABP zustande kommen [137]. 

Als verantwortliche Enzyme der zytoplasmatischen RNA Deadenylierung sind bei Hefe 

die PABP abhängigen poly(A)-Nukleasen Pan2 und Pan3 identifiziert worden [22;35]. Aus 

Säugerzellen konnte ebenfalls ein deadenylierendes Enzym, die poly(A)-Ribonuklease 

(PARN), isoliert werden [161]. PARN lässt sich durch die Gegenwart von eIF4E oder Cap-

Analoga hemmen und seine Interaktion mit der Cap-Struktur stimuliert die Deadenylierung 

und den RNA-Abbau [69;106]. Im zweiten Schritt der RNA-Degradation kommt es in 

Gegenwart von Pab1p zu einem Decapping der deadenylierten RNAs [68]. Dabei bildet 

sich ein ringförmiger Komplex von acht unterschiedlichen Lsm-Proteinen (Lsm1p-Lsm8p) 

[126;291], die zusammen mit dem Lsm1p-bindenden Faktor Mrt1p das Decapping 

stimulieren [23;291]. Dieser zweite Schritt der Abspaltung der Cap-Struktur wird durch 

das Decapping-Enzym Dcp1 zusammen mit Dcp2 und DcpS katalysiert [79;178;297]. Der 

dritte Schritt, der Abbau des RNA-Rumpfs, erfolgt in der Hefe primär über die 

zytoplasmatische 5’-3’-Exonuklease Xrn1p. Homologe der Lsm-Proteine wie auch von 

Dcp1 und 2 und der 5’-3’-Exonuklease Xrn1p konnten auch in Säugerzellen identifiziert 

werden [2;13;107;307].  

Abgesehen von diesem 5’-3’-Abbaumechanismus konnte ein weiterer, ATP-abhängiger 

3’-5’-Abbauweg in der Hefe und in Säugern nachgewiesen werden. Verantwortlich für den 

3’-5’-Abbau ist das Exosom, ein Multiproteinkomplex aus mindestens 10 Proteinen. Diese 

essenziellen Proteine wurden anhand ihres Phänotyps als „superkiller“ (Ski-) bzw. anhand 

ihrer Funktion als rRNA-prozessierende (Rrp-) Proteine charakterisiert [144]. Fast alle 

Proteine des Exosoms besitzen wahrscheinlich eine 3’-5’-Exonuklease-Aktivität und 

entsprechen den Proteinen des Polymyositis-Scleroderma Komplex 75 und 100 (PM/Scl-

75 PM/Scl-100), woher sie ihre Bezeichnung bei Säugern bezogen haben [7]. Bei Säugern 
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konnte eine Abhängigkeit des RNA-Abbaus im Exosom vom Decapping nachgewiesen 

werden [306]. Im Gegensatz zur Hefe verläuft der Hauptabbauweg für RNA bei Säugern, 

über den 3’-5’-Exonukleaseweg des Exosoms und nicht über die 5’-3’-Exonuklease wie 

bei der Hefe [7].  
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1.3.1.3 Nukleärer RNA-Abbau 

Abb. 5: Deadenylierungsabhängiger RNA-Abbau. Nach der Prozessierung ist die mRNA durch 
eine Cap-Struktur am 5’-Ende und einen 3‘-poly(A)-Schwanz vor dem Abbau geschützt. Der erste 
Schritt im Rahmen der RNA-Degradation ist die Kürzung des poly(A)-Schwanzes durch das Enzym 
Deadenylase (blau, pan2p und pan3p in der Hefe bzw. PARN bei Säugern). Nachdem nur noch ein
Oligo-Adenylatrest am 3’-Ende vorhanden ist, kommt es zur Bindung des Decapping-Enzyms 
(grün, Dcp1p, Dcp2p und DcpS) und zur Abspaltung des m7GMP der Cap-Struktur. Der 
verbliebene RNA-Körper wird durch die 5’-3’-Exonukleasen (orange, Xrn1p oder Rat1p) oder durch 
den ATP-abhängigen Multienzymkomplex des Exosoms (rot) in 3’-5’ Richtung abgebaut.

Die RNA wird nicht nur im Zytoplasma, sondern auch bereits im Kern degradiert. Bereits 

das Trimmen und Spleißen der RNA im Kern ist ein Prozess, der bis zu 95 % der initial 

transkribierten RNA dem Abbau zuführt. Für den Abbau von Intronsequenzen wurde 

gezeigt, dass der geschwindigkeitsbestimmende Schritt, das „debranchen“, d.h. das 

Auflösen der Lariatstruktur ist [42;53]. Experimentell bestimmte Halbwertzeiten von 

Introns lagen im Bereich von Minuten [53].  
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Die Hauptaktivität der Kerndegradation von RNA in Hefen liegt in einem exosomalen 

3’-5’-Abbau. Dieser Weg scheint für die Degradation unvollständig prozessierter RNAs 

verantwortlich zu sein und mit dem Spleißapparat zu kompetitieren [26]. Des Weiteren 

werden falsch adenylierte Transkripte im Kern über Exosomen abgebaut [132].  

Sowohl für den 5’-3’- als auch für 3’-5’-Exonukleaseweg wurden einige Faktoren 

gefunden, die nur im Zytoplasma bzw. nur im Kern zu finden sind. So ist im nukleären 

Exosom mit Mrt4p statt Ski2p eine andere Helikase als in zytoplasmatischen Exosomen zu 

finden. Rrp6p ist ebenfalls ein nukleärer Faktor des Exosoms und spielt eine Rolle bei der 

Kopplung von RNA-Prozessierung und Abbau der Transkripte [7;33;191]. Als weitere 

Exonukleaseaktivität wurde im Kern statt der 5’-3’-Exonuklease XrnIp das funktionelle 

Homolog Rat1p nachgewiesen. Die zuvor genannten Komponenten sind Teil des nukleären 

Degradationssystems, welches außerdem auf den nukleären Cap bindenden Komplex und 

das mit Rat1p interagierende Protein RAI1 angewiesen ist [64] (Für einen Überblick zur 

RNA-Degradation siehe [216;218;299]).  

1.3.1.4 Erkennung fehlerhafter oder fremder RNA 

Im Verlauf der letzten Jahre sind einige durch Stimulus- oder Prozessierungsereignisse 

vermittelte RNA-Abbaumechanismen charakterisiert worden, die fehlerhafte oder fremde 

RNA erkennen und degradieren können. Dabei sind, neben den Mechanismen des 

„Nonsense mediated decay“ und des „nonstop decay“, die Mechanismen der dsRNA-

Erkennung über RNAi- oder den IFN�/PKR-Weg zu nennen. Darüber hinaus werden 

bestimmte RNAs aufgrund ihrer Sequenzcharakteristika abgebaut oder vor Abbau bewahrt. 

Die hierzu am besten untersuchten Sequenzen sind die sogenannten AU-reichen Elemente, 

die zu einer Destabilisierung der RNA führen. 
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1.3.1.4.1 Durch frühe Stoppkodons vermittelter RNA-Abbau 

Einige Abbauwege dienen dem Abbau fehlerhafter RNA. Besitzt ein Transkript 

beispielsweise ein vorzeitiges, „nonsense“ Stoppkodon 5’-wärts des normalen 

Stoppkodons, kann dies zum Abbau der RNA führen, wenn sich ein Intron mindestens 

55 nt 3’-wärts des „nonsense“-Kodons befindet [225]. Dieser mRNA-Abbau wird als 

NMD (Nonsense Mediated Decay) bezeichnet. Das Spleißen eines Introns führt zur 

Bindung eines Multiproteinkomplex 20-24 nt 5’-wärts der Spleißnahtstelle der RNA. 

Dieser „Exon Junction Complex“ (EJC) wird gemäß der gängigen Vorstellung durch das 

initiale Translationsereignis an der RNA entfernt [47]. Da Antikörper gegen das nukleäre 

CBP80 den EJC koimmunopräzipitieren, Antikörper gegen das zytoplasmatische Cap-

bindende Protein eIF4E jedoch nicht [142], wird vermutet, dass diese erste Translation 

durch die nukleären Cap-bindenden Proteine CBP20 und CBP80 vermittelt wird. Ob diese 

erste Translationsrunde noch im Kern selbst oder während der Passage der mRNA durch 

die Kernpore geschieht, ist zur Zeit noch unklar [140;313]. Liegt ein EJC 3’-wärts des 

Stoppkodons, bleibt dieser nach der ersten Translationsrunde gebunden und markiert so die 

RNA für die Degradation. Die Termination der Translation ermöglicht die Bindung des 

humanen „upstream Frameshift Proteins“ 1 (hUpf1) an die RNA [318]. Dabei interagiert in 

Hefe Upf1p mit ski7p [288] und mit dem EJC, was die Degradation der RNA einleitet 

[198]. Beim NMD konnte ein RNA-Abbau sowohl in 3’-5’- als auch in 5’-3’-Richtung 

nachgewiesen werden [185;217]. 

1.3.1.4.2 Durch fehlende Stoppkodons vermittelter RNA-Abbau 

Der Abbau von RNAs, die kein Stoppkodon besitzen — auch Nonstop decay (NSD) 

genannt — basiert in Hefe auf dem zytoplasmatischen, exosomalen 3’-5’-Abbau des 

Transkriptes [98]. Der Abbau der RNA ist an den Faktor ski7p gekoppelt, dessen 

Verwandtschaft zu den Translationsfaktoren eEF1A und eRF3 eine RNA-Degradation über 

eine Bindung von ski7p an die A-Stelle des Ribosoms nahe legt [298] (Für einen Überblick 

über die RNA-Abbauwege des NSD/NMD siehe [304]). 

14 



 
  Einleitung 

1.3.1.4.3 Abbau durch Erkennung von dsRNA-Abschnitten 

Eine weitere Art des RNA-Abbaus basiert auf der Erkennung zellfremder, 

doppelsträngiger RNA. Hier müssen zwei Abbauwege über RNA-Interferenz und über 

IFN-� unterschieden werden, wobei der zweite Weg bisher nur in Säugern gefunden 

wurde. 

1.3.1.4.3.1 RNA-Abbau durch RNA-Interferenz 

Der RNA-Abbau über RNA-Interferenz (RNAi) ist bei allen Eukaryonten zu finden und 

führt zu einer post-transkriptionalen Abschwächung der Genexpression auf Ebene der 

RNA. Dabei bindet die RNase DICER an die doppelsträngige RNA und schneidet diese in 

ca. 22 bp kurze Fragmente. Diese kurzen RNA-Fragmente wirken inhibierend auf die 

posttranskriptionale Genexpression und werden deshalb kurze, interferierende RNAs (short 

interfering RNA, siRNA) genannt. Die siRNA wird in einen RNA induzierten „silencing 

complex“ (RISC) aufgenommen. Dieser Komplex wird ATP-abhängig in eine aktive 

endonukleolytische Form überführt, die eine RNA mit Komplementarität zur siRNA 

innerhalb dieser komplementären Sequenz schneidet [123]. 

1.3.1.4.3.2 IFN�-abhängiger Abbau von dsRNA 

In Gegenwart von dsRNA-Stücken mit einer Länge von mehr als 25 bp, kann es bei 

Säugern zu einem RNA-Abbau kommen, dessen aktive Enzyme als Reaktion auf einen 

Interferon gamma- (IFN��-Stimulus exprimiert wurden. Die dsRNA führt über das IFN�-

induzierbare System der dsRNA-abhängigen 2’-5’-Oligoadenylatsynthasen zu einem 

RNA-Abbau-Mechanismus. Charakteristisch für diesen Weg ist die Bildung von 

2’-5’-Oligoadenylaten, die wiederum eine Dimerisierung und Aktivierung der Rnase L und 

damit zur RNA-Degradation und ebenfalls zur Apoptose führen. 

Zu dieser sogenannten IFN��Antwort gehört außerdem auch die Aktivierung der dsRNA-

abhängige-Proteinkinase (PKR). Die Erkennung von dsRNA durch die PKR führt zu einer 

Dimerisierung und Autophosphorylierung der PKR. Die so aktivierte PKR kann nun 

weitere Effektoren wie eIF2� phosphorylieren, was unter Anderem zum Stopp der 

Translationsinitiation führt. Über mehrere Zwischenreaktionen kommt es auch zur NF-�B 

vermittelten Transkription z.B. von Apoptose-induzierenden Genen. [12;110;189;242]. 
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1.3.1.5 Regulation der RNA-Stabilität über AU-reiche Elemente 

Neben den im Rahmen der RNA-Überwachung stattfindenden Degradationsprozessen und 

den Mechanismen der Fremd-RNA-Erkennung, kann auch die Sequenz der RNA selbst die 

Stabilität beeinflussen. In den Transkripten verschiedener Proto-Onkogene, Zytokine und 

Wachstumsfaktoren wurden sogenannte AU-reiche Elemente (ARE) als ursächliche, cis-

wirkende Elemente für eine verkürzte mRNA-Halbwertszeit identifiziert [279]. Diese 

Elemente, die meist in 3’-untranslatierten Regionen (UTR) aber auch im translatierten 

Bereich und nur selten im 5’-UTR zu finden sind, werden in drei verschiedene Typen 

unterteilt. Diese Unterteilung erfolgt sequenzabhängig und nach experimentellen Kriterien 

in Typ I (c-fos-Typ), Typ II (GM-CSF Typ) und Typ III (c-jun Typ) ARE [320]. In Typ I 

und Typ II ARE ist als kleinstes gemeinsames Charakteristikum die Sequenz AUUUA zu 

finden. Diese Elemente reagieren, im Gegensatz zum Typ III, sensitiv auf Actinomycin-D 

Behandlung [44]. Als Typ III ARE werden Motiv-unabhängige, AU-reiche Elemente mit 

hohem Uracilgehalt bezeichnet. Experimentell können die drei Typen von ARE in ihrem 

Abbauverhalten unterschieden werden. Die Elemente vom Typ I und Typ III zeigen eine 

mit der Deadenylierung einhergehende Degradation. Bei den ARE des Typs II dagegen 

erfolgt die Degradation der RNA in einem zeitlich getrennten Schritt nach der 

Deadenylierung [45;320]. Neuere Arbeiten zeigen, dass die ARE auch das Decapping 

beeinflussen können [107] und über eine Interaktion mit Exosomen den 3’-5’-Abbau 

ermöglichen [43;221]. 

1.3.1.6 ARE-bindende Proteine 

AU-reiche Sequenzelemente werden von einer Reihe von Proteinen erkannt. Für drei 

dieser ARE-bindende Proteine (AUBP) AUF1 (hnRNP D), HuR und Tristetraprolin (TTP) 

konnte bisher nachgewiesen werden, dass sie die Stabilität ARE-enthaltender Transkripte 

modulieren.  

AUF1 (hnRNP D) gehört zu der Familie der heterogenen nukleären Ribonukleoproteine 

(hnRNPs). Diese Proteinfamilie besteht aus mindestens 20 Vertretern, hnRNP A bis U 

genannt, die kooperativ an die naszierende RNA binden. AUF1 wurde ursprünglich in 

einem in vitro Assay für zytoplasmatischen RNA-Abbau entdeckt [32;70]. In 

verschiedenen nachfolgenden Untersuchungen wurde eine Beteiligung von AUF1 an der 
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RNA-Degradation beobachtet [180;196;236]. AUF1 bildet durch alternatives Spleißen vier 

Isoformen mit einer Größe von 37, 40, 42 und 45 kDa [72], die alle an ARE-Elemente 

binden und den zytoplasmatischen RNA-Abbau stimulieren können [180;196;326]. Zur 

Wirkung der verschiedenen Isoformen gibt es widersprüchliche Befunde. Einerseits führte 

die Überexpression insbesondere der p37- und der p42-Form von AUF1 zu erhöhtem 

Abbau ARE-enthaltender mRNA, in Abhängigkeit vom Differenzierungszustand der Zelle 

[196], andere Gruppen beobachteten p37 und p40 vermittelten RNA-Abbau [262] oder 

erhöhte RNA-Stabilität nach Reduktion von p40 [248]. Die Präsenz der verschiedenen 

Exons beeinflusst die Ubiquitinierung der unterschiedlichen AUF1-Isoformen [182]. Der 

Wirkungsmechanismus von AUF1 ist zur Zeit noch unklar. Die AUF1-Bindung an die 

RNA wurde zum Einen mit Exosomen-Bindung [221] und zum Anderen mit dem 

Ubiquitin-Proteasomen-Netzwerk des Proteinabbaus in Zusammenhang gebracht [181]. 

Die Bindung von AUF1 an das ARE wird durch den Phosphorylierungszustand des 

Proteins beeinflusst [316]. Nach Hitzeschockinduktion oder Störung des 

Ubiquitin/Proteasom-Abbauwegs wandert das Protein aus dem Zytoplasma in den Kern 

und ein ARE-vermittelter Abbau von mRNAs im Zytoplasma kann nicht mehr beobachtet 

werden [180;196;326]. Interessanterweise kann AUF1 in einigen Fällen auch zur RNA-

Stabilisierung beitragen. So wurde AUF1 als Bestandteil eines RNP-Komplexes 

identifiziert, der die ��Globin-RNA stabilisiert [156]. Darüber hinaus verhindert AUF1 

den Abbau von RNAs, die die purinreiche Region aus dem kodierenden Bereich des c-fos 

enthalten [321].  

HuR ist ein ubiquitär exprimiertes Protein aus der „embryonic lethal abnormal vision“ 

(ELAV)-Familie [199], der noch drei weitere, neural exprimierte Proteine angehören. 

Diese HuB, HuC und HuD genannten Proteine wurden zuerst als humane Autoimmun-

Antigene des HU-Syndroms der paraneoplastischen Neuropathie charakterisiert, deren 

Expression beispielsweise durch Lernvorgängige stimuliert werden kann [247]. HuR ist ein 

primär nukleäres Protein von 36 kDa mit 3 RRM-Domänen (RNA recognition motive) 

[199], das jedoch auch im Zytoplasma gefunden wurde [83]. Während eine Domäne die 

poly(A)-Sequenz des 3’-Endes der RNA erkennt, binden die beiden anderen an AU-reiche 

Elemente [200]. Es wird vermutet, dass HuR im Kern an die ARE-enthaltende RNA 

bindet, diese RNA dann über Interaktion seiner nukleo-zytoplasmatischen „shuttle“ („Hur 

nuclear shuttle“, HNS) Domäne mit Transportin 2 in das Zytoplasma eskortiert und 
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gleichzeitig vor vorzeitigem Abbau schützt [84;91;104;238]. Die ARE/RNA-Bindung von 

HuR wird durch Hitzeschock behindert [105] und führt zur Nutzung eines zweiten nukleo-

zytoplasmatischen Exportwegs. Der Hitzeschock bewirkt einen Export von HuR in das 

Zytoplasma, über die Interaktion von HuR mit pp32 und APRIL, die wiederum an den 

Exportfaktor CRM1 binden können. Wahrscheinlich bewirkt HuR über diesen zweiten 

CRM1-vermittelten Weg den Export von Hitzeshock-Transkripten wie hsp70 [103] (für 

einen Überblick über die RNA-Stabilisierung durch HuR siehe [30]). 

Tristetraprolin (TTP) spielt als drittes Protein beim ARE-vermittelten RNA-Abbau eine 

Rolle. Bei TTP handelt es sich um ein kleines CCCH-Tandem-Zinkfingerprotein, das 

direkt an ARE des Typ II bindet [41]. Die RNA-Bindung von TTP über die 

Zinkfingermotive führt zu einer Deadenylierung und Destabilisierung der Transkripte und 

ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt des TTP-vermittelten RNA-Abbaus [179]. 

Experimente mit knockout-Mäusen zeigten, dass TTP beispielsweise die GM-SCF–RNA 

und die TNF�-RNA durch Bindung an ARE des Typs II am 3’-Ende der Transkripte 

destabilisiert (für einen Überblick über die RNA-Destabilisierung durch TTP siehe [21]). 

1.3.1.7 Cis-wirkende RNA-Sequenzen in HIV-1 RNAs 

Ebenso wie die Stabilität der zellulären RNA wird auch die Expression von HIV-1-RNAs 

durch Sequenzelemente modifiziert. Diese als Instabilitätselemente (INS), inhibitorische 

Regionen (IR), oder cis-wirkende Repressor-Sequenzen (CRS) bezeichneten 

Sequenzelemente reduzieren einerseits die RNA-Expression, begünstigen andererseits aber 

gerade den Export ungespleißter RNA durch Rev. Zwei INS-Elemente, die zu einer Rev-

Abhängigkeit der Gag-Expression führen, wurden im Bereich der gag-kodierenden Region 

nachgewiesen [269]. Weitere INS-Elemente wurden in der pol- [267] und in der env-

kodierenden Sequenz gefunden [228]. Für das INS1-Element, innerhalb der p17-gag-

Sequenz, wurde nachgewiesen, dass es zu einer geringen RNA-Halbwertszeit sowie einer 

geringen RNA-Menge im Kern führt [272]. Durch 28 stille Mutationen des p17-INS1-

Elements (siehe 3.1.5, Abb. 18), die den AU-Gehalt in vier Regionen reduzierten, konnte 

eine Stabilisierung der RNA erreicht werden [269]. Im Einklang mit der Beobachtung, dass 

die RNA-Instabilität eine Voraussetzung für den Rev-vermittelten RNA-Export ist, 

konnten mehrere Arbeitsgruppen Rev-unabhängige Gag- und Env-Expressionsvektoren 
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herstellen, indem sie die Kodons optimierten und dabei den GC-Gehalt der RNA erhöhten 

[71;163;267]. Für das INS1-Element aus dem p17 konnte die Bindung von PABP1 und für 

eine Minimal-Sequenz aus dem INS1-Elements die Bindung von hnRNP A1 nachgewiesen 

werden [4;226;272]. 

Die cis-wirkenden Repressor-Sequenzen (CRS) innerhalb der env-Sequenz wurden von 

Rosen und Mitarbeitern beschrieben. Eine Deletion dieser Sequenzen führt zu erhöhter 

Genexpression und reduzierter Rev-vermittelter Expressionsteigerung [255]. Außerdem 

konnte von ihnen auch ein expressionsinhibierendes CRS-Element innerhalb der Struktur 

des RREs lokalisiert werden [255]. Dies wurde jedoch in den Experimenten anderer 

Arbeitsgruppen nicht bestätigt, die in unterschiedlichen experimentellen Systemen jeweils 

andere Sequenzen im und um das RRE als CRS-Element definierten [34;138;255;284] 

(siehe auch 4.1.3). 

Die Funktionen der verschiedenen instabilisierenden Elemente sind vielgestaltig: Im 

Gegensatz zu den oben beschriebenen INS-Elementen führen manche der gefundenen 

IR/CRS-Elemente im gag- und pol- oder env- Bereich zu einer RNA-Ansammlung im 

Kern [203]. In einigen Fällen wurde auch für spleißmodulierende Sequenzen oder für die 

Spleißstellen selbst eine direkte Funktion als CRS-Element in Betracht gezogen [9;122]. 

Dies zeigt, dass die Benutzung der Begriffe Instabilitätselement, oder cis-wirkendes 

repressives Element rein phänomenologisch ist und verschiedenste Funktionen umfasst, die 

letztlich zu dem Phänotyp einer geringeren Genexpression führen. 

1.3.1.8 Leadersequenzen subgenomischer HIV-1 RNAs 

Beim Spleißen der HIV-1 mRNA führt die wahlweise Nutzung der Spleißdonoren (SD) 2 

(nt 4962) und 3 (nt 5463) sowie der Spleißakzeptoren (SA) 2 (nt 4913) und 3 (nt 5390) zu 

vier unterschiedlichen, nicht kodierenden Leadersequenzen der mRNAs (vgl. Abb. 2 

verändert nach Myers [223]). Die daraus resultierenden Exons haben eine Größe von 50 nt 

(Exon 2) bzw. 74 nt (Exon 3) und werden sowohl in Transkripten der 1,8 kb als auch der 

4 kb Klasse gefunden [99;220;246;270]. Vergleichbare nicht kodierende Exons, die in den 

5’-untranslatierten Bereich der mRNA eingefügt werden, konnten auch bei anderen 

komplexen Retroviren wie SIVmac und Visna Virus nachgewiesen werden [60;65]. 
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Der Einbau der zusätzlichen Exons 2 und 3 in den 5’-untranslatierten Bereich erfolgt mit 

großer Häufigkeit bei den mRNAs, die durch das Spleißen auf die Spleißakzeptoren 4 oder 

5 für tat, rev oder nef (1,8 kb) beziehungsweise vpu, env und nef (4 kb) kodieren. Eine RT-

PCR Analyse ergab, dass 53 % der RNAs der 1,8 kb Klasse die den SA4 nutzen nicht 

kodierende Exons enthielten. Dies traf ebenfalls auf 20 % der auf SA4c/a/b gespleißten 

und auf 42 % der auf SA5 gespleißten Transkripte zu. Innerhalb der 4 kb Klasse enthielten 

bei Spleißereignissen auf den SA4 15 % und bei Spleißereignissen auf den SA4c/a/b und 

SA5 11 % der RNAs die nicht kodierende Exons [246]. Die Konservierung der 

Spleißstellen der Leaderexons und die Häufigkeit, mit der die Leaderexons in den 

Transkripten regulatorischer Gene der frühen Infektionsphase auftreten, lässt eine 

regulatorische Funktion dieser nicht kodierenden Sequenzen als wahrscheinlich 

erscheinen. Über ihre Funktion existieren jedoch widersprüchliche Befunde. So konnten 

Schwartz et al. keine relevanten Unterschiede der Expression von RNAs mit alternativ 

gespleißten Leaderbereichen beobachteten [270] während Muesing und Mitarbeiter eine 

höhere Expressivität von RNAs mit nicht kodierenden Exons beschrieben [220]. Anhand 

vorangegangener Experimente in unserem Labor wurde ein modulierender Einfluss der 

HIV-1 Leaderexons auf die nukleäre RNA-Stabilität postuliert [175;186]. Dieser Effekt 

wurde im ersten Teil der vorliegenden Arbeit näher charakterisiert. 

1.3.2 Translationale Regulation  

Neben der Ebene der Stabilität und des Exports der Transkripte kann auch auf der Ebene 

der Translation eine Regulation der Genexpression und damit die Bereitstellung der für die 

Virusreplikation nötigen Mengen unterschiedlicher Proteine erfolgen. Die Translation 

beginnt mit der Bindung der Translations-Initiationsfaktoren eIF-3 und eIF-4C an die 40S 

Untereinheit des Ribosoms. Mit der Bindung des ternären Komplex aus Methionyl-tRNAi, 

eIF-2 und GTP bildet sich der 43S Präinitiationskomplex. Dieser 43S Komplex wird über 

den Cap-bindenden Faktor eIF4E zusammen mit eIF4G bzw. A an das 5’-Ende der RNA 

rekrutiert und beginnt unter ATP-Verbrauch die RNA auf das Vorhandensein einer 

Translationsinitiationsstelle zu scannen (Abb. 6A). Wird diese gefunden, erkennt der 

Initiationsfaktor eIF5 die Kodon-Methionyl-tRNAi-Bindung und spaltet das GTP. Es 

kommt zur Ablösung von eIF-2 und GDP und auch die übrigen Initiationsfaktoren zeigen 

eine reduzierte Affinät zum RNP-Komplex und lösen sich. EIF-5 katalysiert außerdem die 
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Bindung der 60 S ribosomalen Untereinheit, was zu einem funktionellen Ribosom führt 

und die Translations-Elongation ermöglicht ([131], Kapitel II). Die Erkennung der 

Initiationsstelle hängt von deren Homologie zu der Konsensussequenz 

GCCGCCRCCAUGGMU (R: A, G ; M: A, C) ab [118;168] (siehe auch 3.2.2.3) 

1.3.2.1  „Leaky scanning“ von HIV-1 Transkripten 

Das alternative Spleißen der HIV-1 prä-mRNA führt zu mehr als 30 verschiedenen bi- oder 

polycistronischen mRNAs. Je nach Spleißereignis gelangen dabei die unterschiedlichen 

Leserahmen an die 5’-Position des Transkripts [246]. Die Translation verschiedener HIV-1 

mRNAs wurde sowohl in vitro [99;270] als auch in vivo [233;270;271;273] untersucht. Sie 

erfolgt im allgemeinen Cap-abhängigig. Es ist also anzunehmen, dass die primären, 

5’-wärts liegenden Leserahmen einer Translationsregulation unterliegen, die vergleichbar 

ist mit der monocistronischer, zellulärer mRNAs. Im Rahmen der Untersuchungen des 

Expressionspotentials verschiedener HIV-1 Transkripte wurde ein inhibierender Effekt des 

tat-Startkodons auf die 3’-wärts gelegenen Leserahmen beobachtet. Dies wird so 

interpretiert, dass die tat-Initiationsstelle aufgrund ihrer Homologie zur Konsensussequenz 

[169] kein durchlässiges Scannen erlaubt. Die nachfolgenden rev-, vpu- und env-

Leserahmen können daher nur von mRNAs ohne tat-Startkodon translatiert werden [270].  

Kommt es aufgrund eines AUGs in einem suboptimalen Kontext zu einem Überlesen 

dieser ersten Initiationsstelle, kann es zu einem Translationsbeginn an nachfolgenden 

AUGs kommen. Dieser Vorgang wird als durchlässiges scannen („leaky scanning“) 

bezeichnet und erlaubt bei Transkripten mit mehreren Leserahmen (ORFs) die Translation 

3’-wärts liegender ORFs in Abhängigkeit von der Initiationseffizienz am 5’-wärts 

liegenden ORF (Abb. 6B) [164;164]. Ein Beispiel für diesen Mechanismus ist die 

Translation des HIV-1 env-Leserahmens, da die env-kodierende RNA immer auch den 

vpu-Leserahmen 5’-wärts des env-Leserahmens besitzt. Die env-Translation muss also über 

dieses vpu-Startkodon hinweg stattfinden [99;233;273]. Ebenso wie das vpu-Startkodon 

erlaubt auch das schwache rev-Startkodon die Translation weiter 3’-wärts gelegener 

Leserahmen durch ein durchlässiges Scannen [273]. 

  21 



 
Einleitung   

22 

Scanning-MechanismusA

„Leaky-Scanning“ MechanismusB

Termination und  ReinitiationC

ribosomaler „shunt“D

IRES-vermittelte InitiationE

Scanning-MechanismusA

„Leaky-Scanning“ MechanismusB

Termination und  ReinitiationC

ribosomaler „shunt“D

IRES-vermittelte InitiationE

 

Abb. 6: Übersicht über eukaryon-
tische Translationsmechanismen.
(A) Scanning-Mechanismus: Die
Translationsinitiation beginnt an der
Cap-Struktur der RNA, an der die
Initiationsfaktoren den 43S-Komplex
(40S-Untereinheit (UE): orange,
initiator tRNA: grau,
Initiationsfaktoren: grün) rekrutieren.
Der 43S-Komplex scannt die RNA
unter ATP-Verbrauch, bis er auf ein
Startkodon trifft. Es kommt zur
Bindung der 60S-UE (rot) und durch
Translation des Leserahmens (grau)
unter Nutzung weiterer beladener
tRNAs (schwarz) zur Peptidsynthese
(blau). Die Initiationsfaktoren lösen
sich ab. Am Stoppkodon kommt es
zum Ablösen des Ribosoms. 
(B) „Leaky-Scanning“ Mechanis-
mus: Nicht alle 43S Komplexe
erkennen das 5’-wärts gelegene
AUG, wenn es sich in einer
suboptimalen Umgebung befindet,
sodass die Translation an einem
weiter 3’-wärts gelegenen Initiations-
kodon beginnen kann. 
(C) Termination und Reinitiation:
Nach Translation kurzer Leserahmen
löst sich das Ribosom oder die 40S-
UE nicht notwendigerweise von der
RNA, sondern kann diese
weiterscannen. Eine Erklärung für
diesen Mechanismus könnten noch
gebundene Initiationsfaktoren sein,
die das Ribosom in einem scanning-
kompetenten Zustand halten.  
(D) Ribosomaler „shunt“: Der
Mechanismus basiert auf einer Cap-
abhängigen Initiation des Scannens,
wobei größere Sekundärstrukturen
vom 43S-Komplex umgangen
werden und die Translation 3‘-wärts
dieser Bereiche initiiert wird. 
(E) IRES vermittelte Initiation:
Durch eine 300-500 nt. lange RNA
Sekundärstruktur wird der 43-S
Komplex zusammen mit weiteren
Initiationsfaktoren unabhängig von
der Cap-Struktur der RNA und von
dem Cap-bindenden Initiationsfaktor
eIF4E an die RNA rekrutiert. Die
Translation kann unmittelbar am
IRES oder nach Scannen der 43S-
UE weiter 3‘-wärts beginnen (Abb.
verändert nach [131]). 
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1.3.2.2 5’-wärts gelegene offene Leserahmen (uORFs) 

Bei Untersuchung des Translationspotentials von verschiedenen tat-mRNAs konnte durch 

die Insertion früher Stoppkodons im tat-Leserahmen die von der tat-AUG Erkennung 

unterbundene Rev-Expression wiederhergestellt werden. Dabei fiel die Rev-Expression um 

so stärker aus, je kürzer der verbleibende vom tat-AUG ausgehende kurze Leserahmen war 

[197]. Diese Beobachtung lässt sich durch eine Translation über den Terminations-

Reinitiations-Mechanismus erklären (Abb. 6C). Ist der 5’-wärts liegende Leserahmen 

relativ kurz und liegt sein Terminationskodon noch vor dem Startkodon des folgenden 

Leserahmens, kann so eine Translation beider Leserahmen erfolgen [165;172;195;235]. 

Die Translation terminiert dabei am Stoppkodon des 5’-wärts gelegenen Leserahmens 

(upstream open reading frame, uORF). Das Ribosom dissoziiert jedoch nicht in jedem Fall 

von der RNA, sondern kann diese unter geeigneten Bedingungen weiter scannen und an 

dem 3’-wärts liegenden AUG die Translation erneut initiieren. Dabei ist noch unklar, ob 

nur die 40S-Untereinheit (UE) oder das vollständige Ribosom am weiteren Scannen der 

RNA beteiligt ist. Beim Terminations-Reinitiationsmechanismus spielen zwei Kriterien 

eine wesentliche Rolle. Zum Einen die Länge des uORFs und zum Anderen der Abstand 

des 3’-wärts liegenden Leserahmens zum Terminationskodon des uORFs. Analysen der 

Translation in Abhängigkeit von der uORF-Länge zeigten, dass ein uORF von 19-30 

Kodons eine Translation des 3’-wärts liegenden Leserahmens erlaubt, während längere 

uORFs die Reinitiation inhibieren [100;139;197]. Als mögliche Erklärung wurde 

postuliert, dass die Initiationsfaktoren im Verlauf der Translation abdissoziieren und damit 

die Fähigkeit der Ribosomen zum Scannen und zur Reinitiation verloren geht (Abb. 6C) 

[100;170;197]. Voraussetzung für eine Reinitiation der Translation ist außerdem die 

erneute Bindung des ternären Komplexes aus eIF2E, GTP und Met-tRNAi an die 40S-

Untereinheit [134]. Diese erneute Bindung ist bei einem zu kurzen Abstand zwischen den 

Leserahmen nicht gewährleistet. Erst ein intercistronischer Abstand von 50 bis 80 nt 

erlaubt eine effiziente Erkennung des 3’-wärts positionierten AUGs [170].  

UORFs wurden in 11 bis 42 % der Vertebraten-mRNAs gefunden ([212] sowie Referenzen 

darin). Viele dieser Transkripte stammen von Onkogenen oder Genen der 

Wachstumskontrolle und Differenzierung, die einer besonders strikten 

Expressionskontrolle unterworfen sind [168;171]. Die Effekte 5’-wärts liegender 
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Leserahmen auf die Translation weiter 3’-wärts liegender Leserahmen reichen dabei von 

einer Förderung der Translation, wie z.B. bei der Translation der 48 kDa Variante des 

Transkriptionsfaktors FLI-1 [263], bis zur Translationsinhibition, wie sie bei der 

Translationsregulation des Transkriptionsfaktors CCAAT/Enhancer-binding-Protein 

(C/EBP) beobachtet wurde [194]. Ein besonders gut untersuchtes Beispiel für die 

Komplexität der Translationsregulation durch uORFs ist der Transkriptionsfaktor GCN4 

der Hefe. Im 5’-Bereich vor dem GCN4-Leserahmen befinden sich vier verschiedene 

uORFs, die die GCN4-Expression regulieren [134]. Im Allgemeinen translatieren die 

Ribosomen den uORF1 und reinitiieren am uORF4. Durch die Translation des uORF4 

kommt es zu einer Inhibition der Initiation am folgenden GCN4-Leserahmen. Unter 

Hungerbedingungen ist die Konzentration ternärer Komplexe von eIF2E, GTP und Met-

tRNAi reduziert. Dadurch könnten die Ribosomen beim Erreichen des uORF4 noch nicht 

reinitiationskompetent sein. Eine erneute Translationsinitiation kann erst wieder am 

GCN4-AUG erfolgen. In Einklang mit diesem Modell führt eine Verlängerung des 

intercistronischen Abstands zwischen uORF1 und 4 zu einer verstärkten Inhibition der 

GCN4-Expression [1]. 

In einigen Fällen spielt das vom uORF translatierte Peptid eine entscheidende Rolle in der 

Translationsregulation. So erfolgt die Regulation der S-Adenosylmethionin-

Decarboxylase-Translation (AdometDC, ein Enzym der Polyaminsynthese) beispielsweise 

durch das vom uORF translatierte Peptid. In Gegenwart von Polyamin interagiert dieses 

mit dem Peptid und das Ribosom wird am uORF arretiert [257]. 

Auch in viralen Transkripten können uORFs die Expression auf verschiedene Weise 

beeinflussen. So befinden sich in der gag-RNA des Rous Sarkom Virus 3 uORFs, die die 

gag-Translation modulieren können. Der erste uORF verstärkt die gag-Translation 

während der dritte diese inhibiert [76]. Da virale Transkripte aufgrund der kompakten 

Genom-Organisation oft polycistronisch organisiert sind, können uORFs hier auch über 

mehrere kodierende Leserahmen hinweg wirken. Im humanen Hepatitis-B-Virus 

ermöglicht zum Beispiel eine Kombination von durchlässigem Scannen und Translation 

eines internen uORFs das Überlesen mehrerer AUGs und dadurch die Translation des 

3’-wärts liegenden P ORFs [95;193]. 
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1.3.2.3 uORFs in nicht linearen Translationsmechanismen 

Außer den beschriebenen Regulationsmechanismen, die bereits zu einer nicht linearen 

Erkennung von AUGs z.B. beim GCN4 führen können, sind einige Fälle bekannt, in denen 

der lineare Scanning-Mechanismus umgangen wird. Dabei können uORFs einen Beitrag 

zur nicht linearen Erkennung von Initiationsstellen liefern. So können sie z.B. die 

Translation von 3’-ORFs im Rahmen eines sogenannten ribosomalen „Shunts“ 

ermöglichen (Abb. 6D). Beim Cauliflower Mosaik Virus wurde gezeigt, dass ein 

Sekundärstruktur-reicher 5’-UTR mit verschiedenen internen Leserahmen die Translation 

eines 3’-wärts gelegenen Leserahmen nicht stört, da er von den Ribosomen umgangen wird 

[101]. Dabei stellte sich heraus, dass diese nicht lineare Erkennung des 3’-wärts liegenden 

Initiationskodons, ein Sonderfall des Terminations-Reinitiations-Mechanismus, abhängig 

von der Cap-Struktur und von der Translation und Termination an einem uORF am 

5’-Ende des Transkriptes ist [258]. In anderen Fällen wurden auch uORF-unabhängige, 

ribosomale „shunt“-Ereignisse beschrieben, wobei die genauen Mechanismen noch nicht 

entschlüsselt wurden [183;252;323]. 

Weiterhin können uORFs auch zur Rekrutierung von Ribosomen an interne ribosomale 

Erkennungsstellen (IRES) beitragen. Diese Cap-unabhängigen Translations-

Initiationstellen sind durch RNA-Sekundärstrukturen charakterisiert, die den 43S-Komplex 

sowie weitere nötige Initiationsfaktoren in die räumliche Nähe einer 

Translationsinitiationsstelle bringen [240] (Abb. 6E). Für einen uORF im Leaderbereich 

des Arg/Lys-Transporters cat-1 konnte z.B. gezeigt werden, dass seine Translation zu einer 

Veränderung der Sekundärstruktur des Leaders und damit zur Bildung eines IRES-

Elements führt [322]. 

Auch die Translation von HIV verläuft offenbar nicht zwingend über eine Cap-abhängige 

Translation. Neuere Arbeiten beschreiben zwei interne Ribosomen-Eintrittsstellen (IRES) 

im 5’-Bereich der HIV-1 mRNA [29;38]. Darüber hinaus reduziert die Spaltung des 

Translationsinitiations-Faktors eIF4G durch die virale Protease die Cap-abhängige 

Translation [229;239]. Die Gegenwart eines IRES ermöglicht trotz eines Vpr-induzierten 

Halts in der G2-Phase des Zellzyklus und der damit verbundenen Inhibition der Cap-

abhängigen Translation eine effektive Translation der HIV-RNA [28]. 
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Über einen Einfluss von uORFs auf die HIV-Translation ist bisher nur wenig bekannt 

[197]. Ausgehend von Konstrukten zur funktionellen Analyse der Wirkung von uORFs auf 

die Expression einer polycistronischen HIV-1 mRNA und den erforderlichen Bedingungen 

für eine Translationsstimulation 3’-wärts liegender Gene, wurde in dieser Arbeit 

untersucht, ob und unter welchen Bedingungen eine Regulation der HIV-1 mRNA-

Translation durch uORFs stattfinden kann. 

1.4 Zielsetzung der Arbeit 

Der 5’-nicht kodierende Bereich der mRNA kann die Genexpression postranskriptional 

beeinflussen. Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss von alternativ gespleißten, 

nicht kodierenden Leaderexons und 5’-wärts gelegenen Leserahmen auf die HIV-1 

Genexpression. 

Die Konservierung der Spleißstellen sowie das häufige Auftreten der nicht kodierenden 

Leaderexons 2 und 3 in den RNAs der frühen Infektionsphase lässt vermuten, dass diese 

Exons eine Funktion in der Regulation der HIV-1 Replikation ausüben. Um diese Funktion 

zu untersuchen, sollten die RNA-Mengen von authentischen und heterologen cDNA-

Konstrukten in Abhängigkeit von der Leadersequenz bestimmt werden. Um einzugrenzen, 

wann die Wirkung der Leadersequenz stattfindet, sollten die Sequenzen der HIV-1 Exons 2 

und 3 in einem Intron platziert werden und die prä-mRNA-Menge vor bzw. nach dem 

Spleißen sowie in Abhängigkeit von der Rev/RRE-Interaktion untersucht werden. Darüber 

hinaus galt es, den Einfluss der Leaderexons auf die Transkription, auf das Capping sowie 

die nukleäre RNA-Stabilität zu untersuchen. Zusätzlich sollte analysiert werden, ob die 

Leaderexon-vermittelten Unterschiede der prä-mRNA-Menge mit veränderten RNA-

Protein-Interaktionen einhergehen. 

Im zweiten Teils der Dissertation war die Auswirkung eines uORFs 5’-wärts des tat- und 

des rev-Startkodons auf das Translationspotential einer polycistronischen HIV-1 mRNA 

Ziel der Untersuchung. Dazu galt es die uORF Länge, die Translationsinitiationsstärke am 

uORF AUG und den intercistronischen Abstand von uORF und ORF zu variieren. Unter 

Berücksichtigung der zuvor erhaltenen Ergebnisse, sollten zusätzlich verschiedene HIV-1 

Transkripte untersucht werden, in denen uORFs einen Effekt auf die Translation ausüben 

könnten.
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2 Material und Methoden 

2.1 Oligonukleotide 

Oligonukleotide wurden mit einem automatischen DNA-Synthesizer (Modell 381A; 

Applied Biosystems) unter Abspaltung der endständigen Tritylgruppe synthetisiert, mit 

NH4OH (3 � 30 min) vom Träger abgekoppelt und über Nacht bei 55°C inkubiert, um die 

Schutzgruppen abzuspalten. Die Oligonukleotide wurden über NAP25-Säulen (Pharmacia) 

gereinigt, mit TE-Puffer (10 mM Tris-HCl; pH 7,5; 1 mM EDTA) eluiert und die 

Konzentration photometrisch bei 260 nm (Ultrospec II-4050II; Pharmacia) bestimmt. [264] 

Folgende Oligonukleotide wurden verwendet (die für die Klonierung verwendeten 

Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen):  

212: 5’-TGGCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTACAAAGACTGCTGACATCGAGCTTTC

T,  

214: 5’-ATCGAATTCAGTAGTGTGTGCCCGTCTGTTG,  

223: 5’-TAGGAGCTCCCTGGATGCTTCCAGGGCTC,  

377: 5’-CTGAAGCGCGCACGGCAAGAGGCGAGGGGAGGCGACTG,  

384: 5’-CAGTGGCGCCCGAACAGGGACTTGAAAGCGAAAGTAAAGCCAGAGGAGAT,  

643: 5’-GGTTGCTTCCTTCCACACAGG,  

742: 5’-GAGCTCTAGAGGACAGCAGAGATCC 

743: 5’-CCAGCTGCAGCGCTTTCCAGAGGAGC,  
744: 5’-GAGCTCTAGAATCTGCTATAAGAAAT 

745: 5’-CCAGCTGCAGCGCTTGTTATGTCCTGC, 

783: 5’-ATCGGTAACCAGGAGCTGTTGATCC,  

784: 5’-AGCGGTACCTGGTGCAGAGAGAAA,  

788: 5’-GGCCTCGAGCTGTTTTTAAGCCTAATGTG,  

789: 5’-GATGAATTCATATATCTTAATGGCACATGC,  

822: 5’-TCTAGAATTCTCTCTTCTGCCGTT,  

823: 5’-AGCGCTCGAGGGACAGCCAGGCCA,  

827: 5’- GCGCCGAATTCGTCGACGGTAC,  

828: 5’-CGTCGACGAATTCG 

829: 5’- CTAGGTAATCAGTGGCGATG,  

830: 5’- AATTCATCGCCACTGATTAC,  

860: 5’-CTGCTCGAGAGCT,  

861: 5’-CTCGAGCAG,  

866: 5’-AACAAGCGCTGATCTCTACAATACTTGG,  
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873: 5’-GTGGCCCTTGGTCTTCTGGGGCTGAATTCATCGCCCCTCTGTCAGTTTCGT,  

874: 5’-GTGGCCCTTGGTCTTCTGGGGCTTGTTCCGGCGCCCCTCTGTCAGTTTCGT,  

907: 5’-CATAAGCTTGGTTACCTCCACAGCCAGGAAGCACTATATC,  

908: 5’-GATCCCGGGTACCGGGAGCAGCAGG , 

909: 5’-AATTCTGCAACAGCTGCTGTTTATCCATTTTCAGAATTGGTG,  

910: 5’-CATAAGCTTGGTTACCTCCACAGCCAGG,  

911: 5’-TCGACACCCAATTCTGAAAATGGATAAACAGCAGCTGTTGCAG,  

918: 5’-CTATGTCGACAAGGAGCTGCAGATCGATGAATTCGATACTTACCAGTCGCCTCCCCTC,  

922: 5’-GAGCGAATTCACTCTGCTATAAGAAAGGCCT,  

923: 5’-GAGCGAATTCGGACAGCAGAGATCC,  

925: 5’-GCGATGAATTCTTATCCATTTCAGAAT,  

927: 5’-GCGATGAATTCTTGGGTGTCGACATAG,  

931: 5’-CTATGTCGACACCCAATTCTGAAACGATAATGGTGAATATCCCTGCCTAACTCTATTCAC  

              TATA,  

932: 5’-ATCCTGCAGAATAGTTTTTGCTGTACTTTCTATAGTGA,  

933: 5’-GATCCCGGGTACCTAGCACCCACCAA,  

934: 5’-CGTAAGCTTGGTTACCTAGCATTCCAAGG,  

958: 5’-GCGATGAATTCTTATACAGCTGCAACTTGGCCAAATTCTCAGAATTTTACATCGCGAGCA

ACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGAAT,  

964: 5’-TTGCAGAATTCGGCGCCCCTCTGTCAGTTTC,  

998: 5’-ATCAAGCTTCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACTTGTAATGCAACCTATA,  

999: 5’-ATCAAGCTTCTCTATCAAAGCAGTAAGTAAGAAATGTAATGCAACCTATA,  

1011: 5’-CTAGAAGACACAGCCAGGAAGCACTATATC,  

1012: 5’-ATCGAAGACCTGGCTGTGGA,  

1039: 5’-GGCCCTGCAGAATAGTTTTTGCTGT,  

1041: 5’-GCGCGTCGACATGTAATTCTGAAAAGAAAGAGGAGA,  

1055: 5’-CGCGAATTCACTCCGCCATCCGCAAGGCCCTGCTGGGCCACATCGTGAGCCC,  

1056: 5’-GGCCTGCAGCGCTTGTTGTGGCCCGCCTGGTACTCGCACCTCGGGCTCACGATG , 

1213: 5’-TCCGAAGACGGGCGCCATTGCTAGAGAT,  

1214: 5’-GCAGAATTCTTATTATGGCTTCCACTCCTGCTCAAGTATCCCCATA,  

1215: 5’-CTCGAAGACTGGCGCCCGAACAGGGA,  

1216: 5’-GTAGTCGACATAGCAGAATAGGCCTAGAGCCCTGGAA,  

1217: 5’-TCTAGGATCTACTGGCTCCATTTCTTGAAGCAGTTTTAGGCTGAC,  

1218: 5’-TCTAGGATCTACTGGCTCCATTTCTTGACACTTTTTACAATAGCA,  

1219: 5’-TCTAGGATCTACTGGCTCCATTTCTTGTTTTGTAATGAAACAAAC,  

1271: 5’-AGCAGTCGTCTCGTGGCCAAGAAATGGCTTCGAAAGTTTATGAT,  

1272: 5’-TAGCCCGGGCTACTATTATTGTTCATTTTTGAGA,  

1275: 5’-CGCGAATTCATTACATGCCTAGGTCCACACTGACTAAA,  

1276: 5’-CGCGAATTCATTTCTTGCCTAGGTCCACACTGACTAAA,  
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1451: 5’-GCGCTACTGGCTCAATATGTGGCACAACATG,  

1452: 5’-GCAAAGCTAGCCTAGGGTGGCGATGACTTCGAAAGTTTA,  

1455: 5’-GCAAAGCTAGCCTAGGCAAGAAATGACTTCGAAAGTTTA,  

1456: 5’-GCAAAGCTAGCCTAGGCATGTAATGACTTCGAAAGTTTA,  

1565: 5’-AATTCATTAAAAGC,  

1566: 5’-CTAGGCTTTTAATG,  

1567: 5’-AATTCATTACAAGC,  

1568: 5’-CTAGGCTTGTAATG,  

1569: 5’-CGAAGTCATTACAAGCCTAGG,  

1570: 5’-CTAGCCTAGGCTTTTAATGACTT,  

1571: 5’-CGAAGTCATTAAAAGCCTAGG,  

1572: 5’-CTAGCCTAGGCTTGTAATGACTT,  

1622: 5’-ATCGAATTCCCGGGTGCGAGAGCGTC,  

1623: 5’-ATCCTGCAGTTAGTAATTTTGGCTGA.  

 

2.2 Rekombinante Plasmide 

Alle Plasmide enthalten, sofern nicht anders erklärt, einen Replikationsursprung (ori) für 

die Replikation in E.coli unter relaxierter Kontrolle und den prokaryontischen 

Selektionsmarker amp (Ampicillinresistenzgen). Die Nukleotidnummerierung entspricht, 

wenn nicht anders vermerkt, der Vorläufersequenz HIV NL4-3 der HIV Datenbank von 

Myers et al. [223].  

2.2.1 Plasmide der LTR1.4E Familie 

Die Konstrukte enthalten einen LTR und die authentische von Spleißdonor 1 auf 

Spleißakzeptor 4 gespleißte Leadersequenz einer HIV-1 tat-mRNA. Die Transkripte 

können zusätzlich die Sequenz der nicht kodierenden Exons 2 bzw. 3 oder beide 

Exonsequenzen enthalten (LTR1.4E, LTR1.2.4E, LTR1.3.4E, und LTR1.2.3.4E). Die 

Sequenzen der nicht kodierenden Exons 2 und 3 sind in diesen Konstrukten nicht von 

Spleißstellen flankiert und können daher nicht herausgespleißt werden. Konstrukte der 

LTR1.4Etat–-Reihe unterscheiden sich von der zuvor beschriebenen Reihe durch eine 

Mutation des Startkodons des tat-Leserahmens (LTR1.4Etat- , LTR1.2.4Etat-, 

LTR1.3.4Etat- , LTR1.2.3.4Etat-). Die Konstrukte der LTR1.4tatCAT-Serie 

unterscheiden sich von den zuvor genannten Konstrukten durch den Austausch der tat-

Sequenz 3’-wärts des tat-Startkodons durch den Leserahmens des Reportergens 
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Chloramphenicolacetyltransferase (CAT) (LTR1.4tatCAT, LTR1.2.4tatCAT, 

LTR1.3.4tatCAT, LTR1.2.3.4tatCAT) [176;187]. Diese CAT-Konstrukte wurden von C. 

Lenz bereitgestellt [186]. 

Die Konstrukte mit den nicht kodierenden Exon 3’-wätrs des CAT Gens wurden 

ausgehend vom Konstrukt LTR 1.4tatCAT MCS pA kloniert. Das Konstrukt 

LTR 1.4tatCAT MCS pA unterscheidet sich vom Ausgangskonstrukt LTR1.4tatCAT durch 

die Gegenwart mehrerer Restriktionsschnittstellen 3’-wärts des CAT-ORF bei 

gleichzeitigem Verlust mehrerer Restriktionsschnittstellen 3’-wärts des SV40 poly(A)-

Signals. Die Klonierung erfolgte aus dem Vektor LTR SD1CATenvpA�uORF [232] BclI-

AflII und dem AflII-Van91I Insert aus LTR 1.4 tatCAT sowie dem Van91I-BclI Fragment 

aus pSVT7CAT�E�Sp [186]. 

Um die nichtkodierenden Exons 3’-wärts des CAT-Gens zu inserieren und die Konstrukte 

der LTR 1.4tatCAT X pA-Serie (X steht für die unterschiedlichen nicht kodierenden 

Exons) zu erhalten, wurden die Exonsequenzen über PCRs mit den Primern #742 und #743 

(Exon 2) bzw. #744 und #745 (Exon 3) und #742 und #745 (Exon2/3) amplifiziert und 

über XbaI-PstI in den Vektor LTR 1.4tatCAT MCS pA kloniert. 

2.2.2 Plasmide zur RRE-Analyse 

Die Plasmide der LTR 1.4tatCAT RREX pA-Serie (X steht für die unterschiedlichen 

Längenbezeichnungen der inserierten RRE-Sequenzen) wurden wie folgt kloniert: In das 

Konstrukt LTR 1.4tatCAT MCS pA wurde das PCR-Produkt der Primer #908/#907 (mit 

pNLA1env0 als Template) über HindIII-XmaI kloniert. In diesen ersten BstEII-KpnI 

geschnittenen Vektor LTR 14tatCAT RRE094 pA wurden die unterschiedlich langen RRE-

Sequenzen kloniert, die durch PCRs mit den Primern #783/#784 (RRE234), #908/#910 

(RRE184), #933/#934 (RRE351), jeweils an pNLA1 für die RREX-Serie bzw. an 

pNLA1env0 für die RRE0X-Serie amplifiziert wurden. Das RRE261 wurde mit Hilfe der 

Primer #933/#1011 und #934/1012 amplifiziert und über KpnI-BbsI-BstEII über nahtlose 

Ligation kloniert (siehe 2.3.4). 
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2.2.3 Plasmide mit Exon 2- und Exon 3-Sequenz im Intron 

Das Plasmid LTRSD SAtatCAT MCS pA wurde über die Insertion des PCR-Produktes 

der zyklischen Auffüllreaktion mit den Oligonukleotiden #918/#377 in die BssHII-SalI des 

Vektors LTR 1.4tatCAT MCS pA und nachfolgender Insertion des PCR-Produkts der 

Primer #931/#932 in die PstI-SalI Schnittstellen des resultierenden Vektors kloniert. Die 

nicht kodierenden Exon 2 und 3 wurden mit den PCR Primern #923/#743 und #922/#745 

an pNLA1 amplifiziert und in die EcoRI-PstI Schnittstellen des Introns von 

LTRSD SAtatCAT MCS pA inseriert, um die Konstrukte der 

LTRSD X SAtatCAT MCS pA-Serie zu erhalten (X steht als Platzhalter für die im Intron 

inserierten Sequenzen). Die Plasmide der LTRSD X SAtatCAT RRE pA-Serie wurden 

über Austausch der Multicloningsite-Sequenz erhalten. Dabei wurde das NcoI-MunI-

Fragment, das die RRE351-Sequenz beinhaltet, aus dem LTR1.4 tatCAT RRE351 pA 

Konstrukt (siehe 2.2.2) in die gleichermaßen geschnittenen Vektoren der 

LTRSD X SAtatCAT MCS pA-Serie kloniert. 

Die Konstrukte der LTRSD X SAopttatCAT RRE pA-Serie wurden über Klonierung der 

PstI-SalI geschnittenen PCR mit den Primern #1039/#1041 an SV tat+ rev+ SA7opt in den 

SalI-PstI geöffneten Vektor LTRSD X SAtatCAT RRE pA konstruiert. 

2.2.4 Plasmide mit INS, INSGCund Exon 3GC–Sequenz im Intron 

Die PCR-Produkte mit den Primern #1623/#1622 an pKS17 RRE p17-INS1 und an 

pCMV1234pAINS1 [269] wurden über EcoRI-PstI in das Konstrukt 

LTRSD SAtatCAT RRE pA kloniert, um die beiden Expressionsplasmide 

LTRSD INS SAtatCAT RRE pA und LTRSD INSGC SAtatCAT RRE pA zu erhalten. 

Für die Herstellung des Konstruktes LTRSD EX 3GC SAtatCAT RRE pA wurden die 

Oligonukleotide #1055/#1056 ohne Template amplifiziert und über EcoRI-PstI-Restriktion 

in den Vektor LTRSD EX 3 SAtatCAT RRE pA kloniert.  

2.2.5 Plasmide für die in vitro Transkription 

Die Plasmide der T71.X.4-Serie (X steht als Platzhalter für die Sequenzen der nicht 

kodierenden Exons 2 und 3) wurden freundlicherweise von C. Lenz zur Verfügung gestellt. 

Ihre Klonierung wurde bereits beschrieben [176;187]. Die Sequenz beinhaltet einen T7-
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Promotor, gefolgt von den unterschiedlichen Sequenzen des alternativ gespleißten HIV-1 

Leaders sowie der CAT-Sequenz und einem Oligo-Adenylat-Abschnitt 3’-wärts des CAT-

ORFs. Zur Analyse des Einfluss der Leadersequenz auf die in vitro RNA-Stabilität wurden 

die Plasmide mit SalI 5’-wärts des CAT-ORFs linearisiert. Die Transkription lieferte die 

HIV-1 Leadersequenzen mit 298 nt (T71.4), 348 nt (T71.2.4), 372 nt (T71.3.4) und 422 nt 

(T71.2.3.4) Länge. 

Die Plasmide pSVT7Exon2, pSVT7Exon3, pSVT7Exon2/3, pSVT7Exon3GC, 

pSVT7INS, pSVT7INSGC wurden über EcoRI-PstI Restriktion, Isolation der 

entsprechenden Intronfragmente der Plasmide der LTRSD X SAtatCAT RRE pA-Serie 

und der Ligation dieser Fragmente in den EcoRI-PstI geöffneten Vektor SVcrev kloniert. 

Die Plasmide pSVT7 RRE94, pSVT7 RRE094, pSVT7 RRE351 und pSVT7 RRE0351 

wurden durch MunI-XmaI Restriktion des Vektors pSVT7CATdE [186] und Insertion des 

RRE-enthaltenden XmaI-MunI Fragments aus den Vektoren der 

LTR1.4tatCAT RREX pA-Serie kloniert. 

Das Plasmid 73LTR SalI-BglII; zur Detektion des 5’-Bereichs der HIV-1 Transkripte im 

Rahmen der Capping-Analysen; wurde über Ligation des 190 nt BglII-SalI Fragmentes der 

HIV-1 Leader-Sequenz aus LTR636CATpA [330] in den SalI-BglII geöffneten Vektor 

pSP73LTRCAT�E�Sp [186] kloniert. 

Das Plasmid zur Herstellung der hGH-Sonde (73hGH), sowie das Plasmid zur Herstellung 

der CAT Sonde (pGemCAT) wurden von C. Lenz zur Verfügung gestellt [186]. Das 

Plasmid 73hGH enthält das BglII-XmaI-Fragment aus dem Exon 5 des menschlichen 

Wachstumshormon-Gens, dass in pSP73 inseriert wurde. Die Linearisierung erfolgte mit 

BglII, die Transkription mit T7-Polymerase ergibt ein antisense-Transkript von 180 nt 

Länge. 

Das Plasmid pGEMCAT enthält das PvuII-NcoI-Fragment des CAT Gens mit 401 nt 

Länge innerhalb des Vektors pGEM-5Zf(+). Nach der Linearisierung mit BspEI wurde die 

erforderliche 77 nt lange antisense-Sonde mittel T7-Polymerase synthetisiert.  

Das Plasmid zu Herstellung der �-Aktin Intron-Sonde (p�-actin intron) wurde wie folgt 

kloniert: Mit den Primern #822/#823 wurden die Nukleotide 1729-2050 des Intron c des 
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humanen �-Aktin Gens (Genbank Acc. No. E00829) amplifiziert und nach Restriktion mit 

EcoRI und XhoI in den gleichermaßen geschnittenen Vektor pSP73 kloniert. Zur 

Klonierung des humanen Cytochrom C Oxidase Untereinheit II (CCOXII) Sonden-Vektors 

pT7CCII wurden die Nukleotide 7576-8102 der CCOXII-Sequenz (Genbank Acc. No. 

001807) mit den Primern #788/#789 amplifiziert und nach EcoRI-XhoI Restriktion in den 

gleichermaßen geschnittenen Vektor pSP73 kloniert. 

Das Plasmid zur Herstellung der env-Sonde LTR cenvpA(-) wurde bereits beschrieben 

[175]. Die Linearisierung erfolgt mit HincII die Transkription mit SP6-Polymerase führt zu 

einem antisense-Transkript mit 237 nt Länge, das der env-Sequenz zwischen HincII und 

XhoI des env-Gens entspricht (nt 8648-8887). 

2.2.6 Plasmide der uORF-Längen-Serie 

Das Konstrukt bzw. LTR-E/X-pA uORF (LTRuORF17) wurde durch Insertion des 

EcoRV-NarI-Fragments der LTR-Sequenz und des EcoRI-XhoI-Fragments aus pNLA1 in 

die mit multiplen Schnittstellen versehene Klonierungsstelle von pSP72 kloniert und wurde 

bereits als LTR-E/X-pA beschrieben [265]. Das Konstrukt LTR-E/X-pA �uORF 

resultierte aus der Insertion eines Adapters aus den Oligonukleotiden #827/#828 in den 

KasI-KpnI geöffneten Vektor LTR1.4E�KSD1 [175] und anschließender Ligation des 

BspEI-EcoRI Fragments aus diesem Zwischenklon in den ebenso geschnittenen Vektor 

LTRuORF17. Die Insertion des PCR-Produkts der Primer #927/#643 an LTRuORF17 in 

den EcoRI-KpnI geschnittenen Vektor lieferte das Konstrukt LTRuORF7 mit verkürztem 

uORF. LTRuORF12 und LTRuORF32 wurden durch Insertion der PCR-Produkte mit 

den Primern 925/643 bzw. #958/#643 kloniert. Um eine Variation der Translation 

aufgrund einer Veränderung in der Effizienz der Kodon-Nutzung zu verhindern, wurden 

zur Verlängerung des uORF auf 32 Aminosäuren Kodons der uORF17 Sequenz verwendet. 

Die entsprechenden Konstrukte der SVuORF X ctatcrev-Serie wurden durch Insertion der 

EcoRI-SacI Fragmente der LTRuORF-Serie und dem SacI-XhoI Fragment aus SVcrev in 

den EcoRI-XhoI geschnittenen Vektor SV-E/X-pA uORF (SpNLA1 ELP) kloniert, welcher 

durch Insertion des Linkers #829/#830 in den EcoRI-BlnI geschnittenen Vektor SV-E/X-

pA �uORF (entspricht SV E/X [152]) entstand. Die Konstrukte der 

LTRuORF X ctatcrev-Serie wurden durch Klonierung der EcoRI-CelII Fragmente der 
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entsprechenden SVuORF X ctatcrev Konstrukte in den EcoRI-CelII geschnittenen Vektor 

LTRuORF17 erhalten (Das X steht als Platzhalter für die Kodonlängen der verschiedenen 

uORFs). 

2.2.7 Plasmide der intercistronischen Abstandsserie 

Um die Insertion von PCR-Produkten zwischen SalI und XhoII, also zwischen uORF und 

dem tat-Startkodon, in SVuORF17ctatcrev zu ermöglichen, wurde die zusätzliche SalI 

Schnittstelle in der 3’-Multicloningsequenz durch Ligation des EcoRI-SalI Fragmentes mit 

dem XhoI-EcoRI geöffneten Vektor deletiert. Dem neuen Vektor 

SVuORF17ctatcrev �SX wurden Fragmente von 62, 88, und 121 bp aus PCRs an SV-

E/X-pA �uORF mit dem 5’-Primer #1216 und den 3’-Primern #1217, #1218, #1219 

inseriert. Diese Fragmente beinhalten Sequenzen 5’-wärts des rev-Startkodons innerhalb 

des tat-ORF von nt 5851 bis nt 5970, 5937 oder nt 5911. Die so entstandenen Konstrukte 

der Serie wurden LTR uORF17 icdX ctatcrev und SV uORF17 icdX ctatcrev benannt 

(Das X steht als Platzhalter für die unterschiedlichen intercistronischen Abstände). 

2.2.8 Plasmide der AUG-Stärkenanalyse 

Die Plasmide pRL5’tat, pRL5’uORF und pRL5’vpu wurden mit den 5’-Primern #1452/#1455 

bzw. #1456 sowie #1451 als 3’-Primer und pRLSV40 (Promega) als Matrize kloniert. Das 

PCR-Produkt wurde AflIII-NheI geschnitten und in den mit den gleichen 

Restriktionsenzymen geöffneten Vektor pRLSV40 eingefügt. Die Plasmide 

pRLuORF5’vpu-5U und pRL5’vpu-3U-5U wurden mittels Insertion eines Adapters kloniert. In 

den SfuI-NheI geschnittenen Vektor pRL5’vpu wurden die hybridisierten Oligonukleotide 

#1572/#1569 (-5U) und #1570/#1571(-3U-5U) kloniert.  

2.2.9 Plasmide zur Untersuchung der uORF-AUG-Erkennung 

Für das Konstrukt LTRuORFtatctatcrev wurde eine PCR mit den Primern #212/#1276 an 

LTRuORF17 durchgeführt. Das EcoRI-Kpn2I geschnittene PCR-Produkt wurde in den 

gleichermaßen geschnittenen Vektor LTR uORF17ctatcrev ligiert. Für die Klonierung von 

LTRuORFvpuctatcrev wurde das PCR-Produkt der Primer #212/#1275 an LTRuORF17 

verwendet. Die Konstrukte der entsprechenden SVuORFXctatcrev-Serie (X steht für die 

vpu- oder tat-AUG-Umgebung) wurden über Insertion des BlnI-CelII Fragments der LTR-
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Konstrukte in den ebenso geschnittenen Vektor SV E/X kloniert [152]. Die Konstrukte 

LTRuORFvpu-5Uctatcrev und LTRuORFvpu-3U-5Uctatcrev wurden durch Insertion der 

Oligonukleotide #1566/#1565 (vpu–3U-5U) und #1568/#1567 (vpu–5U) in den EcoRI-

BlnI geöffneten Vektor LTRuORFvpuctatcrev kloniert. Für die Konstrukte 

SVuORFvpu-5Uctatcrev und SVuORFvpu-3U-5Uctatcrev wurden die gleichen 

Oligonukleotide in den EcoRI-BlnI geöffneten Vektor SVuORFvpuctatcrev inseriert. 

2.2.10 Plasmide der 1.5-Serie 

Das Plasmid SV1.5E vpu uORF wurde durch Ligation des 83 nt BssHII-HindIII-

Fragments von pNLA1 1.5 und des 321 nt HindIII-KpnI-Fragments von SV E/X in den 

BssHII-KpnI geöffneten Vektor SV1.4E tat-rev-SD4- erhalten. Zum Erhalt des Plasmids 

SV1.5E vpu uORFtat wurde das PCR-Produkt der Oligonukleotide #999/#643 an pNLA1 

HindIII-KpnI Fragment geschnitten, bei der Klonierung von SV1.5E vpu �uORF wurde 

das PCR-Produkt #998/#643 an pNLA1 ebenso geschnitten und mit dem BssHII-HindIII-

Fragment von pNLA1 1.5 und dem BssHII-KpnI geöffneten Vektor SV1.4E tat-rev-SD4- 

ligiert.  

2.2.11 Plasmide der 1.3�SD3-Serie 

Das Plasmid pNLA1 1.3�SD3 wurde aus pNLA1 [287] kloniert, einem cDNA 

Abkömmling von pNL4-3, dem das gag- und der größte Teil des pol -Gens fehlt [3]. Der 

Vektor pNLA1 wurde mit BssHII-EcoRI (nt 712 –1575), das PCR-Produkt der Primer 

#866/#223 an pNLA1 mit EcoRI und Eco47III und das PCR-Produkt der Oligonukleotide 

#214/#745 an LTR134envpA mit BssHII und Eco47III geschnitten und zum Plasmid 

pNLA1 1.3�SD3 ligiert. Die so eingebrachte Eco47III Schnittstelle ersetzt den 

Spleißdonor 3. Das vpr–-Plasmid pNLA1 1.3�SD3�vpr entstand durch die Insertion des 

PCR-Produkts der Primer #214/#874 an pNLA1 1.3�SD3 in den BbsI-BssHII (nt 712-

1413) geschnitten Ausgangsvektor pNLA1.  

pNLA1 1.3�SD3uORF entstand durch Insertion des BssHII-EcoRI geschnittenen PCR-

Produkts der Primer #214/#873 an pNLA1 1.3�SD3 in den BssHII-EcoRI geöffneten 

Vektor pNLA1(nt 712–1575). Das entsprechende Plasmid pNLA1 1.3�SD3�uORF wurde 

nach Schnitt des Plasmids pNLA1 1.3�SD3uORF mit EcoRI und Eco47III und Ligation 

  35 



 
Material und Methoden   

des PCR-Produkts der Primer #866/#964 an pNLA1 1.3�SD3uORF erhalten, was zu einer 

Mutation des uORF-ATG zu CCG führte. pNLA1 1.3�SD3vpr78 entstand durch Ligation 

des pNLA1 1.3�SD3 EcoRI-SalI-Fragments (nt 1575-1617) mit einem Adapter aus den 

hybridisierten Oligonukleotiden #909/#911. Das so eingefügte zusätzliche T an Position 

1602 führte zu einer Leserasterverschiebung und in Position 1623 zu einem Stoppkodon. 

Zur Klonierung von pNLA1 1.3�SD3vpr53 wurde pNLA1 1.3�SD3vpr– EcoRI-BssHII 

geschnitten und mit dem ebenso geschnittenen PCR-Produkt der Primer #384/#1214 an 

pNLA1 1.3�SD3 ligiert. Die entsprechenden Konstrukte der pNLA1 1.3�SD3ctatcrev-

Reihe wurden durch Austausch des EcoRI-XhoI Fragments der pNLA1 1.3�SD3-Serie 

durch das EcoRI-XhoI Fragment von pUHctatcrev, einem pNLA1-Derivat, das dem 

Spleißereignis von SD4 nach SA7 entspricht, erhalten. Die Klonierung von pNLA1 

1.3�SD3vpr78ctatcrev erfolgte aufgrund der Lage der Mutation über Insertion des SalI-

CelII Fragments von pUHctatcrev in den SalI-CelII geschnittenen Vektor 

pNLA1 1.3�SD3vpr78. Die Konstrukte der SV1.3�SD3ctatcrev �PS-Reihe wurden durch 

Insertion des BssHII-SacI Fragments der pNLA1 1.3�SD3-Serie in SV1.4 ctatcrev 

(kloniert von D. Bilicic: unter dem Namen Svtar++ccrev [18]) und Austausch des PvuII-

SacI-Fragments der TAR-Region (nt 436 bis 491) durch einen Adapter aus den 

Oligonukleotiden #860/#861 erhalten. Die Transkription dieser Konstrukte ist daher nicht 

mehr durch Tat induzierbar. 

2.2.12 Plasmide der 1.4-Serie 

Das Konstrukt LTR1.4EuORF24e wurde über zwei PCRs mittels nahtloser Ligation 

(siehe 2.3.4) kloniert: Das PCR-Produkt der Primer #212/#1213 an LTR1.4envpA wurde 

AflII-BbsI und das PCR-Produkt mit den Primern #1215/#643 BbsI geschnitten. Beide 

Fragmente wurden in den AflII-BbsI geöffneten Vektor LTR-E/X-pA �uORF17 inseriert. 

Die Konstrukte SV1.4uORF24ectatcrev und SV1.4ctatcrev wurden durch Insertion des 

391 nt HindIII-Bsu36I Fragments aus LTR1.4E bzw. LTR1.4E uORF24e — was den 

uORF und den 5’-Bereich des tat-ORFs umfasst — in den gleichermaßen geöffneten 

Vektor SV1.3�SD3uORFctatcrev kloniert. Das Konstrukt SV1.4uORF24ectatcrev�PS 

und das Konstrukt SV1.4ctatcrev�PS zur Bestimmung der Tat-Expression wurden dann 

durch Insertion eines PvuII-SacI Adapters aus den Oligonukleotiden #860/#861 erhalten. 
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Die Konstrukte LTR1.4uORF24ectatcrev und LTR1.4ctatcrev zur Bestimmung der Rev-

Expression wurden aus dem BssHII-CelII geöffneten Vektor LTR1.4E uORF24e bzw. 

LTR1.4E durch Insertion des BssHII-CelII Fragments aus dem Plasmid pNLA1 1.3�SD3 

ctatcrev kloniert. 

2.2.13 Reporterplasmide für die Tat- und Rev-Messung 

Das Rev-Reporter Plasmid SVt-r-envRL wurde wie folgt kloniert: Der Vektor SVt–r–

envCAT [266] wurde XmaI-BbsI geschnitten und das Esp3I-XmaI geschnittene PCR-

Produkts der Primer #1271/#1272 an pRLSV40 (Promega) inseriert, sodass das CAT-Gen 

durch das Luziferasegen aus Renilla reniformis ersetzt wurde.  

Für das Tat-Reporterplasmid LTR 636 RL wurde ein von einer BglII und einer XmaI 

Schnittstelle flankiertes 636 nt LTR-Element [330] in den mit den gleichen Enzymen 

geschnittenen Vektor pRL0 (Promega) kloniert. 

2.2.14 Plasmide zur Kotransfektion 

LTRcvpr wurde über eine nicht homologe Religation des MunI-KpnI geöffneten Vektors 

pNLA1 1.3�SD3 mit Xenopus-Ei-Extrakt kloniert [265].  

Das Plasmid SVcrev besitzt einen eukaryontischen SV40 early Promotor und den offenen 

Leserahmen der rev-cDNA Sequenz und ermöglicht die Expression von Rev, Das 

Konstrukt SVcrev�H/X unterscheidet sich von dem zuvor genannten Konstrukt durch die 

Deletion der Nukleotidsequenz zwischen der HincII und der XhoI Schnittstelle 3’-wärts 

des Rev-Leserahmens [175].  

Das Plasmid SVctat besitzt den Leserahmen der tat-cDNA Sequenz hinter einem 

SV40early Promotor. 

2.3 Rekombinante DNA-Techniken 

Molekularbiologische Standardmethoden wurden den Laborhandbüchern „Molecular 

Cloning“ [261], „Current Protocols in Molecular Biology“ [11] sowie „Analysis of RNA-

Protein Complexes in vitro“ [159] entnommen bzw. adaptiert. Die benötigten Chemikalien 

wurden von den Firmen Merck, Serva, Sigma und Roth bezogen. 
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2.3.1 Restriktionsendonukleolytische Fragmentierung 

Die restriktionsendonukleolytische Fragmentierung erfolgte mit Enzymen der Firmen 

MBI, NEB oder Roche Molecular Biochemicals gemäß Herstellerangaben. Bei der 

präparativen Fragmentierung wurden die DNA-Fragmente zur Isolierung auf 0,8 % 

lowmelt-Agarose (Biozym) Gelen in TB1/10 E Puffer (89 mM Tris-Base, 89 mM Borsäure, 

0,2 mM EDTA) aufgetrennt und unter der UV-Handlampe UVKL-6U 6W mit einem 

Skalpell ausgeschnitten. Die Fragmente wurden für 10 min bei 65°C hitzeinaktiviert und in 

der Ligation eingesetzt. 

2.3.2 Klonierungs-PCR 

Die Amplifikation von DNA Fragmenten für die Klonierung erfolgte in einem 100 µl 

Ansatz mit 2,5 U PWO-Polymerase (Roche). Es wurden 10 µl 10 � Puffer (+MgSO4, 

Roche) je 330 µM dNTP, je 0,5 µM Primer und 1 ng Template-DNA eingesetzt. Die 

Amplifikation. erfolgte in einem Robocycler Gradient 96 (Stratagene) mit einer initialen 

Denaturierung (94°C, 3 min) und 30 Zyklen ( 94°C, 30 sek; 54°C, 60 sek; 72°C, 60 sek). 

Abschließend erfolgte eine zusätzliche Elongations-Phase (72°C, 10min) und Kühlung der 

Amplifikate auf 4°C. Die PCR-Produkte wurden Phenol/Chloroform extrahiert mit 1/10 

Volumen LiCl (4 M) sowie 2,5 Volumen EtOH (eiskalt) versetzt, gefällt, mit 70 % EtOH 

gewaschen und für die folgendenden restriktionsendonukleolytischen Fragmentierungen in 

TE resuspendiert. 

2.3.3 Ligation 

Die Ligation wurde mit T4-Ligase (NEB) durchgeführt. Maximal 5 µl von der bei 65°C 

verflüssigten „lowmelt“ Agarose mit den gewünschten DNA-Fragmenten wurde in einem 

20 µl Ligationsansatz gemäß den Herstellerangaben für 60 min auf 37°C inkubiert und 5 µl 

zur Transformation eingesetzt. Die verbleibenden 15 µl wurden über Nacht bei RT 

inkubiert und gegebenenfalls erneut zur Transformation verwendet.  
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2.3.4 Nahtlose Ligation 

Zur Klonierung von Punktmutationen in Abwesenheit adequater Restriktionsschnittstellen 

wurden zwei-Insert-Klonierungen über zwei PCR-Reaktionen vorgenommen (Abb. 7). 

Einer der inneren Primer trug dabei die zu setzenden Mutationen sowie an seinem 5’-Ende 

eine Erkennungsstelle für ein TypIIs Restriktionsenzym wie beispielsweise BbsI oder 

Esp3I. Der zweite, innere Primer trug ebenfalls eine Erkennungsstelle für ein TypIIs 

Restriktionsenzym. Ein Restriktionsdau beider PCR-Produkte mit diesem TypIIs Enzym 

entfernt die Erkennungssequenz und führt gleichzeitig zu kompatiblen, ligierbaren 

Überhängen innerhalb der Ursprungssequenz. So kann eine Mutation ohne Naht bzw. 

Restriktionsstelle in die zu mutierende DNA-Sequenz eingefügt werden [230]. 
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2.3.5 Kompetente E. coli 

Abb. 7: Schematische Darstellung der nahtlosen Ligation. Um an einem bestimmten Punkt (X)
eine Mutation einzufügen, obwohl in deren unmittelbarer Nähe keine Restriktionsschnittstelle
vorhanden ist und zudem keine neue Schnittstelle eingefügt werden soll, werden die
entsprechenden inneren Primer für eine zwei-Insert-PCR-Klonierung über nahtlose Ligation
designt. Dabei wird am 5‘-Ende der Primer eine Erkennungsstelle für ein Typ IIs-Restriktionsenzym
integriert. Das hier bindende Enzym schneidet sequenzunabhängig in definiertem Abstand weiter
3‘-wärts in der authentischen Template-Sequenz (Schwarz dargestellt). Die PCR-Produkte
besitzen nach der Restriktion komplementäre, überhängende Enden innerhalb der Template-
Sequenzen einschließlich der eingefügten Mutation (X). Die zu inserierenden Fragmente können
so ohne Restriktionsschnittstelle nahtlos ligiert werden. Die Restriktion und Ligation an den
äußeren Primern erfolgt parallel konventionell. 

E. coli DH5αF’IQTM (Invitrogen Live Technologies) wurden aus einem Glycerinstock auf 

Luria-Bertani-Kanamycin-Agar ausgestrichen (LB-Agar, 25 µg Kanamycin /ml) und über 

Nacht bei 37°C inkubiert. Eine Einzelkolonie wurde in eine 2 ml Vorkultur (LB, 

Kanamycin 25 µg/ml) überführt. Nach 1h bei 37°C. wurde die Vorkultur in eine 200 ml 

Kultur überführt und bis zu einer OD600 von 0,5 inkubiert. Die Suspension wurde in 4 
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Falconröhrchen (50 ml) überführt und bei 4°C für 15 min mit 600 � g zentrifugiert. Die 

Pellets wurden in je 20 ml eiskaltem TFBI (30 mM KOAc; 100 mM RbCl; 10 mM CaCl2; 

50 mM MnCl2; 15 % Glycerin, eingestellt auf pH 5,8 mit Essigsäure, sterilfiltriert) 

resuspendiert, 90 min auf Eis gehalten und erneut 5 min mit 600 � g bei 4°C zentrifugiert. 

Die Pellets wurden in jeweils 4 ml eiskaltem TFBII (10 mM MOPS; 75 mM CaCl2; 10 mM 

RbCl; 15 % Glycerin; eingestellt auf pH 6,8 mit NaOH; autoklaviert) vorsichtig 

resuspendiert. Die Suspensionen wurden gepoolt, in Aliquots zu 50 µl in 

Eppendorfreaktionsgefäße überführt und im Methanol/Trockeneis schockgefroren. Die 

Lagerung erfolgte bei -80°C. 

2.3.6 Transformation 

50 µl kompetente E. colis wurden kurz angetaut, wenn nötig resuspendiert und nach 

Zugabe von 5 µl des Ligationsansatz für 20 min auf Eis gehalten. Die Transformation 

erfolgte durch 90 sek Hitzeschock im Wasserbad bei 42°C und nachfolgende Kühlung im 

Eisbad. Die Bakterien wurden in 800 µl SOC (2 % Bacto-Trypton (w/v); 0,5 % Hefe-

Extrakt (w/v); 0,05 % NaCl (w/v); 10 mM MgCl2; 20 mM Glucose) aufgenommen und 1 h 

bei 37°C unter Schütteln (220 rpm) inkubiert. 400 µl der Kultur wurden über Nacht auf 

Ampicillin-haltigem (100 µg/ml, Roche Molecular Biochemicals) LB-Agar (Invitrogen 

Live Technologies) ausplattiert und bei 37°C inkubiert. 

2.4 Analytische und präparative Plasmid-Isolierung 

Zur analytischen Plasmid-Isolierung wurden mit Einzel-Kolonien angeimpfte Übernacht-

Kulturen in 3 ml LB-Medium (Invitrogen Life Technologies), supplementiert mit 

Ampicillin (100 µg/ml; Roche Molecular Biochemicals,) abzentrifugiert (10 sek; 15.000 �

 g) und die Plasmid-DNA nach dem "QIAscreen Mini preparation"-Protokoll (QIAGEN) 

ohne Säulenelution isoliert. Positive Klone wurden über Restriktions-Analyse und 

Agarose-Gelelektrophorese in 1 � TBE (89 mM Tris-Base, 89 mM Borsäure, 2 mM 

EDTA) identifiziert. Die präparative Plasmid-Isolierung erfolgte über das „Qiagen Maxi 

preparation“ Protokoll. Nach Isopropanol-Präzipitation und einmaligem Waschen mit 70 % 

Ethanol wurde die DNA in TE-Puffer gelöst, die Konzentration photometrisch bestimmt 

(Ultrospec II-4050II; Pharmacia) und auf 1 	g/	l TE eingestellt. 
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2.5 Zellkultur 

Alle Expressionsstudien wurden mit HeLa-T4+-Zellen durchgeführt [201], einer humanen 

Cervix-Karzinom-Zelllinie, die aufgrund einer stabil integrierten Gen-Kopie den 

membranständigen Rezeptor CD4 konstitutiv exprimiert. Die Zellen wurden in DMEM 

(Dulbecco’s modified Eagle’s medium) supplementiert mit 10 % fötalem Kälber-Serum 

(FKS; Roche Molecular Biochemicals) und 100 	g/ml Geneticin (Invitrogen Live 

Technologies) in T175-Kulturflaschen (Nunc) bei 37°C und 7 % CO2 kultiviert. Die 

Ablösung subkonfluenter Zell-Rasen zur Passagierung oder Elektroporation (s.u.) erfolgte 

durch Behandlung mit 0,025 % (w/v) N-acetyliertem Trypsin; 0,05 % (w/v) EDTA in 

PBSdef (phosphate buffered saline deficient in Ca2+, Mg2+; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 

1,47 mM KH2PO4; 8,1 mM Na2HPO4�2H2O; pH 7,4) für 10 min bei 37°C. Die Zellen 

wurden maximal bis zur 15. Passage in Kultur gehalten.  

2.5.1 Bestimmung der Lebendzellzahl 

Nach Trypsin-Behandlung wurde die Zahl lebender Zellen durch Trypan-Blau-Ausschluss 

in einer Neubauer Zählkammer bestimmt. Dazu wurden 20 µl der gemischten 

Zellsuspension mit 20 µl der Trypanblau-Lösung (0,5 % Trypanblau in ddH2O) vermischt. 

Der Farbstoff dringt in tote Zellen ein und ermöglicht so die Zählung der Farbstoff-freien, 

lebenden Zellen. Es wurden 4 Großquadrate (GQ) gezählt und gemittelt. Die Zellzahl pro 

GQ entsprach der Zellzahl � 104/ml und muss noch um den Verdünnungsfaktor korrigiert 

werden. 

2.5.2 Transfektion von HeLa-Zellen mittels Elektroporation 

Die Transfektion der Zellen mit Plasmid-DNA erfolgte mittels Elektroporation [264]. 

Dabei wurden 10 µg des zu untersuchenden Plasmids und 5 µg des Reportersplasmids 

pGL3-Control oder 10 µg anderer Reporterplasmide eingesetzt. Bei Kotransfektion 

weiterer Plasmide wurden zusätzlich ebenfalls 10 µg dieses Plasmids eingesetzt, lediglich 

bei Kotransfektion des Tat-Expressionsvektors SVctat wurde nur 1 µg verwendet. Neben 

der Plasmid-DNA (1 	g/	l; TE) enthielt der Elektroporations-Ansatz 3 � 106 lebende 

Zellen in 350 	l Ablöse-Medium (Eagle's minimum essential medium, supplementiert mit 

25 mM HEPES und 10 mM NaHCO3. Die DNA-Menge in Kotransfektions-Experimenten 
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wurde durch Zugabe von pSVT7 als „mock“-DNA konstant gehalten. Die Zellen wurden 

mit einem Puls von 550 V/cm und 960 	F (BioRad Gene Pulser mit capacitance extender) 

behandelt. Die Zellen wurden 6 min nach der Transfektion in Kulturflaschen überführt und 

in DMEM, supplementiert mit 10 % FKS, und bei 7 % CO2 inkubiert. Zur Analyse der 

RNA mittels Northern Blot wurden je 6 gleiche Transfektionsansätze vereinigt. Wenn die 

Zellen 48 h nach der Transfektion geerntet wurden, wurde das Medium 24 h nach 

Transfektion gewechselt. 

2.5.3 Transfektion von HeLa-Zellen mittels Fugene™ 6 

Die Transfektion mittels Fugene™ 6 (Roche Molecular Biochemicals) erfolgte mit einem 

Zehntel der DNA-Menge, die für Elektroporations-Transfektionen verwendet wurde. Im 

Vergleich zur der zu transfizierenden DNA-Menge wurde DMEM Medium mit der 1,5-

fachen Menge Fugene™ 6 (v/w) auf 100 µl aufgefüllt und für 5 min inkubiert. Die 

Mischung wurde dann zu der vorgelegten DNA pipettiert, für weitere 15 min inkubiert und 

zu den Zellen gegeben. Für Protein-Analysen wurden 3 � 105 Zellen mit maximal 7 µg 

DNA transfiziert, für Northern Blot-Analysen wurden 3 � 106 Zellen mit der entsprechend 

angepassten DNA Menge transfiziert. 

2.6 �-Galaktosidase Färbung  

HeLa-T4 pBKLTR lac Indikatorzellen wurden 48 h nach Transfektion eines Tat-

Expressionsplasmids mit 50 % Azeton, 50 % Ethanol fixiert, zweimal mit PBS gewaschen 

und bei 37°C für 90 Minuten mit 3 ml X-Gal Färbelösung (5 mM K-Ferricyanat; 5 mM K-

Ferrocyanat; 2 mM MgCl2; 1 mg X-Gal/ml PBS) inkubiert. Die Reaktion wurde durch 

Waschen mit PBS gestoppt. Die Blaufärbung zeigte die Expression von Tat an, da das 

stabil integrierte �-Galaktosidase-Gen durch den Tat-induzierbaren HIV-1 Promotor 

kontrolliert wird. 

2.7  Normierung der Transfektions-Effizienz  

HeLa-T4+-Zellen wurden mit 0,5 µg des Reporter-Plasmids pGL3-Control (Promega) 

transfiziert. Dieser Vektor enthält das Luziferasegen von Photinus pyralis unter der 

Kontrolle des SV40 early Promotors. Die im Zuge der Luziferase-katalysierten ATP und 
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Mg2+ abhängigen Oxidation von Luziferin zu Oxiluziferin freiwerdende Biolumineszenz 

wurde in einem Luminometer in Form relativer Licht-Einheiten (RLU, relative light unit) 

gemessen. Der Luziferaseassay wurde als Doppelbestimmung mit 5 µl und 10 µl Zell-

Extrakt in mit Rinder-Serumalbumin (BSA 2 µg/µl) beschichteten 96-Wellplatten 

durchgeführt. Die Messung der Biolumineszenz erfolgte 2 sek nach Substrat-Zugabe 

(Luziferaseassay-Reagenz; Promega) im MicroLumat LB96P Luminometer (EG&G 

Berthold) über einen Zeitraum von 15 sek.  

2.8 Dualer Luziferaseassay 

HeLa-T4+-Zellen wurden mit 0,5 	g des Reporter-Plasmids pGL3-Control (Luziferase aus 

Photinus pyralis, Promega) und 1 	g des Rev-Reporterplasmids SVt–r–envRL oder des 

Tat-Reporterplasmids LTR636RL sowie den jeweils zu untersuchenden Tat- und Rev-

Expressionsplasmiden transfiziert. Die Tat- und Rev-Reporterplasmide enthalten das 

Luziferasegen der Weichkoralle Renilla reniformis (siehe 2.2.13). 24 h nach Transfektion 

erfolgte ein Mediumwechsel und nach weiteren 24 h wurden die Zellen gemäß 

Herstellerangaben durch 10 min Inkubation mit passivem Lysispuffer (Promega) lysiert. 

Der Zellextrakt wurde kurz über Zentrifugation geklärt (10 sek; 20.000 � g) und der 

Überstand mit 5 und 10 µl zur Bestimmung der Dualen Luziferase-Aktivität im 

Microlumat LB96P (EG&G Berthold) eingesetzt. Um die Transfektionseffizienz zu 

bestimmen wurden zunächst 100 µl des Photinus pyralis Luciferase Assay Reagent 

zugegeben und die Lumineszens der vom pGL3-Reporter exprimierten Luziferase 

bestimmt (siehe auch 2.7). In einem zweiten Schritt erfolgte über die Zugabe von 100 µl 

Stop&Glow Lösung (Promega) ein Wegfangen von ATP und/oder Mg2+ und damit eine 

Unterdrückung der Photinus-Lumineszens. Dies ermöglicht die nachfolgende Messung der 

Renilla-Luziferase-Expression durch die Oxidation von Coelenterazin und die daraus 

resultierende Biolumineszens. Die Messungen erfolgten jeweils mit 2 sek Verzögerung 

nach der Injektion für eine Dauer von 10 sek. 
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2.9 Protein-Bestimmung nach Bradford 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford beruht auf der Beobachtung, dass 

sich das Absorptionsmaximum einer sauren Lösung von Coomassie Brilliant Blue G-250 

durch Bindung von Proteinen von 465 nm nach 595 nm verschiebt [27]. Der Testansatz 

enthielt 50 	l verdünnten Zell-Extrakt und 200 	l Bradford-Reagenz (Proteinassay; Bio-

Rad; 1:5 verdünnt). Die Messung der Extinktion bei 595 nm erfolgte in Mikrotiterplatten 

mit einem BSA-Standard von 0-20 µg Protein/Vertiefung im ELISA-Reader (SLT 

Rainbow; SLT Labinstruments). Die Messungen wurden in zwei Verdünnungen und als 

Doppelbestimmung durchgeführt. 

2.10 Na-Dodecylsulfat-Protein-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Zur Western Blot-Untersuchung der gp160/gp120-Expressionsraten der Konstrukte der 

Leader-Reihe sowie der Leader-Reihe ohne tat-ATG-Umgebung wurden 3 � 105 Zellen 

mit 1-5 µg des zu untersuchenden Konstruktes sowie 0,5 µg pGL3-Control transfiziert. 

Nach 48 h wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers in das Medium überführt und 

nach zweimaligem Waschen mit PBS in 500 µl PBS resuspendiert. 70 µl dienten der 

Bestimmung der Protein- und Luziferasemenge (siehe 2.7 und 2.9). Der Aufschluss dieser 

Aliquots erfolgte durch dreimaliges Einfrieren (Methanol/Trockeneis) und Auftauen 

(37°C) für jeweils 1 min. Die restlichen in 430 µl PBS verbliebenen Zellen wurden durch 

Zentrifugation (kurz-Zentrifugation: 10 sek bis 14000 rpm) sedimentiert und mit 200 µl 

SDS-Treatmentpuffer (2 % SDS; 65 mM Tris HCL; pH 6,8; 10 % Glycerol; 10 % 

Dithiotreitol [DTT]) und 0,05 Volumenteilen Gelladepuffer (5 % Glycerin, 0,25 % 

Bromphenol-Blau, 0,25 % Xylencyanol) versetzt. Nach Denaturierung (10 min; 94°C), 

wurden Aliquots gleicher RLU Menge (siehe 2.7) entnommen und mit Zellextrakt von 

„mock“-transfizierten Zellen (pSVT7) auf gleichen Proteingehalt aufgefüllt. Die 

Auftrennung der Proteine erfolgte in diskontinuierlichen Polyacrylamidgelen.  

2.11 Reversible Zink-Imidazol-Färbung von SDS Polyacrylamidgelen 

Das SDS Polyacrylamidgel wurde kurz in ddH2O gewaschen und dann für 5 Minuten in 

einer Natriumcarbonatlösung (1 %) inkubiert. Danach wurde das Gel 15 Minuten in einer 

Imidazol-SDS Lösung (0,2 M Imidazol; 0,1 % SDS) inkubiert und 10 Sekunden mit 
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Wasser gespült. Es folgte eine Inkubation mit einer Zinksulfat Lösung (ZnSO4 0,2 M) bis 

die Banden deutlich zu sehen waren (30 sek bis 5 min) und zweimaliges Spülen des Gels 

für 10 Sekunden in ddH2O. Anschließend wurde das Gel erneut zweimal für 5 Minuten in 

ddH2O gespült. Die Lagerung der gefärbten Gele erfolgte in Natriumkarbonat (Na2CO3, 

1 %), die Entfärbung vor dem Blotten durch Inkubation mit 100 mM EDTA [87;88].  

2.12 Western Blot 

Nach Elektroblot (1 h; 70 V; in 200 mM Glycin; 25 mM Tris-Base; 20 % Methanol) auf 

PVDF Membran (Immobilon P; Millipore) wurde die Membran in Blockierlösung (PBS; 

10 % BSA; 10 % Tween 20) über Nacht blockiert und mit Waschpuffer (PBS; 1 % BSA; 

1 % Tween) gewaschen (1 � 15 min, 2 � 5 min). Die Antikörperinkubation erfolgte in 

Waschpuffer für jeweils 1 h.  

Alternativ wurde mit Milchpulverlösung (10 % (w/v) Milchpulver in PBS, 0,1 % Tween) 

15 Minuten blockiert. Die Erstantikörper-Inkubation erfolgte in Milchpulverlösung (5 % 

Milchpulver in PBS, 0,1 % Tween) für eine Stunde. Nach 3-maligem Waschen für 10 

Minuten mit PBS folgte die Zweitantikörper-Inkubation in Milchpulverlösung (10 % 

Milchpulver in PBS, 0,1 % Tween) und 5-maliges Waschen in PBS für je 10 min. 

Die anschließende Detektion der Meerettich-Peroxidase (POD) konjugierten 

Zweitantikörper erfolgte über das ECL-System (Amersham) und Film-Expositionen (ECL-

Film Amersham) gemäß den Herstellerangaben. Die Dokumentation und Quantifizierung 

erfolgte im Lumi-Imager-F1 (Roche) mit der LumiAnalyst 3.1 Software. 

2.13 CAT-ELISA 

Die quantitative Bestimmung exprimierter CAT-Mengen erfolgte mittels CAT-ELISA 

(Roche Molecular Biochemicals). Die Zellen wurden 48 h nach der Transfektion in 

1 � Reporter-Lysispuffer (Promega) aufgeschlossen. Nach Entnahme von Aliquots zur 

Protein- und Luziferase-Bestimmung (siehe 2.7 und 2.9), wurden die Zell-Extrakte in 

flüssigem N2 schockgefroren und bei -20°C gelagert. Die CAT-Menge wurde in 

Dreifachbestimmungen in einem Sandwich-ELISA nach Angaben des Herstellers durch 

Absorptions-Messung zu verschiedenen Zeitpunkten nach Substrat-Zugabe im ELISA 

Reader (SLT Rainbow; SLT Labinstruments) bestimmt. Die ermittelten CAT-Mengen 
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wurden mit Hilfe der Luziferase- und Protein-Bestimmung auf gleiche Transfektions-

Effizienz standardisiert. Die CAT-Menge wurde hierzu durch den RLU-Faktor dividiert. 

Der RLU-Faktor 1 entsprach jeweils dem niedrigsten im Luziferaseassay gemessenen 

RLU-Wert pro µg Protein der Transfektionen einer Versuchsserie. 

2.14 Isolierung von Gesamt-RNA 

HeLa-T4+-Zellen wurden 30 h nach Transfektion mit einem Zell-Schaber in das Medium 

abgelöst, zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und mit 7 ml RNAclean/107 Zellen 

(AGS) homogenisiert. Die RNA wurde durch Zugabe von 0,1 Volumenteilen 

Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) und 15 minütiger Zentrifugation bei 9.200 � g 

extrahiert. Die RNA enthaltende obere Phase wurde abgenommen und die RNA mit 1 

Volumen Isopropanol bei 4°C über Nacht gefällt. Nach 15 minütiger Zentrifugation bei 

9.200 � g und zweimaligem Waschen mit je 1 ml 75 % Ethanol wurde die RNA getrocknet 

und in DMDC-H2O resuspendiert. Konzentration und Ausbeute der RNA wurden durch 

spektralphotometrische Absorptions-Messung bei 260 und 280 nm bestimmt. 

2.15 Trennung nukleärer und zytoplasmatischer RNA mit hypotonischem 

Lysispuffer mit Natriumdeoxycholat und Triton-X-100 

Dieses Protokoll ermöglicht es neben der freien zytoplasmatischen RNA auch 

membrangebundene, zytoplasmatische RNA zu isolieren [20;301]. HeLa-T4+-Zellen 

wurden 30 h nach Transfektion mit eiskaltem PBS sowie mit hypotonischem Waschpuffer 

(1,5 mM KCl; 2,5 mM MgCl2; 5 mM; Tris HCl; pH 7,4) gewaschen und mit 3 ml 

eiskaltem, hypotonischem Lysispuffer (1 % Na-Deoxycholat; 1 % Triton-X-100; 1,5 mM 

KCl; 2,5 mM MgCl2; 5 mM Tris HCl; pH 7,4) für 10 Minuten auf Eis lysiert [292]. 

Unlösliche zelluläre Bestandteile sowie Verunreinigungen der zytoplasmatischen Fraktion 

durch Zellkerne wurden durch 5 minütige Zentrifugation (500 � g; 0°C) sedimentiert und 

der Überstand wurde mit 1 Volumenteil heißer (80°C), doppelt konzentrierter Solution D 

(8 M Guanidinium-Isothiocyanat; 50 mM Na-Acetat, pH 7; 1 % N-Lauroylsarkosin; 0,2 M 

�-Mercaptoethanol) versetzt [52]. Die in der Zellkulturflasche haftenden Zellkerne wurden 

in 3 ml hypotonischem Waschpuffer geschabt, zentrifugiert (5 min; 500 � g; 0°C) und in 

600 µl Solution D (4 M Guanidinium-Isothiocyanat; 25 mM Na-Acetat, pH7; 0,5 % N-

Lauroylsarkosin; 0,1 M �-Mercaptoethanol) aufgenommen. Es folgte die Ansäuerung der 
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Fraktionen mit 0,1 Volumenteilen Na-Acetat (2 M, pH 4). Nach Zugabe von 1 Volumenteil 

Phenol und 0,1 Volumenteilen Chloroform-Isoamylalkohol (24:1), gründlichem Mischen 

und Inkubation auf Eis (15 Minuten), folgte die Phasentrennung durch Zentrifugation (20 

Minuten; 9200 � g; 4°C) [52]. Die wässrige Phase wurde mit 1 Volumenteil Isopropanol 

versetzt und die RNA über Nacht bei 4°C gefällt. Die zytoplasmatische RNA wurde mit 

1 ml 70 % DMDC-Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50 µl DMDC-H2O gelöst, 

während die nukleäre RNA mit 100 µl 70 % DMDC-Ethanol gewaschen und in 12 µl 

DMDC-H2O resuspendiert wurde. Konzentration und Ausbeute wurden durch 

spektralphotometrische Absorbtionsmessungen bei 260 und 280 nm bestimmt. 

2.16 Trennung nukleärer und zytoplasmatischer RNA mit NP-40 Lysispuffer 

Die Trennung erfolgte wie beschrieben [117] mit folgenden Änderungen: Die Zellen 

wurden mit PBS gewaschen und mit 2 ml Nonidet P-40 (NP40) Lysispuffer (50 mM Tris 

pH 7,5; 100 mM NaCl; 5 mM MgCl2; 0,5 % NP40) 5 Minuten auf Eis inkubiert. Der 

Überstand wurde abgenommen und die in der Flasche verbleibenden Zellkerne wurden 

erneut mit 1 ml NP40-Lysispuffer gewaschen. Die Überstände wurden vereinigt und mit 

einem Volumenteil doppelt konzentrierter Solution D versetzt (siehe 2.15). Die Zellkerne 

wurden 3 mal mit je 1 ml HKCl-Puffer (10 mM Tris pH 7,9; 1 mM DTT; 140 mM KCl; 

5 mM MgCl2) gewaschen und danach mit 600 µl 1x Solution D versetzt. Die Kern und die 

Zytoplasma-Fraktion wurden weiter gemäß dem Protokoll von Chomczynski (siehe 2.15) 

behandelt. 

2.17 Trennung nukleärer und zytoplasmatischer RNA über Dounce Präparation 

nach Dignam 

Die Zellen wurden ins Medium gekratzt, für 10 min bei 4°C und 2000 � g pelletiert, in 

PBS (4°C) resuspendiert und erneut pelletiert. Die Zellen wurden 10 Minuten in dem 5-

fachen Pelletvolumen Puffer A (10 mM HEPES, pH 7,9; 1,5 mM MgCl2; 10 mM KCL; 

0,5 mM DTT) inkubiert. Die Zellen wurden erneut zentrifugiert, im 2-fachen 

Pelletvolumen Puffer A aufgenommen und mit 10 Hüben des B-Pistills des Dounce 

Homogenisators lysiert [74]. Die Lysis wurde mikroskopisch bestätigt. Der Zellextrakt 

wurde erneut bei 2000 � g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde als 

Zytoplasmafraktion mit einem Volumenteil doppeltkonzentrierter Solution D versetzt 
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(siehe 2.15). Die pelletierte Kernfraktion wurde 20 min bei 14000 � g zentrifugiert, der 

Überstand wurde verworfen und das Pellet mit 600µl 1x Solution D versetzt. Die Kern und 

die Zytoplasma-Fraktion wurden weiter gemäß dem Protokoll von Chomczynski (siehe 

2.15) weiter behandelt. 

2.18 Isolierung polyadenylierter RNA 

Die Isolierung polyadenylierter RNA [poly(A)+ RNA] erfolgte durch magnetische 

Separation mit Dynabeads Oligo (dT)25 (Dynal). Abweichend vom Standard-Protokoll des 

Herstellers wurden für 20 µg zytoplasmatische RNA 1,5 mg Dynabeads Oligo (dT)25 

eingesetzt. Das Binden der poly(A)+ RNA an die Festphase erfolgte unter leichtem 

Schütteln in einem Volumen von 200 µl. Die poly(A)+ RNA wurde mit 20 µl Gel-

Ladepuffer (50 % (v/v) Formamid; 2,15 M Formaldehyd; 1 � MOPS-Puffer pH 7,0 

[20 mM 3-(N-Morpholino)-propansulfonsäure; 8 mM NaAc; 1 mM EDTA]; 22,5 % (v/v) 

DMDC-H2O) durch Inkubation bei 68°C eluiert. 

2.19 Evaluierung der Trennung nukleärer und zytoplasmatischer RNA im Slotblot 

Je 2 µg der gemäß der verschiedenen Protokolle (2.15-2.17) isolierten zytoplasmatischen 

und nukleären RNA wurden mit Hilfe einer Slotblotapparatur (Minifold II SRC 072/0, 

Schleicher&Schüll) auf positv geladenen Nylon Mebran (Roche Molecular Biochemicals) 

übertragen und durch UV-Quervernetzung (0,5 J/cm2) fixiert. Die Membranen wurden 

dann mit Digoxigenin markierten antisense-Sonden gegen Zytochrom C Oxidase 

Untereinheit 2 (CCOXII) als Zytoplasma-Marker und gegen eine �-Aktin Intronsequenz 

als Kern-Marker gemäß dem Herstellerprotokoll (Roche) bei 68°C inkubiert (siehe 2.20). 

2.20 Northern Blot-Analyse 

Gleiche Mengen nukleärer RNA wurden in Gel-Ladepuffer auf gleiche RNA-

Konzentration gebracht. Die durch 15minütige Inkubation in Gel-Ladepuffer bei 68°C 

denaturierte poly(A)+ RNA aus ca. 20-50 µg zytoplasmatischer RNA sowie ca. 3-10 µg 

nukleärer RNA wurden in einem 1 % Agarose-Formaldehyd-Gel aufgetrennt. Nach dem 

Lauf wurde das Gel unter fließendem Wasser gespült und 10 min in 20 � SSC (standard 

saline citrate; 3 M NaCl; 0,3 M tri-NaCitrat�2H2O) inkubiert. Die RNA wurde durch 

Kapillar-Transfer mit 20 � SSC auf eine positiv geladene Nylon-Membran (Roche 
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Molecular Biochemicals) geblottet und durch UV-Quervernetzung mit 0,3 J/cm2 

immobilisiert (Fluo-Link; Biometra). Die mindestens 1-stündige Prähybridisierung und die 

sich anschließende Hybridisierung über Nacht wurden in H-SDS-Puffer (50 % (v/v) 

Formamid; 5 � SSC; 50 mM Na-Phosphat; 0,1 % (w/v) N-Lauroylsarkosin; 7 % (w/v) 

SDS; 2 % (w/v) Blocking Reagenz [Roche Molecular Biochemicals]; 50 	g/ml Hefe-

RNA) bei 68°C durchgeführt. Die Membran wurde mit Digoxigenin-(DIG-)-markierten 

RNA-Sonden hybridisiert, die in vitro mit Phagen-RNA-Polymerasen (T7 bzw. SP6 

Polymerase, siehe 2.2.5) hergestellt wurden (DIG RNA Labeling Kit; Roche Molecular 

Biochemicals). Der Nachweis von hGH-mRNA, die vom kotransfizierten Plasmid pXGH5 

[274] transkribiert wurde, diente der Normierung der Transfektions-Effizienz und der 

Kontrolle der Gel-Beladung. Hybridisierte DIG-Sonden wurden mit einem Anti-DIG-

Alkalische Phosphatase-Konjugat (50 mU/ml; Roche Molecular Biochemicals) und 

Chemilumineszenzsubstrat (250 µM CDP-Star; Roche Molecular Biochemicals) gemäß 

den Herstellerangaben nachgewiesen. Die Chemilumineszenz wurde mit Hilfe einer CSC-

Videokamera (Cybertech) und der Raytest Software TINA 2.09 oder mittels eines Lumi-

Imager F-1 (Roche) und der zugehörigen LumiAnalyst 3.1 Software (Roche) quantifiziert. 

Zusätzlich wurden Film-Expositionen durchgeführt (ECL-Film, Amersham). Die durch 

Quantifizierung erhaltenen Daten der HIV-1 mRNA-Signale wurden, soweit möglich, auf 

gleiche hGH-Signale normiert. 

2.21 Prokaryontische in vitro Transkription 

Die T7 in vitro Transkriptionskonstrukte wurden linearisiert, Phenol/Chloroform 

extrahiert, mit 2,5 Volumenteilen EtOH präzipitiert, mit 70 % EtOH gewaschen und in TE 

resuspendiert. 1 µg der linearisierten DNA wurde mit 10 U T7 RNA Polymerase (Roche 

Molecular Biochemicals); 400 µM ATP, CTP, GTP (jeweils); 40 µM UTP und 20 µCi [�-
32P]UTP (800 Ci/mmol, Amersham Bioscience) 60-120 min in vitro transkribiert. Für das 

Cappen der Transkripte wurden nur 100 µM GTP und 1 mM GpppG cap-Analogon 

(Amersham Bioscience) eingesetzt. Die Transkripte wurden auf denaturierenden 6 % 

Harnstoff-Polyacrylamid Gelen mit 15 W (300 V) aufgetrennt (National Diagnostics), 

ausgeschnitten und über Nacht in Elutionspuffer (0,3 M Na-Acetat; 1 mM EDTA) bei 4°C 

eluiert. Die Transkripte wurden Phenol/Chloroform extrahiert und präzipitiert. Alternativ 
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wurde der T7-Megashortskript Ansatz von Ambion gemäß den Herstellerangaben 

verwendet. 

Digoxigenin markierte Sonden zur Detektion im Northern Blot wurden mittels des DIG 

RNA „labeling“ Mix (Roche Molecular Biochemicals) gemäß Herstellerangaben 

hergestellt. Zirka 1 µg DNA wurde linearisiert, Phenol/Chloroform extrahiert, präzipitiert 

und mit 70 % EtOH gewaschen und in DMDCH2O aufgenommen. Die Transkription erfolgte 

mit dem 10-fach DIG „labeling“ Mix (10 mM ATP, GTP, CTP; 6,5 mM UTP; 3,5 mM 

DIG-11-UTP) und 10-fach Transkriptionspuffer (400 mM Tris pH 8; 60 mM MgCl2; 

100 mM DTT; 20 mM Spermidin) unter Zugabe von 1 µl Rnasin (Promega; 20U/µl) und 

2 µl Phagen Polymerase (T7/SP6, 20 U/µl) in einem Gesamtvolumen von 20 µl für 1-2 h. 

Die Reaktion wurde mit 2 µl EDTA (0,2 M) gestoppt und das Gesamtvolumen mit 

DMDCH2O auf 50 µl aufgefüllt. Die Transkripte wurden mit 25 µl NH4OAc (10M) und 50 µl 

Isopropanol gefällt, mit DMDC70 % EtOH gewaschen und in 20 µl DMDCH2O resuspendiert. 

Die biotinylierten Transkripte für die AffinitätsPräzipitations-Analysen wurden mittels 

des Ambion in vitro Transkriptionskit Megaskript gemäß den Herstellerangaben 

hergestellt. Die zusätzliche Biotinylierung erfolgte durch Reduktion der UTP 

Konzentration von 7,5 mM auf 5,625 mM und Zugabe von Biotin 16 UTP (0,5 mM; 

Sigma). Die Transkription erfolgte 2-8 h bei 37°C. Die Transkripte wurden im 

denaturierenden Harnstoffgel aufgetrennt (6 %; 16 W; 1 h), über UV-Absorbtion 

(shadowing) mit einer Handlampe (254 nm, Handlampe UVKL-6U 6W) ausgeschnitten, in 

Elutionspuffer (0,3 M Na-Acetat, 1 mM EDTA) aufgenommen, mit Phenol versetzt und 

über Nacht eluiert. Nach Phenol/Chloroform Extraktion wurde die RNA präzipitiert, 

gewaschen und in ddH2O resuspendiert. 

2.22 Renaturierung der Transkripte  

Zur Renaturierung wurden die mit 70 % EtOH gewaschenen, präzipitierten Transkripte in 

20 µl Renaturierungs Puffer (140 mM KCl; 20 mM Tris-Cl pH 7,8) resuspendiert. Die 

Transkripte wurden 1 min auf 90°C und 15 min auf 60°C erhitzt, dann innerhalb von 

15 min auf 30°C abgekühlt. Die MgCl2 Konzentration der RNA Lösungen wurde auf 

2,5 mM eingestellt und die Transkripte für weitere 15 min bei 30°C inkubiert. 
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2.23  nukleärer in vitro Degradationsassay 

Die renaturierten Transkripte wurden auf Eis gehalten [159]. Gleiche Tscherenkow 

Aktivitäten der zu vergleichenden Transkripte wurden vereinigt und in einem HeLa 

Zellkern Extrakt [74] der Degradation unterworfen. Die Degradation fand bei 30°C in 

Gegenwart von 0,4 mM NTPs, 75 mM Kreatinphosphat, 1,5 mM DTT, 5 mM MgCl2, und 

44 % (v/v) Kernextrakt statt. Während der Degradation entnommene Aliquots wurden mit 

8-fachem Volumen Stopplösung (0,3 M Tris-HCl; pH 7,4; 0,3 M Na-Acetat; 0,5 % SDS; 

2 mM EDTA; 3 µg/ml tRNA) versetzt, Phenol/Choroform extrahiert, präzipitiert und in 

20 µl TE resuspendiert. Gleiche Tscherenkow Aktivitäten der Aliquots wurden auf 

denaturierenden Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Die Residual-RNA wurde mittels eines 

Phosphorimaging Plate Scanner (FUJIFILM BAS-1500) und der Raytest-Software TINA 

2.09 quantifiziert. 

2.24 Rev/RRE-Shift 


�
32P] markierte in vitro Transkripte verschiedener RRE-Strukturen wurden mit 2 µl 10x 

Renaurierungspuffer (100 mM KCl; 100 mM HEPES, pH 7,6) in einem 20 µl Ansatz für 

90 sek bei 95°C und für 20 min bei 37°C inkubiert und danach auf Eis gehalten. 1 µl (500 

–1500 cpm) der RRE-RNA wurden mit 0-200 ng Rev (freundlicherweise zur Verfügung 

gestellt von Prof. J. Kjems) unter Protein-Bindebedingungen (10 mM HEPES, pH 7,9; 

100 mM KCl; 2 mM MgCl2; 0,5 mM EDTA; 10 % Glycerin; 0,05 µg/µl tRNA) 10 

Minuten auf Eis inkubiert. Die Komplexe wurden auf einem 4 % TBE Polyacrylamidgel 

bei maximal 5 W/300 V und 4°C aufgetrennt. 

2.25 Eukaryontische in vitro Transkription 

Die in vitro Transkription in Hela Kernextrakt wurde gemäß dem Herstellerprotokoll 

(Promega) durchgeführt. Die Transkription erfolgte mit 5 µl Hela „nuclear-transcription“ 

Puffer (20 mM HEPES KOH, pH 7,9; 100 mM KCl; 0,2 mM EDTA; 0,5 mM DTT; 20 % 

Glycerin); 6 µl Hela Kernextrakt in Puffer D; 1,5 µl MgCl2 (50 mM); 1µl NTP Mix 

(0,4 mM UTP; 10 mM ATP; CTP; GTP); 1µl [�32P]UTP (20 mCi/ml) und 100-400 ng 

linearisierter DNA. Die Transkription erfolgte in einem 25µl Ansatz für 60 min bei 30°C 

und wurde mit 175 µl Stopplösung (0,3 M Tris-HCl, pH 7,4; 0,3 M Na-Acetat; 0,5 % SDS; 
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2 mM EDTA; 3 µg/ml tRNA) gestoppt und nach Phenol/Chloroform Extraktion, 

Präzipitation und Resuspension auf einem denaturierenden 6 % Harnstoff-Polyacrylamid-

Gel aufgetrennt. 

2.26 Analyse der Cappingeffizienz 

Die Analyse der Cappingeffizienz erfolgte mit 10 µg zytoplasmatischer oder nukleärer 

RNA, die in 100 µl rekombinantem GST-eIF4E in Cap-binde-Puffer [17 mM HEPES, 

pH 7,9; 83 mM NaCl; 0,08 mM EDTA; 0,8mM DTT; 17 % Glycerin; 0,08 % NP40; 1,1 % 

Polyvinylalkohol, 200 µg/ml Poly (U) und 17 µg/ml (dG:dC)] aufgenommen 2 Minuten 

auf 95°C erhitzt und mit 6 mM DTT versetzt wurde. Nach Zugabe von 30 µg GST-eIF4E 

wurde die Probe 1 h im Rotierer bei 4°C inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 25 µl 

der Gluthation-Sepharose und eine weitere Inkubation bei 4°C im Rotierer. Die im 

Überstand enthaltene RNA entsprach der Fraktion ungecappter RNA und wurde verwahrt, 

während die gecappte, an die Beads gebunde RNA mehrmals mit Waschpuffer (20 mM 

HEPES,pH 7,9; 0,1 M NaCl; 0,1 mM EDTA; 1 mM DTT; 20 % Glycerin; 0,1 % NP40) 

gewaschen wurde. Die RNA wurde mit 0,5 ml Elutionspuffer (0,3 M Na-Acetat, pH 4,5; 

1 % SDS. 1 µg Glycogen eluiert, danach wurde die RNA Phenol/Chloroform extrahiert 

und präzipitiert [210]. Die RNA-Fraktionen wurden dann in einem „RNase Protection 

Assay“ mit T7-Transkripten, die vom BglII linearisierten Plasmid 73LTRSalI BglII 

transkribiert wurden, untersucht, die Fragmentgrößen lagen für die Sonde bei 230 nt und 

bei Hybridisierung bei 165 nt. 

2.27 UV-Quervernetzungsanalysen (UV-crosslink) 

Gleiche Tscherenkow Aktivitäten zu vergleichender, [�-32P] markierter in vitro 

Transkripte (105-106 cpm) wurden jeweils in einem 25 µl Ansatz für 20 min bei 30°C unter 

unter Spleißbedingungen (1 mM ATP; 5 mM Kreatinphosphat; 2,5 mM MgCl2; 2,5 U 

RNasin; 0,3 mM DTT; 0,5 µg/µl tRNA; 30 % (v/v) Kernextrakt) inkubiert. Die Reaktion 

wurde auf Eis 20 min mit UV-Licht bestrahlt (5 cm Abstand, 254 nm, Handlampe UVKL-

6U 6W), anschließend mit 0,1 µg/µl Rnase A bei 37°C für 20 Minuten inkubiert und mit 

SDS-Treatmentpuffer (2 % SDS; 65 mM Tris HCl, pH 6,8; 10 % Glycerol; 10 % DTT) 

versetzt. Es folgte die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine im denaturierenden 

Gel und der Nachweis RNA-bindender Proteine über Autoradiographie. 
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2.28 Protein-Affinitätspräzipitation (Pull-down) 

12,5 µl der Streptavidin-Sepharose-Lösung (Ultralink Pierce) wurden mit 10 

Volumenteilen Puffer D [74] 2-mal gewaschen und abzentrifugiert (2 min, 500 � g). Die 

Sepharose wurde dann mit 30 µl Kernextrakt unter Rotation inkubiert (30 min; 4°C), 

wodurch unspezifisch bindende Proteine aus dem Kernextrakt entfernt wurden. 

Gleichzeitig wurden 15 µl der Streptavidin-Sepharose-Lösung 2-mal mit 10 Volumenteilen 

NET-2 (50 mM Tris/HCl, pH 7,9; 0,05 % NP-40 (v/v); 0,5 mM DTT) gewaschen und 

anschließend 60 min bei 4°C in 10 Volumenteilen Blockierungs-Lösung (NET-2; 0,5 

mg/ml tRNA; 0,2 mg/ml BSA) unter Rotation blockiert. Je 50 pmol der biotinylierten 

Transkripte wurden unter Spleißbedingungen (1 mM ATP; 5 mM Kreatinphosphat; 

2,5 mM MgCl2; 2,5 U RNasin; 0,3 mM DTT; 0,5 µg/µl tRNA; 30 % (v/v) vorgeklärter 

Kernextrakt) in 100 µl Ansätzen für 20 min bei 30°C inkubiert. Die Bindungsreaktion 

wurde mit 200 µl Succrose KCl Lösung (20 % Succrose; 450 mM KCl) versetzt. Es folgte 

die Zugabe der in 20 µl Blockierungs-Lösung resuspendierten, blockierten Streptavidin-

Sepharose und eine weitere Inkubation unter Rotation für 1 h bei 4°C. Die gebundenen 

Komplexe wurden in 2 h 4-mal in 1 ml Waschpuffer (180 mM KCl; 20 mM HEPES KOH, 

pH 7,6; 1 mM MgCl2; 0,5 mM DTT; 0,1 mM EDTA; 0,05 % NP-40) gewaschen und in 20 

	l SDS-Treatmentpuffer (2 % SDS; 65 mM Tris HCl, pH 6,8; 10 % Glycerol; 10 % DTT) 

aufgenommen. 
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3 Ergebnisse 

Die HIV-1 Expression wird auf der transkriptionalen und posttranskriptionalen Ebene aber 

auch auf der translationalen sowie der posttranslationalen Ebene reguliert. In 

vorangegangenen Untersuchungen wurden im HIV-1 Genom verschiedene RNA-

Sequenzen, sogennante INS- oder CRS-Elemente, identifiziert, die die mRNA-Menge oder 

die Translokation der RNA in das Zytoplasma und damit die Virusreplikation beeinflussen. 

Diese Sequenzen können dabei ihren Effekt allein oder auch im Zusammenspiel mit dem 

Rev-vermittelten Export intronhaltiger Transkripte ausüben [228;255;267;269]. Im 

Folgenden wurden verschiedene HIV-1-Leadersequenzen, die die nicht kodierenden Exons 

2 und 3 (3.1) bzw. 5’-wärts liegende, kleine offene Leserahmen (3.2) enthielten, auf ihre 

Fähigkeit zur posttranskriptionalen Regulation der HIV-Genexpression untersucht.  

3.1 Die nicht kodierenden HIV-1 Leaderexons 2 und 3 

Beim alternativen Spleißen der HIV-1 Transkripte können unterschiedliche, nicht 

translatierte Leadersequenzen (5’-UTR) entstehen, die sich durch den Einschluss der 50 

bzw. 74 nt kurzen, nicht kodierenden Exons 2 bzw. 3 unterscheiden (Abb. 2). Da es sich 

um nicht kodierende und dennoch konservierte Exons handelt, stellte sich die Frage, ob die 

unterschiedlichen Leadersequenzen die HIV-1 Genexpression variieren können. Erste 

Hinweise darauf ergaben sich aus früheren Arbeiten mit Konstrukten mit 

Lysis mit Deoxycholat 
und Triton-X-100 

[292] 
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Homgenisation 
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Abb. 8: Vergleich von drei
Trennungsmethoden zur
Präparation zytoplasmatischer
und nukleärer RNA. Je vier
Präparationen wurden mittels Na-
Deoxycholat und Triton-X-100
(Tasche 1-4), „Dounce“
Homogenisation (Tasche 5-8) oder
NP-40 Lysispuffer (Tasche 9-12) in
Kern- (nc) und Zytoplasma- (cp)
RNA fraktioniert. Die isolierte RNA
wurde in TE aufgenommen und
gleiche Mengen auf die Membran
aufgetragen. Je eine Membran
wurde mit der Zytochrom-C-Oxidase-
Untereinheit-II Sonde (Zytoplasma-
spezifisch) bzw. mit der �-Aktin
Intron Sonde (Kern-spezifisch)
inkubiert, um die Trennung
zytoplasmatischer bzw. nukleärer
RNA nachzuweisen. 
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unterschiedlichenr HIV-1 Leadersequenzen [175;186]. Vorausgegangene Experimente in 

unserem Labor zeigten in Gegenwart von Exon 2 eine Erhöhung und in Gegenwart von 

Exon 3 eine Erniedrigung der HIV-1 Env-Glykoproteinexpression. Die Anwesenheit 

beider nicht kodierender Exons führte zu einer intermediären Expression, vergleichbar zu 

der ohne zusätzliche nicht kodierende Exons. Vergleichbare Ergebnisse wurden auch in 

einem heterologen Kontext beobachtet. Die molekularen Ursachen für die resultierenden 

unterschiedlichen Proteinmengen werden im ersten Teil der Arbeit auf ein frühes, 

nukleäres, post-transkriptionales Ereignis eingegrenzt. Die in den kommenden Abschnitten 

wiederholt verwendeten Begriffe Exon 2 bzw. Exon 3 beziehen sich auf die HIV-1 

Nomenklatur und nicht auf die Position der Exons in den hier untersuchten prä-mRNAs.  

3.1.1 Analyse der Leaderexon-vermittelten Genexpression in vivo 

Bei RNA-Mengen-Analysen nach transienter Transfektion von HeLa-T4+-Zellen mit 

Konstrukten, die unterschiedliche nicht kodierende Exons im 5’-UTR enthielten, zeigten 

sich höhere Gesamt-RNA-Mengen in Gegenwart des Exons 2 und niedrigere in Gegenwart 

des Exons 3. Da wir mittels Actinomycin D Untersuchungen zeigen konnten, dass es für 

die zytoplasmatischen RNA-Stabilitäten keine Exon-abhängigen Unterschiede in der RNA-

Halbwertszeit gab [186], stellte sich die Frage, ob die RNA-Mengenunterschiede bereits in 

der Kern-RNA-Fraktion zu beobachten sind. Um aus HeLa-Zellen möglichst reine 

Fraktionen nukleärer und zytoplasmatischer RNA zu gewinnen, wurden zunächst 

unterschiedliche Lysisprotokolle auf die Qualität der Fraktionierung hin überprüft: Dazu 

wurden gleiche Mengen der RNA-Fraktionen mittels Slotblot auf eine negativ geladene 

Nylon-Membran aufgetragen, UV-quervernetzt und mit Dig-markierten antisense RNA-

Sonden hybridisiert. Die Reinheit der nukleären RNA wurde über die Detektion 

intronhaltiger �-Aktin prä-mRNA, die Reinheit der zytoplasmatischen RNA über die 

Detektion mitochondrialer mRNA der Zytochrom-C-Oxidase-Untereinheit II 

nachgewiesen. Es zeigte sich, dass die Fraktionierung mittels eines hypotonischen 

Lysispuffers mit Triton-X-100 und Natrium-Deoxycholat als Detergens nach Thomas et al 

[292], zur geringsten Kontamination der Kernfraktion mit Zytoplasma führte (Abb. 8 links, 

Taschen 1-4). Ebenso führte die Trennung mittels diesen Protokolls bei Auftragung 

gleicher RNA-Mengen zu den höchsten spezifischen Signalintensitäten für die nukleäre 

RNA (Abb. 8 rechts). Im Vergleich zur Lysis Dounce Homogenisation (Taschen 5-8) [74], 
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oder mit NP40-Lysispuffer (Taschen 9-12) [117], lieferte das Protokoll von Thomas et al. 

[292] also die vergleichsweise beste Trennung von zytoplasmatischer und nukleärer RNA 

und wurde deshalb im Folgenden für die RNA-Fraktionierung verwendet.  

3.1.1.1 Die Leaderexon-vermittelte Variation der RNA-Menge ist unabhängig von 

den 3’-wärts gelegenen Sequenzen 

Um zu untersuchen, ob die jeweiligen Leadersequenzen die zytoplasmatische oder 

nukleäre mRNA-Menge beeinflussen, wurden Konstrukte verwendet, die 5’-wärts des tat-

Leserahmens kein (LTR1.4Etat-), ein (LTR1.2.4Etat-, LTR1.3.4Etat-) oder beide 

(LTR1.2.3.4Etat-) nicht kodierende Exons 2 und 3 als nicht spleißbare cDNA-Sequenz 

enthielten (Abb. 9A oben). Das tat-Startkodon wurde in diesen Konstrukten durch 

Punktmutation inaktiviert, um eine Translationsinhibition des weiter 3’-wärts liegenden 

env-Leserahmens durch das effizient erkannte tat-AUG zu umgehen. Das ebenfalls 

5’-wärts des env-ORFs positionierte rev-AUG wird nur ineffizient erkannt und erlaubt die 

Translation des env-ORFs durch „leaky-scanning“ (vgl. 3.2). Nach transienter Transfektion 

von HeLa-T4+-Zellen mit diesen Konstrukten, zusammen mit einem Tat-

Expressionsplasmid zur Stimulation des Tat-abhängigen HIV-1 Promotors im 5’-LTR, 

wurde die poly(A)+-aufgereinigte Kern-RNA und die zytoplasmatische RNA im Northern 

Blot analysiert. In Gegenwart des Exons 2 ergab die Analyse der nukleären env-mRNA-

Menge eine Erhöhung um 41 % (Abb. 9B nc, vgl. 1.4 mit 1.2.4) und in Gegenwart des 

Exons 3 eine Reduktion um 46 % (Abb. 9B nc, vgl. 1.4 mit 1.3.4). Die Gegenwart beider 

Exons führte zu einer Reduktion der mRNA-Menge um 29 % (Abb. 9B nc, vgl. 1.4 mit 

1.2.3.4). In Bezug auf die zytoplasmatische RNA zeigten sich noch deutlichere 

Mengenunterschiede. Exon 2 führte zu einer um 143 % erhöhten (Abb. 9B cp, vgl. 1.4 mit 

1.2.4) und Exon 3 zu einer um 71 % reduzierten RNA-Menge (Abb. 9B cp, vgl. 1.4 mit 

1.3.4). In Gegenwart beider Exons war eine Reduktion um 20 % zu beobachten (Abb. 9B 

cp, vgl. 1.4 mit 1.2.3.4). Es konnte also gezeigt werden, dass sich die zuvor beobachtete 

unterschiedliche Env-Proteinexpression [175] bereits in den nukleären RNA-Mengen 

widerspiegelte. 
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Abb. 9: Der Einfluss der Leaderexons auf die Transkriptmenge ist auf Ebene der prä-mRNA
zu beobachten und ist unabhängig von den 3‘-wärts liegenden Sequenzen. (A)
Schematische Darstellung der transfizierten Konstrukte. Dargestellt sind die offenen Leserahmen
(hellgrau) sowie die Sequenz der nicht kodierenden Exons 2 (grün) und 3 (rot), die einzeln oder
zusammen in die Spleißnahtstelle von HIV-1 Exon 1 und Exon 4 (sj) der Konstrukte eingefügt
wurden. Weiterhin dargestellt ist die LTR-Region, die diesen Konstrukten als Promotor dient
(dunkelgrau). Durch eine Punktmutation im Startkodon (X) wurde der tat-Leserahmen inaktiviert
(weißes Rechteck). (B,C) Northern Blot-Analyse der zytoplasmatischen (cp) und nukleären (nc)
RNA nach Transfektion von HeLa-T4+-Zellen mit Konstrukten der LTR1.X.4Etat--Serie (B) und der
LTR1.X.4.tatCAT-Serie (C) (das X steht als Platzhalter für die inserierten nichtkodierenden
Exons). In Spur 1.4 ist die mRNA des Konstrukts ohne zusätzliche nicht kodierende Exons (B:
LTR1.4Etat-; C: LTR1.4tatCAT), in Spur 1.2.4 des Konstrukts mit Exon 2 Sequenz im Leader (B:
LTR1.2.4Etat-; C: LTR1.2.4tatCAT) in Spur 1.3.4 des Konstrukts mit Exon 3 Sequenz im Leader
(B: LTR1.3.4Etat- ; C: LTR1.3.4tatCAT) und in Spur 1.2.3.4 des  Konstrukts mit Exon 2 und Exon 3
Sequenz im Leader (B: LTR1.2.3.4Etat-; C: LTR1.2.3.4tatCAT) aufgetragen. Die Pfeile markieren
die Laufhöhen der ungespleißten env-Transkripte (us) und der CAT-Transkripte (CAT) sowie des
Transkripts des humanen Wachstumshormons (hGH) zur Kontrolle der Transkriptionseffizienz.
Der Stern (*) markiert eine zusätzliche Bande, die möglicherweise auf Kreuzhybridisierung oder
auf Verdrängung der CAT-RNA durch ribosomale RNA basiert. Die Prozentangaben für die
normierten RNA-Mengen wurden für das Konstrukt ohne zusätzliche nicht-kodierende-Exons
gleich 100 % gesetzt. 
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Um zu prüfen, ob die Exon-abhängigen, unterschiedlichen nukleären RNA-Mengen 

unabhängig von den 3’-wärts liegenden HIV-Sequenzen waren, wurde der Einfluss der 

Leaderexons auf die Menge nukleärer und zytoplasmatischer RNA auch mit einer 

heterologen, nicht Rev-abhängigen Sequenz analysiert. Hierzu wurden Konstrukte 

verwendet, in denen die 3’-wärts liegende HIV-1 Sequenz gegen den Leserahmen des 

Reportergens Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT) ausgetauscht wurde (Abb. 9A 

unten). Die Quantifizierung der nukleären RNA-Menge ergab in Gegenwart des Exon 2 

eine Erhöhung um 52 % (Abb. 9C nc, vgl. Spur 1 mit Spur 2) und in Gegenwart des Exon 

3 eine Reduktion um 65 % (Abb. 9C nc, vgl. Spur 1 mit Spur 3). Die mRNA-Menge in 

Gegenwart beider Exons war mit 53 % intermediär (Abb. 9C nc, vgl. Spur 1 mit Spur 4). 

Vergleichbare Daten wurden auch für die zytoplasmatischen mRNA-Mengen beobachtet 

(Abb. 9C cp). Diese RNA-Untersuchungen zeigten, dass die Leaderexons die Menge 

nukleärer RNA unabhängig von den weiter 3’-wärts liegenden Sequenzen beeinflussen. 

3.1.1.2  Die expressionsfördernde Wirkung des Exons 2 ist positionsabhängig 

Um zu untersuchen, ob die expressionsfördende bzw. -inhibierende Wirkung der 

Sequenzen der nicht kodierenden Leaderexons 2 und 3 positionsabhängig ist, wurden diese 

Sequenzen 3’-wärts des CAT-Leserahmens positioniert (Abb. 10A). Nach transienter 

Transfektion von HeLa-T4+-Zellen mit diesen Konstrukten wurden die Proteinmengen im 

CAT-ELISA bestimmt (Abb. 10B).  

Im Vergleich zum Ausgangskonstrukt ohne zusätzliches HIV-1 Leaderexonsequenz 

(Abb. 10B, MCSpA) war bei allen drei Konstrukten eine um ca. die Hälfte reduzierte 

CAT-Expression (Abb. 10B, 2pA 48 %, 3pA 55 % und 23pA 39 %) messbar. Ein Exon-

spezifischer Einfluss war somit nicht mehr zu beobachten. Die expressionserhöhende 

Wirkung des Leaderexons 2 ist demnach abhängig von seiner Positionierung im 

5’-untranslatierten Bereich. Eine expressionsreduzierende Wirkung des Exons 3 über die 

offenbar unspezifische Halbierung der CAT-Expression hinaus war ebenfalls nicht 

nachweisbar.
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Abb. 10: Der stabilisierende Einfluss
des Leaderexons 2 auf die
Transkriptmenge ist positions-
abhängig. (A) Schematische
Darstellung der transfizierten
Konstrukte. Dargestellt sind die offenen
Leserahmen (grau), sowie die Sequenz
der nicht kodierenden Exons 2 (grün)
und 3 (rot) die alternativ oder
gemeinsam 3‘-wärts der CAT-Sequenz
der Konstrukte in eine multiple
Klonierungsstelle (MCS, weiß)
eingefügt wurden. Die LTR-Region
(dunkelgrau) dient als Promotor. (B) 
CAT-Expressionsanalyse nach
Transfektion von HeLa-T4+-Zellen mit
Konstrukten mit MCS (LTR1.4tatCAT
MCS pA, MCSpA) mit Exon 2
(LTR1.4tatCAT 2 pA, 2pA), Exon 3
(LTR1.4tatCAT 3 pA, 3pA) und Exon 2
und 3 (LTR1.4tatCAT 2/3 pA, 2/3pA).
Die CAT-Expression wurde mittels
eines CAT-ELISAs bestimmt und auf
die Luziferase-Expression als Maß der
Transfektionseffizienz normiert.
Dargestellt sind die normierten
Mittelwerte von drei unabhängigen
Messungen ± Standardfehler bezogen
auf die RNA-Menge des Konstruktes
LTR1.4tatCAT MCS pA (MCSpA).  
3.1.1.3 Beeinflussung der Expression nach Positionierung der kleinen nicht 

kodierenden Exons in einem Intron  

Wie in 3.1.1.1 gezeigt war die Wirkung der Leaderexonsequenzen bereits auf nukleärer 

Ebene der Kern RNA nachweisbar. Um untersuchen zu können, ob die Beeinflussung der 

nukleären RNA-Menge durch die nicht kodierenden Exons 2 und 3 zeitlich vor oder nach 

dem Spleißen erfolgte, wurden Exon 2, Exon 3 und Exon 2/3 in ein Intron kloniert. Dazu 

wurde zunächst ein Minimal-Intron in die Spleißnahtstelle 1.4 des zuvor verwendeten 

Vektors LTR1.4tatCAT MCS pA eingefügt, in das die Sequenzen der nicht kodierenden 

Exons 2 und 3 inseriert wurden. Die so erhaltene Konstruktserie wurde LTRSD X 

SAtatCAT MCS pA genannt (Abb. 11A).  

Die relative CAT-Proteinexpression dieser Konstrukte zeigte für das Konstrukt mit 

Minimal-Intron (Abb. 11B, E/P: 105 %) keine relevante Änderung der CAT-Expression im 

Vergleich zum Referenzkonstrukt ohne Intron (LTR1.4tatCAT MCS pA: 100 %, ohne 

Abb.). In Gegenwart der Sequenz des Exons 2 im Intron wurde eine Erhöhung (Ex 2: 
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Abb. 11: Einfluss der Leaderexonsequenzen auf die CAT-Protein- und RNA-Expression bei
Positionierung im Intron. (A) Aufbau der Konstruktserie LTRSD X SAtatCAT MCS pA. Dargestellt
ist der offene Leserahmen des Reportergens (CAT) (grau) sowie die nicht kodierenden Exons 2
(grün) und 3 (rot) die einzeln oder zusammen zwischen dem Spleißdonor (SD) und dem
Spleißakzeptor (SA) in die Restriktionsschnittstellen EcoRI (E) und PstI (P) eingefügt worden
waren. Die LTR-Sequenz dient als Promotor (dunkelgrau). Die Abbildungen zeigen die
Proteinexpresssion (B) und die RNA-Expression (C) des Konstrukts LTRSD SAtatCAT MCS pA mit
Minimal-Intron (E/P), des Konstrukts LTRSD Ex 2 SAtatCAT MCS pA (Ex 2), des Konstrukts
LTRSD Ex 3 SAtatCAT MCS pA (Ex 3) und des Konstrukts LTRSD Ex 2/3 SAtatCAT MCS pA
(Ex 2/3). (B) CAT-Expression der LTRSD X SAtatCAT MCS pA-Serie. HeLa-T4+-Zellen wurden mit
FuGene™ 6 mit den zu untersuchenden Konstrukten sowie dem Expressionsplasmid SVctat und
dem Reporterkonstrukt pGL3-Control transfiziert und nach 48 h geerntet. Die CAT-Protein-Menge
wurde mittels eines CAT-ELISA bestimmt und auf die Luziferase-Expression als Maß der
Transfektionseffizienz normiert. Dargestellt sind die normierten Mittelwerte von drei unabhängigen
Messungen ± Standardfehler. Die relativen Werte beziehen sich auf das Referenzkonstrukt
LTR1.4tatCAT MCS pA, dessen Expression auf 100 % (ohne Abb.) gesetzt wurde. (C) Northern
Blot-Analyse der zytoplasmatischen (cp) und nukleären (nc) RNA nach Transfektion der Konstrukte
der LTRSD X SAtatCAT MCS pA-Serie. HeLa-T4+-Zellen wurden mit 10 µg der Konstrukte
zusammen mit 10 µg des hGH-Expressionsplasmids mit FuGene™ 6 transfiziert und nach 30
Stunden geerntet: Die zytoplasmatische RNA wurde poly(A)+ aufgereinigt, gleiche Mengen RNA
wurden auf einem 1 % denaturierenden Agarosegel aufgetrennt und geblottet. Die Pfeile markieren
die Laufhöhen der gespleißten (s) und der ungespleißten (us) Transkripte sowie der hGH-
Transkripte (hGH, pXGH5) für die Bestimmung der Transfektionseffizienz. Zusätzlich waren
weitere, unterschiedlich starke Banden nachzuweisen (*). Die Prozentangaben der normierten
RNA-Mengen wurden für das Konstrukt ohne zusätzliche Intronsequenz auf 100 % gesetzt. 
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179 %) und in Gegenwart der Sequenz des Exons 3 eine Reduktion der Expression (Ex 3: 

26 %) beobachtet. Dies entsprach den zuvor gemachten Beobachtungen mit Konstrukten 

ohne herausspleißbare Leaderexons (siehe 3.1.1.1, Abb. 9). Bei der Analyse der 

zytoplasmatischen RNA zeigten sich im Northern Blot mit der CAT-Menge korrelierende 

Mengen von gespleißter RNA (Abb. 11C, cp, Ex 2: 120 %, Ex 3: 22 %). Daraus ließ sich 

schließen, dass die Sequenzen der nichtkodierenden Exons 2 und 3 die RNA-Menge 

bereits im Kern und vor dem Spleißen beeinflussen. Interessanterweise konnte in 

Gegenwart der Sequenz beider nicht kodierender Exons im Intron eine weitere Reduktion 

der CAT-Expression und der zytoplasmatischen mRNA-Menge beobachtet werden (vgl. 

Abb. 11B: Ex 2/3: 8 % und Abb. 11C, cp: 6 %). Dies stand im Gegensatz zu der 

nivellierenden Wirkung der Sequenz beider Exons im nicht herausspleißbaren Kontext 

(siehe 3.1.1.1, Abb. 9). Um zu prüfen, ob dieser Unterschied auf die Spleißreaktion 

zurückzuführen war, wurde die Kern-RNA untersucht. In der Kernfraktion konnte sowohl 

gespleißte als auch ungespleißte RNA nachgewiesen werden. Das Exon 2 führte als Teil 

der Intronsequenz zu einer Erhöhung der ungespleißten (Abb. 11C, nc, Ex 2: 132 %) und 

der gespleißten RNA (Ex 2: 109 %). Die Sequenz des Exons 3 führte im Intron zu einer 

Reduktion der ungespleißten (Ex 3: 75 %) und der gespleißten RNA (Ex 3: 16 %). Damit 

konnte hier bereits auf Ebene der prä-mRNA die Exonsequenz-abhängige Veränderung der 

RNA-Menge nachgewiesen werden. Die Gegenwart beider Exonsequenzen im Intron 

bewirkte dagegen eine starke Erhöhung der ungespleißten RNA (Ex 2/3: 167 %), wogegen 

kaum gespleißte RNA nachweisbar war (Ex 2/3: 14 %). Dies wies auf eine Spleißinhibition 

in Gegenwart beider Exonsequenzen hin, die zu einer Akkumulation ungespleißter RNA 

im Kern führte. Dies ließ sich auch an Hand der Ratio ungespleißter nukleärer zu 

gespleißter nukleärer RNA-Menge darstellen (Tabelle 1). Bei der Ermittlung der 

Quotienten fiel auf, dass eine Spleißinhibition, wenn auch deutlich schwächer, bereits in 

Gegenwart der Sequenz des Exons 3 zu beobachten war. Anhand der RNA-Menge und -

Verteilung konnte also gezeigt werden, dass neben der Wirkung der Sequenzen der nicht 

kodierenden Exons auf die prä-mRNA-Menge vor dem Spleißen, zusätzlich eine 

Spleißinhibition in Gegenwart des Exons 3 bzw. beider Exonsequenzen stattfand.  
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(Abb. 11C) 
Nicht kodierende Exons  

— 2 3 2/3 

nc prä-mRNA (us) 100 132 75 167
nc mRNA (s) 100 109 16 14
us/s 1 1 5 12

 

3.1.2 Beeinflussung der Expression durch RRE-Sequen

Um die Wirkung der Exonssequenzen zeitlich noch genauer 

die Exon 2- und Exon 3-haltigen CAT-Konstrukte mit einem

die Rev/RRE-Wechselwirkung die ungespleißte RNA unte

das Zytoplasma transportiert wird, sollte hierdurch eine w

möglich sein. Um die Rev/RRE-Interaktion an vollständig tra

spät kotranskriptional bzw. früh posttranskriptional zu e

Sequenz möglichst am 3’-Ende des Transkriptes inseriert w

den Publikationen verschiedener Arbeitsgruppen un
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dass ein Restriktionsfragment von 234 nt als RRE funktion
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Abb. 12: Sequenz und vorausgesagte Sekundärstruktur ver
Die schwarz hervorgehobenen RRE-Sequenzen wurden an Stell
(MCS) 3‘-wärts des Reportergens CAT inseriert. Die grau darges
Deletionen innerhalb des RREs. Die Konstrukte wurden als LTR
benannt, wobei X stellvertretend für die Länge des inserierte
Nummerierung am Beispiel der RRE351-Struktur zeigt die Be
Strukturen an. Dargestellte Sekundärstruktur nach [205] 

  
Tabelle 1. Anhand der 
ungespleißten (us), nukleären 
prä-mRNA-Menge (nc prä-
mRNA) und der gespleißten 
(s), nukleären mRNA-Menge 
(nc mRNA) (aus Abb. 11C) 
wurde deren Spleißratio 
ermittelt (us/s). Bei einer 
Spleißinhibition sollte dieser 
Wert über 1 liegen. 
zen  

eingrenzen zu können, wurden 

 RRE ausgestattet. Da durch 

r Umgehung des Spleißens in 

eitere zeitliche Eingrenzung 

nskribierten Transkripten also 

rmöglichen, sollte die RRE-

erden. Allerdings wurden in 

terschiedlich lange RRE-

tarbeiter 1989 gezeigt haben, 

ell ausreichend ist [205] und 

f 204 nt eingrenzten [284], 

-Experimenten das Vorliegen 

ängeren Stamm 1 [208]. Da 

G
G

GGAU
UUU

AAGG
G

GGGGUUGCUCU

A A
A

A G
GCU

CA

UGA
GA GA CAAA

A
A

G
GA

UUUA GCC
GA AU G CG

A

G

G
U
A

CC

G
G
G

G

U

UC

C

C

C
CA

A

A

A

C
GG

GGGG

G GG G
G
G

GG

GG G
G G

UUU

U
U

U

U
U

C
CC

CC

C
C

C
A

AA

A
A

A
A

U

GG G

G

G
G
U
C

C

AA

A

A

RRE351
U

G
GC

C

C
C

A A

A

GG
G
G

G
G

G

U

U

C
C

A

A

A

A
A

C

A
G

A

G
G
A

U
U

UG
U
UCCUUGGGG GG

G

U

U

U

UU

U U U

C
C

C

C

C

CC
C

A
A

A
AAAAAAA

U
A

G

G
U

A

GG

U
U

UU U CC
C

C AAAA
A

G
G
G

G

U

UC

C

C

C
CA

A

A

A

C
GG

GGGG

G GG G
G
G

GG

GG G
G G

UUU

U
U

U

U
U

C
CC

CC

C
C

C
A

AA

A
A

A
A

U

GG G
U

G

G
G
U
C

C
C

AA

A

A

U

5‘

RRE261

G
G

GGAU
UUU

AAGG
G

GGGGUUGCUCU

A A
A

A G
GCUCACU

G
CUGU

UGA
GA GA CAAA

A
A

G
GA

GA
AA

GGA
G
A
AA

A

C

C
G
G
A

A
C
C

C
A
A

G
G

U
U
C
C
G

C A
CG

A
U
UA

C
GU

UUUA GCA CC
GA AU G CGGU

G

U

G
G

G

G

G
G

UUU

U C

C

C

C
AA

A
A

AA
A

A

G
GC

C

C
C

A A

A

UA

G

G

GG

G

G
G

G

G

G
G
GG

G
G

GU
U U

U
UU

U
U

U

U

C

C

C

C

C C

C

C
C C

C
C

C

A

A

A

A
A

A

A
A

AA

A

A

A
A

3‘

C

A
G

A

G
G
A

U
U
UG

UU
CCUUGGGG GG

G

U

U

U

UU

U U U

C
C

C

C

C

CC
C

A
A

A
AAAAAAA

U

2b

1

5

G
G

GGAU
UUU

AAGG
G

GGGGUUGCUCU

A A
A

A G
GCU

CA

UGA
GA GA CAAA

A
A

G
GA

UUUA GCC
GA AU G CG

G
G

GGAU
UUU

AAGG
G

GGGGUUGCUCU

A A
A

A G
GCU

CA

UGA
GA GA CAAA

A
A

G
GA

UUUA GCC
GA AU G CG

A

G

G
U
A

CC

G
G
G

G

U

UC

C

C

C
CA

A

A

A

C
GG

GGGG

G GG G
G
G

GG

GG G
G G

UUU

U
U

U

U
U

C
CC

CC

C
C

C
A

AA

A
A

A
A

U

GG G

G

G
G
U
C

C

AA

A

A

RRE351
U

G
GC

C

C
C

A A

A

GG
G
G

G
G

G

U

U

C
C

A

A

A

A
A

C

A
G

A

G
G
A

U
U

UG
U
UCCUUGGGG GG

G

U

U

U

UU

U U U

C
C

C

C

C

CC
C

A
A

A
AAAAAAA

U
A

G

G
U
A

CC

G
G
G

G

U

UC

C

C

C
CA

A

A

A

C
GG

GGGG

G GG G
G
G

GG

GG G
G G

UUU

U
U

U

U
U

C
CC

CC

C
C

C
A

AA

A
A

A
A

U

GG G

G

G
G
U
C

C

AA

A

A

RRE351
U

G
GC

C

C
C

A A

A

GG
G
G

G
G

G

U

U

C
C

A

A

A

A
A A

G

G
U
A

CC

G
G
G

G

U

UC

C

C

C
CA

A

A

A

C
GG

GGGG

G GG G
G
G

GG

GG G
G G

UUU

U
U

U

U
U

C
CC

CC

C
C

C
A

AA

A
A

A
A

U

GG G

G

G
G
U
C

C

AA

A

A

A

G

G
U
A

CC

G
G
G

G

U

UC

C

C

C
CA

A

A

A

C
GG

GGGG

G GG G
G
G

GG

GG G
G G

UUU

U
U

U

U
U

C
CC

CC

C
C

C
A

AA

A
A

A
A

U

GG G

G

G
G
U
C

C

AA

A

A

RRE351
U

G
GC

C

C
C

A A

A

GG
G
G

G
G

G

U

U

C
C

A

A

A

A
A

U

G
GC

C

C
C

A A

A

GG
G
G

G
G

G

U

U

C
C

A

A

A

A
A

C

A
G

A

G
G
A

U
U

UG
U
UCCUUGGGG GG

G

U

U

U

UU

U U U

C
C

C

C

C

CC
C

A
A

A
AAAAAAA

U

C

A
G

A

G
G
A

U
U

UG
U
UCCUUGGGG GG

G

U

U

U

UU

U U U

C
C

C

C

C

CC
C

A
A

A
AAAAAAA

U
A

G

G
U

A

GG

U
U

UU U CC
C

C AAAA
A

G
G
G

G

U

UC

C

C

C
CA

A

A

A

C
GG

GGGG

G GG G
G
G

GG

GG G
G G

UUU

U
U

U

U
U

C
CC

CC

C
C

C
A

AA

A
A

A
A

U

GG G
U

G

G
G
U
C

C
C

AA

A

A

U

5‘

RRE261

G
G

GGAU
UUU

AAGG
G

GGGGUUGCUCU

A A
A

A G
GCUCACU

G
CUGU

UGA
GA GA CAAA

A
A

G
GA

GA
AA

GGA
G
A
AA

A

C

C
G
G
A

A
C
C

C
A
A

G
G

U
U
C
C
G

C A
CG

A
U
UA

C
GU

UUUA GCA CC
GA AU G CGGU

G
G

GGAU
UUU

AAGG
G

GGGGUUGCUCU

A A
A

A G
GCUCACU

G
CUGU

UGA
GA GA CAAA

A
A

G
GA

GA
AA

GGA
G
A
AA

A

C

C
G
G
A

A
C
C

C
A
A

G
G

U
U
C
C
G

C A
CG

A
U
UA

C
GU

UUUA GCA CC
GA AU G CGGU

G

U

G
G

G

G

G
G

UUU

U C

C

C

C
AA

A
A

AA
A

A

G
GC

C

C
C

A A

A

UA

G

G

GG

G

G
G

G

G

G
G
GG

G
G

GU
U U

U
UU

U
U

U

U

C

C

C

C

C C

C

C
C C

C
C

C

A

A

A

A
A

A

A
A

AA

A

A

A
A

G

U

G
G

G

G

G
G

UUU

U C

C

C

C
AA

A
A

AA
A

A

G
GC

C

C
C

A A

A

UA

G

G

GG

G

G
G

G

G

G
G
GG

G
G

GU
U U

U
UU

U
U

U

U

C

C

C

C

C C

C

C
C C

C
C

C

A

A

A

A
A

A

A
A

AA

A

A

A
A

3‘

C

A
G

A

G
G
A

U
U
UG

UU
CCUUGGGG GG

G

U

U

U

UU

U U U

C
C

C

C

C

CC
C

A
A

A
AAAAAAA

U

C

A
G

A

G
G
A

U
U
UG

UU
CCUUGGGG GG

G

U

U

U

UU

U U U

C
C

C

C

C

CC
C

A
A

A
AAAAAAA

U

2b

1

5

schiedener analysierter RREs.
e der multiplen Klonierungsstelle
tellten Bereiche entsprechen den
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andererseits innerhalb des RREs ein negativ wirkendes CRS-Element (siehe 1.3.1.7) 

lokalisiert wurde, über dessen Position es widersprüchliche Befunde gibt [34;255], sollte 

zunächst versucht werden, die Transportfunktion des RREs von seiner CRS-Funktion zu 

trennen. Ausgehend von der von Mann et. al bestimmten 351 nt langen Sequenz, die das 

RRE formt (Abb. 12, RRE351), wurden 2 Arten von Deletionen gesetzt, die zu 

unterschiedlichen RRE-Teilstrukturen führen sollten, ohne die Sequenz und 

Sekundärstruktur der hochaffinen Rev-Bindestelle im Stamm 2B zu verändern. Die eine 

Klasse enthielt RRE-Strukturen mit Unterschieden in der Länge des Stamms 1 (Abb. 12: 

RRE184, RRE234, RRE351), die andere Klasse zeichnete sich durch das Fehlen der 

Stamm3/4/5-Sequenz aus (Abb. 12: RRE94, RRE261). 

3.1.2.1 Die Rev-Bindung erfolgt in Abhängigkeit von Stamm 2b, die 

Multimerisierung benötigt Stamm1 

Um zu überprüfen, ob auch eine minimale RRE-Struktur mit Deletionen der 

Stammstrukturen 1, 3, 4 und 5 als Rev-Bindestelle wirken kann, wurde die Bindung von 

Rev an die RNA im EMSA (electrophoretic mobility shift assay) bestimmt. Dafür wurden 

unter Anderem Konstrukte kloniert, die das RRE94 und zum Vergleich das RRE351 

3’-wärts eines T7-Promotors enthielten (Abb. 13A). Als Kontrolle wurden vergleichbare 

Konstrukte mit einer Mutation in der hochaffinen Rev-Bindestelle im Stamm 2b (RRE0) 

verwendet [264]. �32P-markierte in vitro Transkripte dieser Konstrukte wurden mit 

steigenden Rev-Mengen in vitro inkubiert und unter nativen Bedingungen 

elektrophoretisch aufgetrennt. Ab einer Konzentration von 100 ng Rev war ein verzögertes 

Laufverhalten der minimalen RRE-Struktur zu beobachten (Abb. 13B), während in 

Gegenwart der Mutation der Rev-Bindestelle im Konstrukt pSVT7 RRE094 keine 

vergleichbar intensive Bande im Gel zu beobachten war (Abb. 13B). Mit der RRE0 

Mutation war allerdings schon in Abwesenheit von Rev eine zusätzliche Bande (*) zu 

beobachten, die auf die Bildung unterschiedlicher Sekundärstrukturen hindeutet.  

Die Transkripte der Konstrukte pSVT7 RRE351 und RRE0351 wurden ebenfalls im 

EMSA auf Rev-Bindung untersucht (Abb. 13C). An die größere Struktur RRE351 band 

Rev bereits ab einer Konzentration von 50 ng und führte bei höheren Rev-Konzentrationen 

zu einer weiteren Verzögerung des Laufverhaltens der RNA. Dies deutet auf eine 
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multimere Bindung von Rev an die RRE-Struktur hin. Ein vergleichbares Bild konnte für 

die RRE0351-Struktur nicht beobachtet werden. Lediglich bei 100-200 ng Rev war eine 

unspezifische Aggregation von Protein/RNA-Komplexen in der Geltasche sichtbar. Die 

RRE0-Mutation führte auch hier unabhängig von der Größe der RRE-Struktur 

erwartungsgemäß weder zu einer hochaffinen Rev-Bindung noch zur Multimerisierung 

(Abb. 13C). Da der EMSA eine Rev-Bindung in Abhängigkeit von der hochaffinen Rev-

Bindestelle des Stamms 2b bereits in Gegenwart der kürzesten RRE94-Struktur zeigte, war 

davon auszugehen, dass aufgrund des Vorhandenseins der hochaffinen Rev-Bindestelle 

jedes Transkript mit den verschiedenen RRE-Deletionen Rev binden sollte. Eine 

konzentrationsabhängige multimere Rev-Bindung an der RNA war jedoch nur in 

Abhängigkeit vom Stamm 1 zu erwarten.  

B

SV40 pApSVT7 RREX SV / T7

A HindIII

RRE0351

RRE094

RRE351

RRE94

C

RRE94 RRE094

ungebundene
RNA

RNA-Rev-
Komplexe

*

ungebundene
RNA

Rev (ng) 0 50 100 200 0 50 100 200

RRE351 RRE0351

RNA-Rev-
Komplexe

Rev (ng) 0 50 100 200 0 50 100 200

B

SV40 pApSVT7 RREX SV / T7

A HindIII

RRE0351

RRE094

RRE351

RRE94

C

RRE94 RRE094

ungebundene
RNA

RNA-Rev-
Komplexe

*

ungebundene
RNA

Rev (ng) 0 50 100 200 0 50 100 200

RRE351 RRE0351

RNA-Rev-
Komplexe

Rev (ng) 0 50 100 200 0 50 100 200

Abb. 13: Analyse der Rev-Bindung in Abhängigkeit von der RRE-Struktur und der
Anwesenheit der hochaffinen Bindestelle im Stamm 2b. (A) Aufbau der Konstrukte
pSVT7 RREX. Sie enthalten einen T7-Promotor (dunkelgrau) und die unterschiedlichen RRE
Strukturen (hellgrau), wahlweise die RRE351- oder die RRE94-Sequenz mit (RRE0) oder ohne
Mutation in der hochaffinen Rev-Bindestelle. Die Konstrukte wurden mit HindIII linearisiert und mit
T7-Polymerase, wie unter Material und Methoden beschrieben, transkribiert. Gleiche Mengen
[��32P] markierter, renaturierter in vitro Transkripte mit dem RRE94 bzw. RRE094 (B) und dem
RRE351 bzw. RRE0351 (C) wurden mit 0, 50, 100 und 200 ng rekombinantem Rev Protein
(freundlicherweise zu Verfügung gestellt von Prof J. Kjems, Aarhus) inkubiert und auf einem
nativen Polyacrylamid Gel aufgetrennt. Da die RRE-Sequenzen unter nativen Bedingungen
verschiedene Sekundärstrukturen ausbilden können, fand der Versuchsablauf bei 4°C statt. Die
Protein-RNA Komplexe sind durch ihr verzögertes Laufverhalten nachweisbar. Das Konstrukt
RRE094 zeigt eine zusätzliche Bande (*), die auf eine veränderte Sekundärstruktur schließen ließ. 
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3.1.2.2 Unterschiedliche theoretische RRE-Strukturen beeinflussen die Expression 

von CAT-Konstrukten 

Um eine Wirkung des RREs als CRS-Element ausschließen zu können, wurden fünf 

verschiedene RRE-Teilstrukturen (Abb. 12) auf eine ihre potenzielle Wirkung die CAT-

Menge zu reduzieren untersucht. Da für das RRE eine Wirksamkeit sowohl im Intron wie 

im Exon nachgewiesen worden war [205;264], wurden die RRE-Teilstrukturen 3’-wärts 

des CAT-Gens in das Konstrukt LTR1.4tatCAT MCS pA kloniert (Abb. 14A). Die 

Konstrukte wurden in transienten Transfektionsexperimenten in HeLa-Zellen auf ihre 

Protein- und mRNA-Expressionsmengen analysiert (Abb. 14B, C). Alle Konstrukte 

enthielten innerhalb ihrer RRE-Struktur den Stamm 2b, der die hochaffine Rev-

Bindungstelle enthält [127]. Als Referenz diente ein Konstrukt ohne ein RRE 3’-wärts des 

CAT-Gens, dessen Expression gleich 100 % gesetzt wurde (LTR1.4tatCAT MCS pA, ohne 

Abb.). Die Konstrukte zeigten deutliche Protein-Mengenunterschiede in Abhängigkeit von 

den unterschiedlichen RRE-Sequenzen (Abb. 14B). Während das Konstrukt mit der 

kleinsten RRE-Struktur (RRE94) eine 2,3-fach erhöhte Expression im Vergleich zum 

Referenzkonstrukt zeigte (Abb. 14B, RRE94), reduzierte sich die Expression in Gegenwart 

der Stammstrukturen 3, 4, 5 auf unter 47 % (Abb. 14B, RRE184). Bei einer zusätzlichen 

Verlängerung des Stamms 1 war eine weitere Abnahme auf 24 % nachweisbar (Abb. 14B, 

RRE234). Mit einer weiteren Verlängerung zum kompletten Stamm 1 war jedoch sowohl 

in An- (RRE351) als auch in Abwesenheit (RRE261) von Stamm 3, 4 und 5 keine 

Veränderung der CAT-Expression zu beobachten (101 bzw. 103 %). Um zu überprüfen, ob 

diese Unterschiede in der CAT-Expression auch auf der Ebene der RNA-Menge zu 

beobachten sind, wurde die Expression dieser Konstrukte im Northern Blot untersucht. 

Dazu wurden HeLa-T4+-Zellen mit den Konstrukten der LTR1.4tatCAT RREX pA-Serie 

mit unterschiedlichen RREs transfiziert und die nukleäre und zytoplasmatische mRNA-

Menge bestimmt. Die zytoplasmatische CAT-RNA zeigte eine mit den zuvor beobachteten 

CAT-Proteinmengen qualitativ vergleichbare RNA-Mengenverteilung in Abhängigkeit von 

den RRE-Strukturen (Abb. 14C). Die nukleäre RNA-Menge lieferte ein vergleichbares 

Bild, allerdings wurde hier aufgrund des zu geringen hGH-Signals auf eine Quantifizierung 

verzichtet (ohne Abb.). Dieses Experiment zeigte deutlich, dass die RRE-Strukturen,
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Abb. 14: Expressionsanalyse der CAT-
Konstrukte mit unterschiedlichen RRE-
Strukturen. (A) Aufbau der Konstrukte.
Dargestellt ist der offenen Leserahmen des
CAT-Gens (grau), sowie die verschiedenen
RRE-Sequenzen die 3‘-wärts der CAT-
Sequenz eingefügt wurden (RREX, hellgrau).
Die LTR-Region im 5‘-Bereich (dunkelgrau)
dient als Promotor. (B) Proteinexpressions-
Analyse. HeLa-T4+-Zellen wurden mit
Konstrukten mit unterschiedlichen RRE-
Strukturen (LTR1.4tatCAT RREX pA), sowie
mit dem Tat-Expressionsplasmid SVctat und
dem Reportergen-Expressionsplasmid pGL3-
Control kotransfiziert. Die CAT- Protein-
expresssionsdaten der Konstrukte wurden
über die Luziferase-Expression auf die
Transfektionseffizienz normiert. Die relative
Expression bezieht sich auf ein Referenz-
konstrukt ohne zusätzliche RRE-Sequenzen
3‘-wärts des CAT-Reportergens
(LTR1.4tatCATMCSpA, ohne Abb.). Darge-
stellt sind die normierten Mittelwerte von drei
unabhängigen Messungen ± Standardfehler.
(C) Northern Blot-Analyse der Zytoplasma-
(cp) RNA. Transfiziert wurden HeLa-T4+-Zellen
mit Konstrukten mit unterschiedlichen RRE-
Strukturen (LTR1.4tatCAT RREX pA), sowie
mit dem Tat-Expressionsplasmid SVctat und
dem Reportergen-Expressionsplasmid pXGH5.
Die Zellen wurden nach 30 Stunden geerntet
und die nukleäre und zytoplasmatische RNA-
Fraktion isoliert. Die zytoplasmatische RNA
wurde poly(A)+ aufgereinigt und beide
Fraktionen im denaturierenden Agaraosegel
aufgetrennt und geblottet. Die Detektion der
CAT- und hGH-Transkripte erfolgte mittels
DIG-markierter Antisense-Transkripte im Lumi-
Imager (Roche). Die Quantifizierung der
zytoplasmatischen RNA-Mengen erfolgte
mittels der LumiAnalyst 3.1-Software. Die
relative hGH-normierte RNA-Menge der
zytoplasmatischen RNA ist grafisch dargestellt.
Die mRNA-Menge des Konstruktes RRE351
wurde auf 100 % gesetzt, da dieses in (B) eine
vergleichbare Expression, wie das
Referenzkonstrukt ohne zusätzliches RRE
zeigte. (D) Untersuchung der CAT- Expression
in Gegenwart von Rev. Das Experiment und
seine Auswertung erfolgte wie in (A)
beschrieben, wobei hier eine zusätzliche
Kotransfektion des Rev-Expressionsplasmids
SVcrev erfolgte. (E) Darstellung der Rev-
vermittelten Induktion der Expression. Die
Daten der Rev-Reaktivität wurden als Quotient
aus den Daten von Abb.14B und Abb. 14D
ermittelt.  
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auch in Abwesenheit von Rev, unmittelbaren Einfluss auf die Transkription oder die 

nukleäre Stabilität der Transkripte nehmen können. Die Anwesenheit von Stamm 3, 4 und 

5 und des inneren Abschnitts von Stamm 1 führte zu einer Abnahme der Transkriptmenge, 

was durch die Gegenwart des kompletten Stamms 1 wiederum kompensiert wurde. Das 

RRE kann gemäß dieser Untersuchungen damit nicht aufgrund seiner Sequenz, sondern 

vielmehr aufgrund seiner Sekundärstruktur als CRS-Element angesehen werden. Abhängig 

von der vorliegenden Teilstruktur führte es zu einer Verringerung oder auch zu einer 

Erhöhung der Transkriptmenge. 

Um zu prüfen, ob die RRE-Teilstrukturen den Rev-vermittelten Export gewährleisten 

können, wurden die Expressionsexperimente in Gegenwart von Rev wiederholt 

(Abb. 14D). Hierbei zeigte sich, dass bei einer minimalen RRE-Struktur von 94 nt eine 5-

fach höhere Expression an CAT-Protein (RRE94) im Vergleich zum Referenzkonstrukt 

ohne RRE (LTR1.4tatCATMCSpA, 100 %, ohne Abb.) beobachtet werden konnte. Das 

Konstrukt mit den zusätzlich vorhandenen Stammstrukturen 3, 4, 5 (RRE184) führte zu 

einer dem Referenzkonstrukt vergleichbaren CAT-Proteinexpression, während die 

Expression des Konstrukts mit verlängertem Stamm 1 (RRE234) doppelt so hoch lag. Bei 

weiterer Verlängerung des Stamms 1 zeigte sich in Anwesenheit der Stammstrukturen 3, 4, 

5 (RRE351), ebenso wie in deren Abwesenheit (RRE261), eine mehr als 6-fach höhere 

CAT-Expression im Vergleich zum Referenzkonstrukt.  

Aus dem Verhältnis der CAT-Proteinexpression in Gegenwart von Tat (Abb. 14B) und in 

Gegenwart von Tat und Rev (Abb. 14D) ließ sich die Rev-Induzierbarkeit abhängig von 

den vorhergesagten RRE-Sekundärstrukturen ermitteln (Abb. 14E). Für die Konstrukte mit 

verkürztem Stamm 1 (RRE94, RRE184) konnte eine Verdoppelung der CAT-Expression 

durch Rev nachgewiesen werden. Die Konstrukte mit einer längeren Stamm 1-Struktur 

zeigten dagegen eine Erhöhung der CAT-Expression um das 7- bis 8-fache (RRE234, 

RRE351, RRE261). Aus dem Vergleich der RRE-Strukturen lässt sich schließen, dass die 

Rev-Reaktivität also nicht von den Stammstrukturen 3, 4, 5, sondern alleine von einer 

bestimmten Länge des Stamms 1 abhängig war. Das Konstrukt RRE234 mit einer leichten 

Verkürzung des Stamms 1 zeigte dabei eine vergleichbare Rev-Reaktivität wie das 

Konstrukt RRE351 mit der vollständigen Stamm 1-Struktur oder wie das Konstrukt 

RRE261 mit einer Deletion der Stamm 3/4/5-Struktur bei gleichzeitig vollständigem 
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Stamm 1. Bedingt durch seine Funktion als CRS-Element exprimiert RRE234 jedoch auf 

einem deutlich niedrigeren Expressionsniveau (vgl. Abb. 14D). Im Vergleich zu der in 

vitro Untersuchung der Rev-Bindung (Abb. 13) zeigten diese Untersuchungen, dass für die 

funktionelle Wirkung von Rev die initiale Rev-Bindung an den Stamm 2B notwendig aber 

nicht ausreichend ist, da erst eine Verlängerung des Stamms 1 zu einer effizienten Rev-

vermittelten Expressionssteigerung führt. Nur die RRE-Strukturen RRE261 und RRE351 

wiesen eine effiziente Rev-Reaktivität ohne zusätzliche Sequenz-vermittelte Reduktion der 

CAT-Expression auf. Aufgrund der Abwesenheit eines CRS-Effektes bei gleichzeitiger 

Funktionalität des RREs im Rahmen der Rev-abhängigen Expression wurde für die 

weitergehenden Analysen daher das RRE351 verwendet. Da das RRE351 die vollständige 

subgenomische Sequenz darstellt, unterstreicht dieses Ergebnis die vorangegangene 

Beobachtung, dass der CRS-Effekt offensichtlich struktur- und weniger sequenzabhängig 

ist. 

3.1.3 Beeinflussung der CAT-Reportergen-Expression durch die Gegenwart eines 

Introns in Anwesenheit des RREs  

Durch die Rev/RRE-Wechselwirkung wird die ungespleißte RNA unter Umgehung des 

Spleißens in das Zytoplasma transportiert. Daher sollte durch die Rev/RRE-Interaktion 

eine weitere zeitliche Eingrenzung der Beeinflussung der prä-mRNA-Menge durch die 

Leadersequenzen möglich sein. Für diese Untersuchung sollte die RRE351-Sequenz in die 

Konstrukte mit den Sequenzen der nichtkodierenden Exons im Intron kloniert werden. Da 

die RRE-Strukturen bisher nur in Konstrukten ohne Intron analysiert worden waren, sollte 

zunächst sichergestellt werden, dass die RRE351-Struktur auch in Konstrukten mit 

zusätzlichem Intron im Leader nicht als CRS-Element wirkt und so zur 

Expressionsinhibition führt. Dazu wurde in das Konstrukt mit Minimal-Intron und 

Multicloningsite 3’-wärts des CAT-Gens das RRE351 inseriert und das 

Expressionsverhalten dieser beiden Konstrukte miteinander verglichen (Abb. 15A: LTRSD 

SAtatCAT X pA). Dabei trat in Anwesenheit des RREs sogar eine um ca. 50 % höhere 

CAT-Expression auf (vgl. Abb. 15B E/P R, 153 % mit E/P, 105 %). Diese RRE-abhängige 

Erhöhung der CAT-Expression war in Konstrukten ohne Intron (Abb. 15A: 

LTR1.4tatCAT X pA) nicht zu beobachten (vgl. Abb. 15B, MCS: 100 % mit RRE351: 

101 %) und beruhte also offenbar auf dem Zusammenspiel des Introns mit der RRE-

   69 



 
Ergebnisse   

Struktur. Da das RRE hier keinen negativen Effekt auf die Expression zeigte, sondern im 

Gegenteil zu einer erhöhten CAT-Expression führte, wurde dieser Effekt nicht weiter 

verfolgt und das Konstrukt für die weiteren Experimente verwendet. 

3.1.4 Beeinflussung der CAT-Reportergen-Expression durch die Gegenwart der 

Leaderexonsequenzen als Intron in Anwesenheit des RREs 
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Abb. 15: Einfluss des RREs auf die CAT-Expression von Konstrukten mit und ohne Minimal-
Intron. (A) Schematischer Aufbau der Konstrukte. Dargestellt ist der offene Leserahmen des
Reportergens CAT (grau) sowie die Spleißnaht zwischen Exon 1 und Exon 4 (sj1.4) bzw. das von
einem Spleißdonor (SD) und einem Spleißakzeptor (SA) flankierte Minimal-Intron mit einer EcoRI
(E) und einer PstI (P) Restriktionschnittstelle. In 2 weiteren Konstrukten wurde die RRE351-
Sequenz 3‘-wärts des CAT Gens (hellgrau) in die Multicloningsite (MCS, weiß) eingefügt. (B)
Dargestellt ist die relative CAT-Expression der Konstrukte LTR 1.4tatCATMCS pA (MCS),
LTR1.4tatCAT RRE351pA (RRE351), LTRSD SAtatCAT MCS pA (E/P) und LTRSD SAtatCAT
RRE pA (E/P R). Die Expression von LTR1.4tatCAT MCS pA wurde gleich 100 % gesetzt. 

Um zu untersuchen, ob die Gegenwart des RRE351 die Expression der CAT-

Reportergenkonstrukte mit den Leaderexonsequenzen im Intron beeinflusst, wurden die 

Leaderexonsequenzen in das Konstrukt mit Minimal-Intron und RRE 3’-wärts des CAT-

Gens kloniert. Die so entstandene Konstrukt-Serie (LTRSD X SA tat CAT RRE pA, Abb. 

16A) wurde im CAT-ELISA analysiert und bezogen auf das Referenzkonstrukt ohne 

Intron und ohne RRE (LTR1.4tatCAT MCS pA, 100 %, ohne Abbildung) dargestellt (Abb. 

16B). Im Vergleich mit dem Konstrukt mit Minimal-Intron (E/P R, 153 %) zeigte sich 

auch hier eine Expressionsreduktion durch die Exon 3 Sequenz (Ex 3 R, 38 %) und eine 

weitere Reduktion durch die Exon 2/3 Sequenz (Ex 2/3 R, 12 %). Diese Reduktion 

entsprach qualitativ den zuvor gemachten Beobachtungen mit den entsprechenden 

Konstrukten ohne RRE (zusammengefasst in Tabelle 2). Bei diesen drei Konstrukten war 

jedoch, bedingt durch den expressionsfördernden Effekt des RREs in Kombination mit 
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einem Intron (vgl. Abb. 15), eine Erhöhung der CAT-Expression um ca. 50 % im 

Vergleich zu den Konstrukten ohne RRE messbar (Tab. 2, untere Spalte). Da die 

expressionsinhibierende Wirkung von Exon 3 und Exon 2/3, sowohl in den Konstrukten 

mit als auch ohne RRE auftraten, waren diese Effekte nicht auf das RRE zurückzuführen. 

Für Exon 2 traf dies jedoch nicht zu. Mit der Exon 2 Sequenz im Intron war in Gegenwart 

des RRE nicht die soeben beschriebene Expressionserhöhung zu beobachten, das 

Konstrukt mit Exon 2 zeigte hier stattdessen eine vergleichbare CAT-Expression wie das 

Konstrukt mit Minimal-Intron (vgl. Tab. 2, E/P und 2 mit und ohne RRE). Die 

expressionsfördernden Effekte des RREs und der Exon 2 Sequenz konnten demnach 

entweder nicht additiv wirken, da sich die CAT-Expression bereits in der Sättigung befand, 

oder das RRE verhinderte die spezifische Wirkung des Exons 2. Dies könnte zum Beispiel 

durch die Assemblierung unterschiedlicher Ribonukleoproteinkomplexe in An- und 

Abwesenheit des RREs bedingt sein.  

 

Nicht kodierende Exons  — 
(E/P) 2 3 2/3 

CAT (%) –RRE 105 179 26 8

CAT (%) +RRE  153 147 38 12

Erhöhung % (CAT-RRE) 46 -18 46 50

 

Um zu untersuchen, ob die durch die nicht kodierenden E

noch auf Ebene der RNA zu beobachten waren, wurde die 

Konstrukte mit RRE und den unterschiedlichen Exonseq

Während die Menge der gespleißten, zytoplasmatischen 

ELISAs unterstützte (vgl. Abb. 16B und 16C, cp), zeigte

16C, nc) eine Erhöhung der RNA-Menge durch Exon 2 un

der RNA-Mengen durch Exon 3. Im Kern war

  
Tabelle 2: Vergleich der CAT-
Proteinmengen von Konstrukten
mit den nicht kodierenden
Leaderexonsequenzen im Intron
in Gegenwart (aus Abb. 16B) und
in Abwesenheit eines RREs (aus
Abb. 11B). Die Expression des
Konstrukts LTR1.4tatCAT MCS
pA wurde als 100 % festgesetzt. 
xons verursachten Unterschiede 

Kern- und Zytoplasma-RNA der 

uenzen untersucht (Abb. 16C). 

RNA die Ergebnisse des CAT-

 die prä-mRNA im Kern (Abb. 

d Exon 2/3 und eine Reduktion 

 also in Anwesenheit des 
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RREs nicht nur der negative Effekt von Exon 3 sondern auch der positive Effekt von Exon 

2 nachweisbar. Dies entsprach den Ergebnissen mit der Konstruktserie ohne RRE (LTR 

SD X SA tatCAT MCS pA, zusammengestellt in Tab. 3). 

Der Vergleich der prä-mRNA-Mengen in Gegenwart und Abwesenheit des RREs sowie 

der Konstrukte mit den Leaderexonsequenzen im nicht spleißbaren Kontext zeigte 

außerdem, dass die Positionierung der nicht kodierenden Exons im Intron zu geringeren 

Unterschieden der jeweiligen prä-mRNA-Menge führte (Tab. 3). Möglicherweise basiert 

dies auf einem, durch die Positionierung im Intron, reduzierten Zeitraum, in dem die 

Exonsequenzen die prä-mRNA-Mengen beeinflussen können. Die hohen Werte in 

Gegenwart beider Exons im Intron deuten außerdem auf eine zusätzliche, vermutlich durch 

die Spleißinhibition bedingte, Akkumulation von prä-mRNA im Kern hin.  

Dass die expressionsfördernde Wirkung des Exon 2 zwar auf Ebene der prä-mRNA nicht 

aber bei der zytoplasmatischen, gespleißten mRNA und bei der CAT-Expression 

nachweisbar war, ließ entweder auf eine Transportinhibition durch die Kombination aus 

der Sequenz des Exons 2- und des RREs oder auf eine Inhibition des Spleißens schließen, 

wie sie auch schon für die Exon 2/3 Sequenz beschrieben wurde (siehe 3.1.1.3). 

Abb. 16: Der Einfluss von Rev auf die CAT-Expresssion der Konstrukte mit
Leaderexonsequenzen im Intron. (A) Schematischer Aufbau der Konstrukte. Dargestellt ist der
offene Leserahmen des Reportergens CAT (grau) sowie die nicht kodierenden Exons 2 (grün) und
3 (rot), die einzeln oder gemeinsam zwischen dem Spleißdonor (SD) und dem Spleißakzeptor (SA)
der Konstrukte eingefügt wurden. Weiterhin wurde die RRE351-Sequenz 3‘-wärts des CAT Gens
eingefügt (hellgrau). Dies führte zu den Konstrukten der LTRSD X SAtatCAT RRE pA-Serie. Dabei
entspricht E/P R dem Konstrukt LTRSD SAtatCAT RRE pA, Ex 2 R dem Konstrukt LTRSD Ex 2
SAtatCAT RRE pA, Ex 3 R dem Konstrukt LTRSD Ex 3 SAtatCAT RRE pA und Ex 2/3 R dem
Konstrukt LTRSD Ex 2/3 SAtatCAT RRE pA. (B) CAT-Protein-Expression in Abhängigkeit der
Exonsequenzen im Intron der LTRSD X SAtatCAT RRE pA-Serie in Abwesenheit von Rev. Die
relativen Werte beziehen sich auf das Referenzkonstrukt LTR1.4tatCAT MCS pA (ohne Abb.),
dessen Expression auf 100 % gesetzt wurde. (C) Northern Blot-Analyse der zytoplasmatischen
(cp) und nukleären (nc) RNA nach Transfektion der Konstrukte der LTRSD X SAtatCAT RRE pA-
Serie in Abwesenheit von Rev. Die mRNA-Mengen wurden auf die Transfektionseffizienz normiert,
die relative Menge auf das Konstrukt ohne zusätzliche Sequenzen im Intron bezogen und die
unterhalb des Blots angegeben. (D) CAT-Protein-Expression in Abhängigkeit der Exonsequenzen
im Intron der LTRSD X SAtatCAT RRE pA-Serie bei Kotransfektion mit dem Rev-
Expressionsplasmid SVcrev. (E) Northern Blot-Analyse der zytoplasmatischen (cp) und nukleären
(nc) RNA nach Transfektion der Konstrukte der LTRSD X SAtatCAT RRE pA-Serie bei
Kotransfektion mit SVcrev. Transfektion, Ernte und Analyse erfolgten wie unter Abb. 11
beschrieben.  
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Nicht kodierende Exons  — 
(E/P) 2 3 2/3 

LTR1.X.4 tatCAT  100 152 35 53

LTRSD X SAtatCATMCS pA 100 132 75 167

LTRSD X SAtatCAT RRE pA 100 124 63 128

Tabelle 3: Vergleich der
prozentualen prä-mRNA-
Mengen in nichtspleißbarem
Kontext (LTR1.X.4tatCAT), mit
den prä-mRNA-Mengen im
spleißbaren Kontext in
Konstrukten ohne
(LTRSD X SAtatCAT MCS pA)
und mit einem RRE
(LTRSD X SA tatCAT RRE pA). 

 

Um zu untersuchen, ob die Beeinflussung der mRNA-Mengen durch die nicht kodierenden 

Exons vor oder nach dem Zeitpunkt der Rev/RRE-Interaktion stattfindet, wurde die 

Expression der RRE–enthaltenden Konstrukte mit den Sequenzen der nicht kodierenden 

Exons im Intron nach Kotransfektion des Rev-exprimierenden Plasmids SVcrev im CAT-

ELISA (Abb. 16D) und im Northern Blot (Abb. 16E) untersucht. Als Referenz wurde im 

CAT-ELISA auch hier das Konstrukt LTR1.4tatCAT MCS pA (100%, ohne Abb.) 

verwendet, so dass die Experimente ohne und mit Rev (Abb. 16B und D) miteinander 

vergleichbar waren. Die Gegenwart von Rev führte, wie bereits in früheren Experimenten 

beobachtet (siehe 3.1.2.2, Abb. 14), insgesamt zu einer ca. 10-fach höheren CAT-

Expression als in Abwesenheit von Rev (vgl. 16B mit D). Die Expression des Konstrukts 

mit Exon 2/3 stieg dabei Rev-abhängig stark an (Ex2/3 R, 1491 %). Dies korreliert mit der 

für dieses Konstrukt gezeigten Spleißinhibition (siehe 3.1.1.3), die durch Rev umgangen 

werden kann. 

Durch die Gegenwart der Sequenz des Exons 2 war dagegen auch mit Rev keine 

signifikante zusätzliche Erhöhung der CAT-Expression nachweisbar (vgl Abb. 16D, E/P R, 

1050 % mit Ex2 R, 1144 %), allerdings war hier im Zytoplasma im Vergleich zum 

Konstrukt mit Minimal-Intron mehr ungespleißte RNA detektierbar, als in Abwesenheit 

von Rev (vgl. E/P R mit Ex 2 R in Abb. 16C und E, cp). Die Spleißinhibition durch die 

Kombination der Sequenz des Exons 2 mit dem RRE konnte also nicht der einzige Grund 

für die geringe Expression des Exon 2 Konstrukts sein. Eine Aussage zur nukleären RNA 

konnte hier nicht getroffen werden, da aufgrund der geringen Signalintensitäten der hGH 

mRNA keine Quantifizierung möglich war. Da sich bei der Inhibition durch Exon 2 im 

Intron in Kombination mit dem RRE offenbar verschiedene Effekte überlagerten, die in 

diesem Versuchssystem nicht differenzierbar waren und diese Effekte in den authentischen 
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HIV-1 Transkripten mit der Exon 2 Sequenz im 5’-UTR nicht in dieser Form auftraten 

(vgl. 3.1.1.1), wurden diese Effekte hier nicht weiter untersucht. Eine klare Aussage war 

dagegen für Exon 3 möglich, dessen inhibierende Wirkung sowohl im CAT-ELISA (Abb. 

16D, 689 %) als auch in der Zytoplasma-RNA (Abb. 16E, 24 %) nachweisbar war. Da 

bereits gezeigt wurde, dass Exon 3 kernspezifisch eine inhibierende Wirkung auf die prä-

mRNA-Menge hatte (siehe 3.1.1.3), ließ sich daraus schließen, dass die Exon 3 Sequenz 

zeitlich bereits vor der Rev/RRE-Interaktion wirken konnte. 

Die Spleiß- und Export-inhibierende Wirkung der Exons 2/3 Sequenz im Intron ließ sich 

durch Rev umgehen. Dies zeigte, dass die expressionsinhibierende Wirkung auf die 

normale mRNA-Prozessierung beschränkt war, während der Rev-vermittelte und CRM1-

induzierte Export unter Umgehung des Spleißens die Expression dieses Konstruktes wieder 

ermöglichte. Die hohen Mengen Exon 2/3 enthaltender Transkripte in Kern und 

Zytoplasma deuten daraufhin, dass die RNA-Akkumulation unabhängig von der Rev/RRE-

Interaktion stattfand.  

Anhand des Vergleichs der CAT-Proteinexpression in An- und Abwesenheit von Rev ließ 

sich die Rev-Induzierbarkeit in Abhängigkeit von den verschiedenen im Intron inserierten 

Exons ermitteln (Abb. 17). Der Vergleich zeigte eine Rev-vermittelte 

Expressionssteigerung um den Faktor 7 bzw. 8 mit Minimal-Intron oder in Gegenwart des 

Exons 2 im Intron, sowie eine 18-fache Rev-induzierte Expressionssteigerung in 

Gegenwart des Exons 3 und eine 124-fache Rev-vermittelte Steigerung in Gegenwart 

beider Exons im Intron, wobei Letztere allerdings auf der zuvor erwähnten deutlichen 

Spleißinhibition basierte, die durch die Rev/RRE-Interaktion umgangen wurde. Das prä-

mRNA-Mengen-reduzierende Exon 3 zeigte also eine höhere Rev-Induzierbarkeit, als das 

Referenzkonstrukt mit Minimal-Intron. Dabei verringerte sich durch die Zugabe von Rev 

der Unterschied zwischen dem Konstrukt mit der Sequenz des Exons 3 und dem 

Referenzkonstrukt. Dies könnte darauf deuten, dass die mRNA-reduzierenden Wirkung 

von Exon 3 zwar bereits vor dem Zeitpunkt der Rev/RRE-Wechselwirkung begonnen hat, 

diese Wirkung aber nur partiell war und in Abwesenheit von Rev entweder über einen 

längeren Zeitraum oder aber effektiver stattfand. 

Die Gegenwart von Sequenzelementen wie Exon 3 führt aufgrund der Reduktion der prä-

mRNA nur zu einer sehr ineffizienten Expression in Abwesenheit von Rev. In Gegenwart 
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von Rev ist ihre Wirkung reduziert oder aufgehoben. Dies führt zu niedrigen Leveln 

gespleißter RNAs und einer Rev-vermittelten Erhöhung der Expression nach dem 

Umschalten von der frühen Phase der mehrfach gespleißten Transkripte zur späten Phase 

der partiell- bzw. ungespleißten Transkripte.  
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3.1.5 Der AU-Gehalt der RNA beeinflusst die RNA-Menge 

Abb. 17: Rev-vermittelte Induktion der
CAT-Reportergen-Expression in
Abhängigkeit von den Exonsequenzen
2 und 3 im Intron. Die Rev-vermittelte
Steigerung der CAT-Expression wurde
als Quotient der Expression in
Gegenwart und in Abwesenheit von Rev
ermittelt (vgl. Abb. 16B und D).  

 3 R 3 R 3 R 3 R

Mit Exon 3 konnte sowohl eine Reduktion der RNA-Menge als auch eine erhöhte Rev-

Reaktivität beobachtet werden. Beide Kriterien wurden auch im Zusammenhang mit INS- 

oder CRS-Elementen beschrieben, die im gag-[267;272] und pol- [55], vif- [250] oder env- 

[34;228;255] Bereich identifiziert worden waren. Für das INS1-Element aus dem p17-

Bereich des gag-Gens wurde ebenso wie hier für Exon 3 eine verringerte RNA-Menge im 

Kern beschrieben [272]. Dieses 396 nt lange Instabilitätselement zeichnet sich durch einen 

hohen AU-Gehalt (58 %) aus (Abb. 18A, INS). Für INS1 wurde nachgewiesen, dass 28 

stille, den GC-Gehalt erhöhende Mutationen (Abb. 18A, INSGC) zu einer Stabilisierung der 

RNA führten [269]. Auch eine Senkung des AU-Gehalts in Bereichen des gag/pol-Gens im 

Rahmen einer Optimierung der Translations-Effizienz durch Austausch unterschiedlicher 

Kodons führte zu einer Erhöhung der RNA-Menge und einer Reduktion der Rev-

Reaktivität [71;163]. Der AU-Gehalt der Sequenz des Exons 3 entsprach mit 58 % dem 

AU-Gehalt des INS1 (Abb. 18B, Ex 3). Daher wurde überprüft, ob der AU-Gehalt des 

Exons 3 zu der RNA-Reduktion und der erhöhten Rev-Reaktivität beiträgt. Dazu wurden 

in das CAT-Konstrukt mit Exon 3 als Teil der Intronsequenz (LTRSD Ex 3 SAtatCAT 

RRE pA) Punktmutationen eingebracht, die den AU-Gehalt von 58 % auf 32 % reduzierten 

(Abb. 18B, Ex 3GC). 
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B

A

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
10         20         30         40    50

p17INS     (1) CCGGGTGCGA GAGCGTCAGT ATTAAGCGGG GGAGAATTAG ATCGATGGGA
p17INSGC   (1) CCGGGTGCGA GAGCGTCAGT ATTAAGCGGG GGAGAATTAG ATCGATGGGA

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
60         70         80         90    100

p17INS    (51) AAAAATTCGG TTAAGGCCAG GGGGAAAGAA AAAATATAAA TTAAAACATA
p17INSGC  (51) AAAAATTCGG TTAAGGCCAG GGGGAAAGAA GAAGTACAAG CTAAAGCACA

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
110        120        130        140   150

p17INS   (101) TAGTATGGGC AAGCAGGGAG CTAGAACGAT TCGCAGTTAA TCCTGGCCTG
p17INSGC (101) TCGTATGGGC AAGCAGGGAG CTAGAACGAT TCGCAGTTAA TCCTGGCCTG

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
160        170        180        190   200

p17INS   (151) TTAGAAACAT CAGAAGGCTG TAGACAAATA CTGGGACAGC TACAACCATC
p17INSGC (151) TTAGAAACAT CAGAAGGCTG TAGACAAATA CTGGGACAGC TACAACCATC

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
210        220        230        240   250

p17INS   (201) CCTTCAGACA GGATCAGAAG AACTTAGATC ATTATATAAT ACAGTAGCAA
p17INSGC (201) CCTTCAGACA GGATCAGAGG AGCTTCGATC ACTATACAAC ACAGTAGCAA

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
260        270        280        290   300

p17INS   (251) CCCTCTATTG TGTGCATCAA AGGATAGAGA TAAAAGACAC CAAGGAAGCT
p17INSGC (251) CCCTCTATTG TGTGCACCAG CGGATCGAGA TCAAGGACAC CAAGGAAGCT

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
310        320        330        340   350

p17INS   (301) TTAGACAAGA TAGAGGAAGA GCAAAACAAA AGTAAGAAAA AAGCACAGCA
p17INSGC (301) TTAGACAAGA TAGAGGAAGA GCAAAACAAG TCCAAGAAGA AGGCCCAGCA

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|. 
360        370        380        390   396 

p17INS   (351) AGCAGCAGCT GACACAGGCC ACAGCAATCA GGTCAGCCAA AATTAC
p17INSGC (351) GGCAGCAGCT GACACAGGCC ACAGCAATCA GGTCAGCCAA AATTAC

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
10         20         30         40    50

EX3      (1) ACTCTGCTAT AAGAAAGGCC TTATTAGGAC ACATAGTTAG CCCTAGGTGT
EX3GC    (1) ACTCCGCCAT CCGCAAGGCC CTGCTGGGCC ACATCGTGAG CCCGAGGTGC

....|....| ....|....| ....|.
60         70     76

EX3     (51) GAATATCAAG CAGGACATAA CAAGCG
EX3GC   (51) GAGTACCAGG CGGGCCACAA CAAGCG

LTR
SD SA

CAT

Ex 3GC

Ex 3

LTR
SD SA

CAT

INSGC

INS

B

A

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
10         20         30         40    50

p17INS     (1) CCGGGTGCGA GAGCGTCAGT ATTAAGCGGG GGAGAATTAG ATCGATGGGA
p17INSGC   (1) CCGGGTGCGA GAGCGTCAGT ATTAAGCGGG GGAGAATTAG ATCGATGGGA

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
60         70         80         90    100

p17INS    (51) AAAAATTCGG TTAAGGCCAG GGGGAAAGAA AAAATATAAA TTAAAACATA
p17INSGC  (51) AAAAATTCGG TTAAGGCCAG GGGGAAAGAA GAAGTACAAG CTAAAGCACA

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
110        120        130        140   150

p17INS   (101) TAGTATGGGC AAGCAGGGAG CTAGAACGAT TCGCAGTTAA TCCTGGCCTG
p17INSGC (101) TCGTATGGGC AAGCAGGGAG CTAGAACGAT TCGCAGTTAA TCCTGGCCTG

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
160        170        180        190   200

p17INS   (151) TTAGAAACAT CAGAAGGCTG TAGACAAATA CTGGGACAGC TACAACCATC
p17INSGC (151) TTAGAAACAT CAGAAGGCTG TAGACAAATA CTGGGACAGC TACAACCATC

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
210        220        230        240   250

p17INS   (201) CCTTCAGACA GGATCAGAAG AACTTAGATC ATTATATAAT ACAGTAGCAA
p17INSGC (201) CCTTCAGACA GGATCAGAGG AGCTTCGATC ACTATACAAC ACAGTAGCAA

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
260        270        280        290   300

p17INS   (251) CCCTCTATTG TGTGCATCAA AGGATAGAGA TAAAAGACAC CAAGGAAGCT
p17INSGC (251) CCCTCTATTG TGTGCACCAG CGGATCGAGA TCAAGGACAC CAAGGAAGCT

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
310        320        330        340   350

p17INS   (301) TTAGACAAGA TAGAGGAAGA GCAAAACAAA AGTAAGAAAA AAGCACAGCA
p17INSGC (301) TTAGACAAGA TAGAGGAAGA GCAAAACAAG TCCAAGAAGA AGGCCCAGCA

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|. 
360        370        380        390   396 

p17INS   (351) AGCAGCAGCT GACACAGGCC ACAGCAATCA GGTCAGCCAA AATTAC
p17INSGC (351) GGCAGCAGCT GACACAGGCC ACAGCAATCA GGTCAGCCAA AATTAC

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
10         20         30         40    50

EX3      (1) ACTCTGCTAT AAGAAAGGCC TTATTAGGAC ACATAGTTAG CCCTAGGTGT
EX3GC    (1) ACTCCGCCAT CCGCAAGGCC CTGCTGGGCC ACATCGTGAG CCCGAGGTGC

....|....| ....|....| ....|.
60         70     76

EX3     (51) GAATATCAAG CAGGACATAA CAAGCG
EX3GC   (51) GAGTACCAGG CGGGCCACAA CAAGCG

LTR
SD SA

CAT

Ex 3GC

Ex 3

LTR
SD SA

CAT

INSGC

INS

Abb. 18: Variation des GC-
Gehalts des INS1 
Elements und des Exon 3 
im Intron. Die Konstrukte 
beinhalten den long terminal 
repeat (LTR) mit der HIV-1-
Promotorsequenz, 3‘- wärts 
davon liegen ein 
Spleißdonor (SD) sowie ein 
Spleißakzeptor (SA). Die 
oberhalb dargestellten 
Boxen repräsentieren die in 
das Intron eingefügten 
Sequenzen INS und INSGC

(A) bzw. Exon3 und 
Exon3GC (B). 
Die Exonsequenzen führen 
im gespleißten Zustand zu 
einer RNA, die dem 
Spleißprodukt von SD1 auf 
SA4 in HIV-1 entspricht. Das 
Reportergen CAT ersetzt 
dabei das tat-Gen aus HIV-
1. Weiter 3‘-wärts der 
Reportersequenz befindet 
sich zusätzlich ein RRE. 
Unter der Schemazeichnung 
sind die INS1- bzw. Exon 3-
Sequenzen aufgeführt. Die 
Konstrukte mit der HIV-1-
Sequenz wurden 
LTRSD INS SAtatCAT RRE 
pA (INS) und LTRSD Ex 3 
SAtatCAT RRE pA (Ex 3) 
genannt. Die Nukleotide, die 
durch die  Mutation zur 
Erhöhung des GC-Gehalts 
ausgetauscht wurden, sind 
innerhalb der dargestellten 
Sequenz dunkel hervor-
gehoben. Die durch die 
Mutationen erhaltenen 
Konstrukte wurden LTRSD 
INSGC SAtatCAT RRE pA 
(INSGC) und LTRSD Ex 3GC

SAtatCAT RRE pA (Ex 3GC) 
benannt. 
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Die Analyse der CAT-Proteinmenge im ELISA zeigte eine erhöhte CAT-Expression für 

Konstrukte mit den mutierten GC-reichen Sequenzen (ohne Abb.: INS 25 %, INSGC 

192 %, Ex 3 19 %, Ex 3GC 48%, Referenzkonstrukt LTR1.4tatCAT MCS pA 100 %). Legt 

man die in Gegenwart des Exons 3 gemessene CAT-Menge als Referenz auf 1 fest, so 

ergibt sich eine 2-fache Expressionssteigerung für Exon 3GC und eine mehr als 7-fache 

Steigerung zwischen INS und INSGC (Abb. 19C, helle Balken). Diese Steigerung der 

Expression in Gegenwart der mutierten Sequenzen war auch im Northern Blot nachweisbar 

(Abb. 19B). In Gegenwart der mutierten viralen Sequenzen im Intron (INSGC, Ex 3GC) 

wurden 3-fach bzw. 2-fach höhere mRNA-Mengen im Vergleich zu den 

Ausgangssequenzen (INS, Ex 3) beobachtet. Die Differenz der CAT-Protein- und der 

mRNA-Mengen deuteten beide, aufgrund der Positionierung der Sequenzen im Intron, auf 

eine Wirkung auf Ebene der prä-mRNA hin. Die Erhöhung des GC-Gehalts führte in 

beiden Fällen — bedingt durch die Wirkung auf Ebene der prä-mRNA — zu erhöhten 

mRNA- und CAT-Protein-Mengen.  

Da in anderen Untersuchungen für die Instabilitätselemente neben der Reduktion der 

Expression eine hohe Rev-Reaktivität nachgewiesen worden war, wurde die CAT-

Expression der Konstrukte mit hohem und niedrigem AU-Gehalt im INS1-Element bzw. 

im Exon 3 auch in Anwesenheit von Rev untersucht (Abb. 19C). Die Gegenwart von Rev 

führte zu einer höheren Expression aller Konstrukte (Abb. 19C, dunkle Balken), wobei die 

CAT-Expression in Gegenwart des Exons 3 mit einer 37-fachen Steigerung am höchsten 

war. Zur Bestimmung der Rev-Induzierbarkeit wurde der Quotient der CAT-Expression in 

Gegenwart und Abwesenheit von Rev ermittelt (Abb. 19D). Die Ex 3 bzw. Ex 3GC-

Sequenzen zeigten eine 36,8-fachen bzw. 8,9-fache, die INS bzw. INSGC-Elemente eine 

3,9-fache bzw. 1,5-fache Rev-vermittelte Expressionssteigerung der CAT-Menge. Damit 

war die Rev-vermittelte Expressionssteigerung der AU-reichen Sequenzen 4,1-fach (Abb. 

19D: Ex 3 zu Ex 3GC) bzw. 2,6-fach (Abb. 19D: INS zu INSGC) höher, als die der 

korrespondierenden GC-reichen Mutationen. Die Exon 3 Sequenz zeigte damit ebenso wie 

die INS-Sequenz die Charakterisika eines AU-reichen Instabilitätselements. Damit 

korrelierte die Rev-Induzierbarkeit, die für Exon 3 am höchsten war, nicht mit der RNA-

Destabilisierung, die für das INS-Element am höchsten war. Die Rev-Reaktivität kann also 

nicht wie bisher angenommen alleine auf der RNA-Stabilität beruhen.  
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Die kürzeren Ex 3/Ex 3GC-Sequenzen zeigten insgesamt eine 4- bis 5-fach höhere Rev-

Induzierbarkeit, als die längeren INS/INSGC-Elemente. Diese insgesamt geringere 

Stimulation der CAT-Expression durch Rev in Gegenwart der INS-Elemente könnte zum 

Teil auf die durch die Rev-vermittelte Spleißinhibition verlängerte Leadersequenz mit 

darin befindlichen zusätzlichen Startkodons (nt 45 und nt 105 der INS-Sequenz) 

zurückzuführen sein, da diese Startkodons die Expression des Reportergens inhibieren 

könnten. 

Da ein effizienteres Spleißen die Verweildauer der AU-reichen Sequenzen innerhalb der 

prä-mRNA im Kern reduziert, sollte eine Erhöhung der Spleißeffizienz den Einfluss der 

Sequenzelemente auf die mRNA-Menge reduzieren. Um diese Hypothese zu untersuchen, 

wurde die Effizienz des Spleißakzeptors erhöht. Dazu wurde dessen Sequenz so verändert, 

dass eine Verzweigungsstelle mit verbesserter Komplementarität zur U2 snRNA und 

kürzerem Abstand zum AG der Exon/Intron Grenze sowie ein Polypyrimidintrakt mit 

erhöhtem Pyrimidingehalt entstand (SAopt) [151]. Die Optimierung des Spleißakzeptors 

stimulierte die CAT-Expression (Abb. 19E, gestreifte Balken), und führte zu einem 

Expressionsmuster, das, bis auf eine zusätzliche Steigerung der Expression der INS/INSGC-

Konstrukte, qualitativ dem zuvor in Gegenwart von Rev beobachten entsprach (vgl. mit 

Abb. 19C, dunkle Balken). Damit stützt diese Beobachtung die Hypothese einer 

reduzierten nukleären Wirkungszeit der INS- bzw. Exon 3 Sequenzen in Gegenwart eines 

optimierten Spleißakzeptors oder durch die Rev/RRE-Wechselwirkung.  

Da gezeigt wurde, dass der Rev-vermittelte RNA Export und die Spleißreaktion zueinander 

in Konkurrenz stehen [151], sollte die zusätzliche Gegenwart von Rev keinen Einfluss auf 

die Expressionsrate von Konstrukten mit optimiertem Spleißakzeptor haben. Tatsächlich 

zeigte die CAT-Expression der Konstrukte mit optimiertem Spleißakzeptor in Gegenwart 

von Rev keine relevante Rev-Induzierbarkeit. Die Rev-Reaktivität der Konstrukte lag bei 

einem Quotienten um 1 (Abb. 19F: INS 0,96; INSGC 2,68; Ex 3 0,77; Ex 3 GC 1,18), zeigte 

also keine additive Steigerung der Expression in Gegenwart von Rev. Die fehlende 

Wirkung der Rev/RRE-Interaktion unterstützt die Annahme, dass das Spleißereignis und 

der Rev-vermittelte Export auf den gleichen prä-mRNA Pool zugreifen.
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Zur Bestätigung der Wirkung der AU-reichen Sequenzen und deren Mutationen auf Ebene 

der prä-mRNA wurde die relative CAT-Proteinexpression der Konstrukte, die diese 

Sequenzen enthielten mit der Expression des Referenzkonstrukts mit minimaler 

Intronsequenz verglichen. Dabei zeigten die Konstrukte mit INS1 Element oder Exon 3 

sowie die Mutationen dieser Konstrukte zu höherem GC-Gehalt unabhängig von der 

Qualität des Spleißakzeptors auch in Gegenwart von Rev eine reduzierte CAT-Expression 

im Vergleich zum Konstrukt ohne zusätzliche Exonsequenzen (Abb. 19G). Dies deutet 

daraufhin, dass die Sequenzelemente zumindest partiell bereits vor der Wirkung von Rev 

ihren Einfluss ausgeübt haben. Durch die hier gemachten Experimente wurde gezeigt, dass 

die Rev-vermittelte Expressionssteigerung an zwei Phänomene gekoppelt ist. Zum Einen 

korreliert eine durch die HIV-1 Sequenz hervorgerufene, geringere, nukleäre mRNA-

 
 
Abb. 19: CAT-Reportergen-Expressionsanalyse in Abhängigkeit instabilisierender
Sequenzen im Intron (A) Schematischer Aufbau der Konstrukte. Dargestellt ist der offene
Leserahmen des Reportergens CAT (grau) sowie das nicht kodierende Exon 3 und das INS-1
Element (rot), und die jeweiligen GC-Mutationen (grau), die zwischen dem Spleißdonor (SD) und
dem Spleißakzeptor (SA) des Konstrukts eingefügt wurden. Weiterhin wurde die RRE351-Sequenz
3‘-wärts des CAT Gens eingefügt (hellgrau). Dies führte zu den Konstrukten der LTRSD X
SAtatCAT RRE pA-Serie. Dabei entspricht E/P R dem Konstrukt LTRSD SAtatCAT RRE pA, Ex 3
dem Konstrukt LTRSD Ex 3 SAtatCAT RRE pA, Ex 3GC dem Konstrukt LTRSD Ex 3GC SAtatCAT
RRE pA, INS dem Konstrukt LTRSD INS SAtatCAT RRE pA und INSGC dem Konstrukt LTRSD
INSGC SAtatCAT RRE pA. (B) Northernblot-Analyse des Einfluss von Leadersequenzen im Intron
auf die mRNA-Menge. HeLa-T4+-Zellen wurden mit den zu untersuchenden Konstrukten sowie
dem Reporterplasmid pXGH5 und dem Tat-Expressionsplasmid SVctat mittels FuGene™ 6
transfiziert. Gleiche Mengen der Gesamt-RNA wurden poly (A)-selektioniert und im
denaturierenden Agarosegel aufgetrennt. Die Detektion erfolgte mit den Sonden gegen CAT und
hGH (von den Konstrukten pGEMCAT und p73hGH). Zu sehen ist die gespleißte RNA (s) sowie
die Wachstumshormon kodierende RNA (hGH). Die Banden-Intensitäten wurden mit Hilfe eines
Lumi-Imager F1 und LumiAnalyst Software 3.1 (Roche) ermittelt und auf die hGH-Expression
normiert. (C, E) Protein-Expressionsanalyse mittels CAT-ELISA. HeLa-T4+-Zellen wurden mit den
Konstrukten LTRSD INS SAtatCAT RRE pA, LTRSD INSGC

 SAtatCAT RRE pA, LTRSDEx 3
SAtatCAT RRE pA und LTRSDEx 3GCSAtatCAT RRE pA (vgl. Abb. 11), dem Luziferase
Expressionsvektors pGL3-Control und SVctat transfiziert. Die CAT-Expression wurde im CAT-
ELISA ermittelt und auf die Luziferase-Expression normiert. Die relative CAT-Expression bezieht
sich auf das Konstrukt LTRSD Ex 3 SAtatCAT RRE pA . Dargestellt sind die auf die
Transfektionseffizienz normierten Mittelwerte von drei unabhängigen Messungen ± Standardfehler.
(D, F) Rev-vermittelte Induktion der CAT-Reportergen-Expression in Abhängigkeit
instabilisierender Sequenzen im Intron in Gegenwart eines mäßig effizienten Spleißakzeptors (D),
sowie nach Optimierung des Spleißakzeptors (F). Die Steigerung der CAT-Expression wurde als
Quotient der Expression bei Kotransfektion des Rev-Expressionsplasmids SVcrev und der
Expression in Abwesenheit von Rev ermittelt. (G) Die relative CAT-Expression in Gegenwart von
Rev und Tat in Abhängigkeit der im Intron inserierten Sequenzen Ins und Ex 3 sowie ihrer GC-
reicheren Mutationen INSGC und Ex 3GC bezogen auf das Referenzkonstrukt mit Minimalintron
LTRSDSAtatCATRREpA (E/P R). Die Grafiken zeigen den Mittelwert aus 3 unabhängigen
Experimenten ± Standardfehler.  
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Menge mit der Rev-Induzierbarkeit. Dies konnte beispielsweise in Gegenwart von Exon 3 

oder INS1 beobachtet werden. Die durch diese Sequenzen hervorgerufene, geringe, basale 

Expression wird in Gegenwart von Rev deutlicher erhöht, als die der Referenzkonstrukte 

höheren GC-Gehalts (Abb. 19D). Als zweite Voraussetzung für die Rev-vermittelte 

Expressionssteigerung erwies sich in den hier gemachten Experimenten eine suboptimale 

Spleißeffizienz, die zu einer reduzierten Expression führte (Abb. 19E). Auf Basis dieser 

durch den Spleißakzeptor reduzierten Expression kann die Gegenwart von Rev (Abb. 

19C), ebenso wie die Optimierung des Spleißakzeptors, zu einer effizienten Expression 

führen (Abb. 19E). Ist die Expression bereits durch die Gegenwart eines optimierten 

Spleißakzeptors erhöht, kann Rev nicht mehr zu einer Stimulation der Expression führen 

(Abb. 19F). Die Spleißeffizienz konnte auch durch die Intronsequenz selbst reduziert 

werden, wie im Fall der Exons 2/3 als Teil des Introns, die zu einer RNA-Akkumulation 

im Kern führten (siehe 3.1.1.3, Abb. 11). Die Reduktion der Spleißeffizienz führte in 

beiden Fällen zu einer reduzierten mRNA-Menge im Zytoplasma, wobei durch die 

zusätzliche Gegenwart von Rev die Inhibition bzw. Reduktion des Exports überwunden 

werden konnte. 

3.1.6 Analyse der Leadersequenz-vermittelten RNA-Mengenunterschiede in vitro  

3.1.6.1 Transkription der nicht kodierenden Exons in HeLa-Kernextrakt 

In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass Exon 2 und Exon 3 

bereits im Kern ko- oder postranskriptional, zum Teil bereits vor der Rev/RRE-Interaktion, 

zu Unterschieden in der RNA-Menge führten. Vorstellbar wäre dabei ein 

sequenzspezifischer Einfluss auf die Transkription oder auf das Cappen der RNA. 

Ebenfalls möglich wäre, dass die Leaderexons Bindestellen für Proteine enthalten, die die 

RNA-Stabilität verändern können. Um zwischen diesen Möglichkeiten unterscheiden zu 

können, wurden die Sequenzelemente nachfolgend in in vitro Experimenten näher 

untersucht. Zunächst wurden für die Plasmide der LTR1.X.4tatCATpA-Serie in vitro die 

Transkriptionsraten bestimmt. Dazu wurden die Plasmide mit SalI-linearisiert und 

zusammen mit einem MscI-linearisierten Plasmid pSVT7CAT als interner Kontrolle in 

Kernextrakt (HeLa-scribe, Promega) inkubiert und die jeweils transkribierten RNA-

Mengen verglichen (Abb. 20). Die auf das Referenz-Transkript und die jeweilige 

Transkriptlänge normierten, relativen RNA-Mengen zeigten keine Unterschiede, die als 
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Erklärung für die zuvor beobachteten unterschiedlichen prä-mRNA-Mengen (vgl. 3.1.1.1) 

dienen könnten (LTR124tatCAT 114 %, LTR134tatCAT 104 %, LTR1234tatCAT 103 %). 

Damit scheiden Unterschiede in den Transkriptionsraten als Ursache für die 

unterschiedlichen Leaderexon-vermittelten nukleären RNA-Mengen aus. Dies steht in 

Einklang mit bereits früher in unserem Labor durchgeführten nukleären „run-on“-

Experimenten, die ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in den Transkriptionsraten 

zeigen konnten [186]. Beide Ergebnisse weisen damit auf eine posttranskriptionale, 

nukleäre Beeinflussung der RNA-Stabilität hin. 
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3.1.6.2  Analyse der Capping-Effizienz 

Leaderexonsequenzen  

Um zu analysieren, ob möglicherweise ein untersc

für die beobachteten Exon-spezifischen RNA-Men

Effizienz in Zusammenarbeit mit Dr. Diego Zorio (

Center) untersucht. Dazu wurden HeLa-T4+-Zellen

und LTR1.3.4tatCAT und einem Tat-Expressionsv

zytoplasmatische- und nukleäre-RNA isoliert

Fusionsproteins aus Glutathion-S-Transferase un

wurden die gecappten Transkripte über ihre Bindu

  
Abb. 20: In vitro-Transkription der
Konstrukte der LTR1.X.4.tatCAT-Serie.
Die zu analysierenden Konstrukte der
LTR1.X.4.tatCAT-Serie ohne zusätzliches
Exon (1.4), mit Exon 2 (1.2.4), mit Exon 3
(1.3.4) und mit beiden Exons (1.2.3.4)
wurden SalI linearisiert und mit dem MscI
linearisierten Konstrukt SV1.4tatCAT als
Kontrolle zusammen mit NTPs, [��32P]
UTP und HeLa-Kernextrakt 60 min bei
30°C inkubiert. Die entstandenen in vitro-
Transkripte (IVT) und das Transkript des
Kontrollplasmids (koIVT) wurden mit
Phenol/Chloroform extrahiert, gefällt,
resuspendiert und im denaturierenden
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die
Detektion erfolgte mittels Phospho-
Imager. 
 

in Abhängigkeit von den 

hiedlich effizientes Cappen als Ursache 

gen in Frage käme, wurde die Capping-
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und die Fraktionen der gecappten (c) und der ungecappten (u) RNA in einem „RNase 

protection-assay“ analysiert (Abb. 21A). Dieser Versuch erfolgte in 3-fach Bestimmung. 

Die Quantifizierung der Ratio von gecappten zu ungecappten Exon 2- bzw. Exon 3-

haltigen Transkripten (c/u) ergab keine relevanten, Exon-abhängigen Unterschiede 

(Abb. 21B). Im Vergleich zur Capping Effizienz des GAPDH-Transkriptes, dessen 

Expression als interne Kontrolle als 1 festgelegt wurde, ergab sich eine Ratio gecappter zu 

ungecappter nukleärer RNA von 0,55 ±0,10 (Exon 2) und 0,63 ±0,20 (Exon 3) sowie von 

jeweils 0,62 ±0,09 für die beiden zytoplasmatischen Proben. Die Signalintensität des 

jeweils dritten Versuchs war vermutlich aufgrund einer erhöhten Transfektionseffizienz 

erhöht, was jedoch die Ratio nur unwesentlich veränderte. Die unterschiedlichen Exon-

abhängigen nukleären RNA-Mengen konnten somit auch nicht auf eine unterschiedliche 

Capping-Effizienz zurückgeführt werden. Unabhängig von der Gegenwart der Exons 2 

oder 3 zeigte das Experiment im Vergleich zum Kontrolltranskript GAPDH eine reduzierte 

Ratio, die auf eine reduzierte Cappingeffizienz der HIV-1 Transkripte bzw. erhöhtes 

Decapping oder auf eine Stabilisierung ungecappter HIV-1 Transkripte hindeutet.  
ra
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Abb. 21: Analyse der Cappingeffizienz. (A) 3 Ansätze nukleärer (nc) und zytoplasmatischer (cp)
RNA aus mit LTR1.3.4 tatCAT und LTR1.2.4 tatCAT transfizierten Zellen wurden 1h bei 4°C mit
GST-eIF4E inkubiert, welches die Cap-Struktur bindet und danach 1h mit GST-bindender
Gluthationsepharose inkubiert. Dadurch erfolgte eine Fraktionierung der gecappten (c) und
ungecappten (u) RNA. Es folgte ein RNase Protection Assay der so isolierten RNA Fraktionen mit
radioaktiven Sonden gegen die HIV-1 Transkripte (LTR spezifische Sonde: Exon2/3) und Glycerin-
Aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als interne Kontrolle. Die Quantifizierung der
dreifach-Ansätze erfolgte mittels eines Phosphoimagers. Die in (B) gezeigten Daten entsprechen
dem Mittelwert des Quotienten gecappter zu ungecappter RNA bezogen auf die Referenz GAPDH
± Standardfehler , die Untersuchung erfolgte in Kooperation mit Dr. D. Zorio (Department of
Biochemistry and Molecular Genetics, University of Colorado Health Sciences Center, USA). 
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3.1.6.3 Ein in vitro Degradationsassay zur Bestimmung der nukleären RNA-

Stabilität 

Da weder die Transkriptionsraten noch die Capping-Effizienz für die unterschiedlichen, 

Leaderexon-abhängigen nukleären RNA-Mengen verantwortlich waren, machte dies eine 

direkte, Sequenz-vermittelte Veränderung der nukleären RNA-Stabilität zur 

wahrscheinlichsten Ursache. Während in vitro Assays zur Bestimmung der Sequenz-

vermittelter Stabilität zytoplasmatischer RNA bereits etabliert worden waren [92], war für 

die Stabilitätsanalyse nukleärer RNA bisher noch kein Versuchssystem beschrieben 

worden. Eine Rekonstituierung der nukleären RNA-Stabilität bzw. der RNA-Abbauwege 

in vitro könnte in diesem Zusammenhang den zugrundeliegenden Mechanismus einer 

Untersuchung zugänglich machen und eine Isolierung der relevanten Proteine über ihr 

Bindeverhalten oder ihre Funktion ermöglichen. 

3.1.6.3.1 Eine in vitro Untersuchung des RNA-Abbaus abhängig von Magnesium-

Konzentration und unterschiedlichen zellulären Fraktionen  

Im Folgenden wurde ein Degradationsassay entwickelt, der die RNA-Stabilitäten im Kern 

widerspiegeln sollte. Die Arbeitshypothese war dabei, dass die in vivo beobachteten, 

unterschiedlichen RNA-Mengen mit Exon 2 und 3 sowie INS und INSGC im Kern auf 

unterschiedlichen, nukleären mRNA-Stabilitäten basieren. Dafür wurden Plasmide der 

T71.X.4-Serie SalI linearisiert, und in Gegenwart von [�–32P] UTP in vitro transkribiert 

und renaturiert. Das X steht für die alternativen, nicht kodierenden Exons 2 und 3. Die so 

entstandenen Transkripte entsprachen also den Spleißereignissen 1.4 , 1.2.4, 1.3.4 und 

1.2.3.4. Gleiche Tscherenkow-Aktivitäten dieser vier in vitro Transkripte wurden vereinigt 

und in Anlehnung an in vitro Spleiß- und zytoplasmatische RNA-Degradationsprotokolle 

unter Zugabe von NTPs, Kreatinphosphat, DTT und MgCl2 in HeLa Kern- bzw. S100-

Extrakt inkubiert. Der zytoplasmatische S100-Extrakt diente dabei als Kontrolle für die 

Spezifität der Degradation als nukleäres Ereignis. Nach einer Stunde wurde die RNA aus 

dem Kernextrakt bzw. dem S100-Extrakt Phenol/Chloroform extrahiert und präzipitiert. 

Gleiche Aktivitäten der RNA wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und die relativen 

Mengenverhältnisse der Transkripte bestimmt. Als weitere Kontrolle wurde die Mg2+-

Konzentration variiert. Da gezeigt worden ist, dass höhere Mg2+-Konzentrationen zur 
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Ausbildung alternativer RNA-Sekundärstrukturen und zur Erhöhung der RNA-Stabilität 

führen können [215], wurde der RNA-Abbau sowohl unter physiologisch niedrigen Mg2+-

Konzentrationen (5 mM MgCl2), als auch unter höheren Mg2+-Konzentrationen (100 mM 

MgCl2) untersucht (Abb. 22). Nach einer einstündigen Inkubation in HeLa-Kernextrakt bei 

physiologisch niedriger Mg2+-Konzentration zeigte sich abhängig von den Leaderexon-

Sequenzen eine unterschiedlich starke Abnahme der Transkriptmengen (vgl. Abb. 22, Spur 

1 und 2). Eine starke Transkriptabnahme war in Gegenwart der Sequenz des Exons 3 bzw. 

beider Exons zu beobachten, während die Sequenz des Exons 2 zu der im Vergleich 

höchsten Menge verbleibender RNA führte. Die verbliebene Menge an Transkripten zeigte 

demnach ähnliche Unterschiede, wie sie zuvor in vivo in der Kern-RNA-Fraktion 

beobachtet wurden (vgl. Abb. 22, Spur 2 mit Abb. 9B, C nc). In der Kontrolle mit 

unphysiologisch hoher Mg2+-Konzentration wurde eine erhöhte RNA-Menge ohne 

zusätzliche Intronsequenzen beobachtet, was auf eine Stabilisierung der RNA des 

Referenzkonstrukts, vergleichbar der Wirkung von Exon 2 hindeutet (Abb. 22, Spur 3). In 

der zweiten Kontrolle zeigten sich nach Inkubation mit S100-Extrakt bei einer 

Konzentration von 5 mM Mg2+ reproduzierbar nur diffuse Banden (Abb. 22, Spur 4). 

Bemerkenswert war, dass hier die Anwesenheit von Exon 2 und Exon 2/3 zu weniger RNA 

als in Gegenwart von Exon 3 oder bei Fehlen zusätzlicher Exons führte. In S100-Extrakt 
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Abb. 22: RNA in vitro Degradation in
Abhängigkeit von unterschiedlichen
Magnesium-Konzentrationen und
Zellfraktionen. Gleiche Aktivitäten der
vier mit [��32P]UTP markierten in vitro
Transkripte mit unterschiedlichen nicht
kodierenden Exons (1.4, 1.2.4, 1.3.4,
1.2.3.4) wurden gepoolt und mit
Kernextrakt (Spur 1, 2 und 3) oder
zytoplasmatischem S100-Extrakt (Spur 4
und 5) versetzt. Abgesehen von der
Referenz, die das Mengenverhältnis mit
5 mM MgCl2 zum Zeitpunkt t=0 darstellt
(Spur 1), wurden ungecappte Transkripte
jeweils 1 h mit Kernextrakt, NTPs,
Kreatinphosphat, DTT und 5 mM MgCl2
(Spur 2 und 4) oder 100 mM MgCl2 (Spur
3 und 5) inkubiert. Die RNA wurde
extrahiert, gefällt und resuspendiert.
RNA-Mengen gleicher Tscherenkow-
Aktivitäten wurden auf einem
denaturierenden Polyacrylamid-
Harnstoffgel aufgetrennt. 
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zeigten die Transkripte also ein komplementäres Degradationsverhalten zur nukleären 

Degradation (vgl. Abb. 22, Spur 2 und 4). Bei einer Mg2+-Konzentration von 100 mM 

waren bei nur geringer Degradation distinkte Banden aller Transkripte nachweisbar 

(Abb. 22, Spur 5).  

Die für die Sequenzen der nicht kodierenden Exons charakteristischen RNA-Mengen 

konnten also in dem vorgestellten Assay in HeLa-Kernextrakt unter physiologisch-

niedrigen Mg2+-Konzentrationen reproduziert werden. Die Anwesenheit der Leaderexons 

kann demnach die Stabilität der Transkripte im Kern beeinflussen. Diese Kernspezifität 

korreliert mit den in vivo Befunden, wonach die Exonsequenzen auf Ebene der prä-mRNA 

wirkten (siehe 3.1.1.1). Der entwickelte Degradationsassay war demnach für die weitere 

Untersuchung des Wirkmechanismus geeignet.  

3.1.6.3.2 Analyse der Leaderexonsequenzen in vitro im nukleären Degradationsassay 

Da der nukleäre Degradationsassay zu residual-RNA-Mengen führte, die die zuvor 

beobachteten nukleären RNA-Mengen erklären könnten, wurde untersucht, wie die 

Sequenzen der nicht kodierenden Exons 2 bzw. 3 die Degradationskinetik beeinflussen und 

in wie weit das Cappen der Transkripte die sequenzspezifische Degradationsrate verändern 

kann.  

In der Negativ-Kontrolle (Abb. 23 E) wurde die Degradationskinetik der Transkripte in 

Wasser statt Kernextrakt analysiert. Dabei waren keine Exon-spezifischen Unterschiede in 

der Degradation nachweisbar. Bei Inkubation in Kernextrakt (Abb. 23 A) zeigte sich nach 

2 Stunden, bezogen auf das Transkript ohne zusätzliche nicht kodierende 

Leaderexonsequenz (1.4), eine Abnahme der RNA-Menge auf ca. die Hälfte in Gegenwart 

von Exon 3 (42 %) oder beider Exons (63 %) und eine relative Zunahme der RNA- 

Stabilität in Gegenwart des Exon 2 (210 %). Die Gegenwart beider Exons führte in vitro 

also nur zu einer partiellen Erhöhung der RNA-Menge, der destabilisierende Effekt des 

Exons 3 überwog in diesem Fall. Die in vitro gecappten Transkripte führten im nukleären 

Degradationsassay zu tendenziell vergleichbaren aber insgesamt geringeren 

Stabilitätsunterschieden als bei ungecappten Transkripten (Abb. 23 B, Exon 2: 150 %, 

Exon 3: 78 %, Exon 2/3: 82 % bezogen auf die 1.4-RNA-Menge). Auch im zeitlichen

   87 



 
Ergebnisse   

88 

1.4 1.2.4 1 1.0

100

200

300

1.4

1.2.4

1.

1.2.

0 305 60 12010

gecappte Transkripte
0 305 60 12010

1.4 1.2.4 1. 1.2.0

100

200

1.4

1.2.4

1.

1.2.

ungecappte TranskripteA

B

t[min]

t[min]

re
l. 

R
es

id
ua

l R
N

A-
M

en
ge

 %
(1

.4
)

re
l. 

re
su

du
al

R
N

A
-M

en
ge

 %
(1

.4
)

ungecappte Transkripte in H2O

0

100

200

1.4 1.2.4 1 1.2.

1.4

1.2.4

1.

1.2.

30 60 1200t[min]

re
l. 

R
es

id
ua

l R
N

A
-M

en
ge

 %
(1

.4
)

D

E

0 30 60 12010

1.4

1.2.4

1.

1.2.

ungecappte Transkripte
in S100-Extrakt

t[min]

1.4 1.2.4 1 1.2.

re
l. 

R
es

id
ua

l R
N

A-
M

en
ge

 %
(1

.4
)

0

100

200

Residual-RNA (t=120)

1.4 1.2.4 1 1.0

100

200

300

1.4

1.2.4

1.

1.2.

0 305 60 12010

gecappte Transkripte
0 305 60 12010

1.4 1.2.4 1. 1.2.0

100

200

1.4

1.2.4

1.

1.2.

ungecappte TranskripteA

B

t[min]

t[min]

re
l. 

R
es

id
ua

l R
N

A-
M

en
ge

 %
(1

.4
)

re
l. 

re
su

du
al

R
N

A
-M

en
ge

 %
(1

.4
)

ungecappte Transkripte in H2O

0

100

200

1.4 1.2.4 1 1.2.

1.4

1.2.4

1.

1.2.

30 60 1200t[min]

re
l. 

R
es

id
ua

l R
N

A
-M

en
ge

 %
(1

.4
)

D

E

0 30 60 12010

1.4

1.2.4

1.

1.2.

ungecappte Transkripte
in S100-Extrakt

t[min]

1.4 1.2.4 1 1.2.

re
l. 

R
es

id
ua

l R
N

A-
M

en
ge

 %
(1

.4
)

0

100

200

Residual-RNA (t=120)

.3.4 2.3.4

3.4

3.4

3.4 3.4

3.4

3.4

.3.4 3.4

3.4

3.4

3.4

3.4

.3.4 3.4

.3.4 2.3.4

3.4

3.4

3.4 3.4

3.4

3.4

.3.4 3.4

3.4

3.4

3.4

3.4

.3.4 3.4



 
  Ergebnisse 

C
Abb. 23: Kern-Degradationsassay
von in vitro Transkripten der
Leaderexon-Serie. [��32P]UTP
markierte Transkripte der Plasmide
pT71.4 (1.4), pT71.2.4 (1.2.4),
pT71.3.4 (1.3.4) und pT71.2.3.4
(1.2.3.4) wurden mit Kernextrakt
inkubiert. Nach 0, 5, 10, 30, 60 und
120 min Inkubation wurden Aliquots
entnommen und in einer
denaturierenden Gel-Elektrophorese
aufgetrennt. Die Quantifizierung
erfolgte mittels eines FujiFilm BAS-
1500 32P-Phospho imager und der
Raytest Software Tina 2.09.

Degradationskinetik
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Die Menge der Residual-RNA nach 120 min wurde auf die entsprechende RNA-Menge des
Referenzkonstruktes pT71.4 des gleichen Zeitpunktes normiert und für den Zeitpunkt t=0 als
100 % gesetzt. Die Daten entsprechen dem Mittelwert von drei unabhängigen Experimenten ±
Standardfehler. Die relative Änderung der RNA-Menge wurde sowohl für ungecappte (A) als auch
für gecappte (B) Transkripte in drei unabhängigen Experimenten ermittelt. (C) Quantifizierung der
Degradationskinetik mittels der LumiAnalyst 3.1 Software (Roche) aus 3 verschiedenen
Experimenten. Dargestellt sind die Mittelwerte, als Referenz diente jeweils die verbliebene Menge
gecappter und ungecappter RNA des Transkripts 1.4, die als 100 % festgesetzt wurde (nur mit
solider Linie dargestellt). (D) Degradation der Konstrukte in Gegenwart von S100-Extrakt statt
Kernextrakt. Die Aliquots wurden nach 0, 10, 30, 60, 120 min entnommen. (E) Kontrollexperiment
mit Inkubation der ungecappten Transkripte in ddH2O statt Kernextrakt bei dem Aliquots nach 0,
30, 60 und 120 min genommen wurden.  

Verlauf der Degradation zeigten sich sequenzspezifische Unterschiede. Während für die 

ungecappten Transkripte eine Stabilisierung durch Exon 2 bereits nach 10 Minuten 

einsetzte, war eine deutliche Destabilisierung durch Exon 3 erst nach 30 Minuten mit 

gecappten Transkripten sogar erst nach 60 Minuten zu beobachten (Abb. 23C). Die Cap-

Struktur stabilisiert damit die prä-mRNA, kann aber die sequenzabhängigen 

Stabilitätsunterschiede nicht nivellieren. Damit basiert die hier beobachtete RNA-

Degradation auf einem durch die Cap-Struktur reduzierbaren Abbau, was beispielsweise 

über eine nukleäre 5’-3’-Exonukleaseaktivität erklärt werden könnte, die ein vorheriges 

Entfernen der Cap-Struktur benötigt. 

Um den bereits beobachteten Unterschied des Degradationsverhaltens der verschiedenen 

RNAs in Kernextrakt und zytoplasmatischem S100-Extrakt (vgl. Abb. 22) quantitativ zu 

erfassen, wurden die Abbauraten der Transkripte auch mit zytoplasmatischem S100-

Extrakt bestimmt (Abb. 23D). Hier reduzierte die Gegenwart des Exons 2 die RNA-Menge 
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auf ein Drittel (1.2.4, 33%) bzw. um mehr als die Hälfte (1.2.3.4, 43 %), während in 

Gegenwart des Exons 3 (1.3.4, 85 %) die RNA-Menge nur um rund ein Fünftel reduziert 

war. Im S100-Extrakt hatte also das Exon 2 einen degradierenden Effekt, während das 

Exon 3 keine Wirkung auf die RNA-Stabilität ausübte. Das unterschiedliche 

Degradationsverhaltens in Kernextrakt und S100-Extrakt (vgl. Abb. 23A und D) zeigte, 

dass sich nukleäre und zytoplasmatische RNA-Degradation deutlich unterscheiden und 

dass das für die Sequenzen der Exons 2 und 3 charakteristische Abbauverhalten auf 

spezifischen, nur im Kernextrakt vorhandenen Faktoren basieren musste. 

3.1.6.3.3 Analyse des destabilisierenden Elementes INS1 im nukleären 

Degradationsassay 

Um zu untersuchen, ob der in vitro Degradationsassay von allgemeiner Bedeutung ist und 

auch die RNA-Stabilitäten anderer kernspezifisch wirkender Sequenzen widerspiegeln 

kann, wurde der Einfluss des INS1-Elements mittels des nukleären Degradationsassays 

analysiert. Dieses Element wurde verwendet, da sowohl von Schwartz et al. [269] als auch 

in der vorliegenden Arbeit (siehe 3.1.5, Abb. 19B) gezeigt worden war, dass auch das 

INS1-Element auf Ebene der prä-mRNA wirkt und zu einer reduzierten RNA-Menge im 

Kern führt. Als Kontrolle wurde die Mutation der INS-Sequenz mit höherem GC-Gehalt 

[269] ebenfalls im nukleären Degradationsassays untersucht. Dazu wurden in vitro 

Transkripte von INS und INSGC in Gegenwart von NTPs, Kreatinphosphat, DTT, MgCl2 

mit HeLa-Kernextrakt inkubiert, Phenol/Chloroform aufgereinigt, präzipitiert und gleiche 

Tscherenkow-Aktivitäten der verbliebenen RNA im denaturierenden Gel aufgetrennt 

(Abb. 24). Als Referenz diente wiederum das in vitro Transkript des Konstruktes pT71.4 

ohne zusätzliche Leadersequenzen. Auch bei diesem Experiment wurden gecappte und 

ungecappte Transkripte verwendet, um eine Abhängigkeit des Degradationsverhaltens vom 

Cappen der RNA zu analysieren (Abb. 24A, B). Die Degradationskinetik zeigte für die 

INS-Sequenz eine starke Abnahme der RNA-Menge, die bereits nach 60 Minuten zum fast 

vollständigen Verlust der RNA führte. Durch die Gegenwart einer Cap-Struktur fiel die 

Degradation deutlich geringer aus (Abb. 24C, t=60 INS: 2,1 %; INS gecappt: 55,8 %). Es 

war jedoch keine zeitliche Verzögerung des Degradationsstarts nachweisbar, wie sie bei 

Exon 3 (Abb. 23) auffällig war. Für das Transkript INSGC wurde wie in vivo (siehe 3.1.5) 
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Abb. 24: Nukleärer Degradations-
assay mit in vitro Transkripten der
INS- und der INSGC-Sequenz.
Gleiche Tscherenkow-Aktivitäten der
[��32P]UTP- markierten Transkripte
der linearisierten Plasmide pSVT7INS
(INS) oder pSVT7INSGC (INSGC) und
des Referenz-Plasmids pT71.4 (1.4)
wurden vereinigt, mit Kernextrakt für
0 bis 120 Minuten inkubiert. Nach
Phenol/Chloroform-Extraktion wurden
gleiche Aktivitäten im
denaturierenden Polyacrylamidgel
aufgetrennt. Die Bandenintensitäten
wurden im Phosphoimager FujiFilm
BAS-1500 und unter Nutzung der
Lumianalyst Software 3.1 (Roche)
ermittelt. Die relative Abnahme der
RNA wurde sowohl für (A)
ungecappte als auch für (B) gecappte
Transkripte ermittelt. (C) Grafische
Darstellung der über Quantifizierung
ermittelten relativen Residual-RNA-
Mengen in Abhängigkeit von der Zeit.
Die RNA-Menge wurde auf die
entsprechende RNA-Menge des
Referenzkonstruktes pT71.4 des
gleichen Zeitpunktes normiert und für
den Zeitpunkt t=0 gleich 100 %
gesetzt. 
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nur eine geringe Abnahme der RNA-Menge im Degradationsassay beobachtet, wobei die 

Cap-Struktur keinen Unterschied mehr ausmachte (Abb. 24C, t=60 INSGC: 70 %; INSGC 

gecappt: 78 %). Das Cappen stabilisiert also die instabile INS-RNA stärker als die stabilere 

INSGC-RNA.  

Die Degradation in Kernextrakt konnte also die in vivo beobachteten RNA-

Stabilitätsunterschiede zwischen Instabilitätselement INS und dessen GC-reicher Mutation 

in vitro rekonstituieren und führte insbesondere bei ungecappten Transkripten zu einer 

raschen, sequenzabhängigen Degradation. Die Cap-Abhängigkeit der INS-vermittelten 

RNA-Instabilität könnte beispielsweise durch einen 5’-3’-exonukleolytischen Abbau, oder 

die Rekrutierung stabilisierender Faktoren über die Cap-Struktur erklärt werden. Da der in 

vitro Kern-Degradationsassay auch die RNA-Instabilität des INS1 in vitro reproduzieren 

konnte, ist anzunehmen, dass der Assay generell nukleäre RNA-Stabilitätsunterschiede, die 

auf posttranskriptionalen, transportunabhängigen Mechanismen beruhen, detektierbar 

macht.  

3.1.6.4 Analyse der Interaktion von Proteinen des Kernextrakts mit den 

Leadersequenzen  

Der nukleäre in vitro Degradationsassay zeigte eine Rekonstituierung der in vivo 

beobachteten, unterschiedlichen RNA-Stabilitäten der Konstrukte mit Exon 2 und Exon 3 

sowie der INS-Konstrukte. Diese Unterschiede in der RNA-Stabilität wurden demnach 

durch sequenzabhängige Interaktionen von Komponenten des Kernextrakts mit der RNA 

verursacht. Um die Bindung von Kernproteinen an die RNA zu analysieren wurden UV-

„crosslink“ bzw. Quervernetzungs- und „Pull-down“ bzw Affinitätspräzipitations-

Experimente durchgeführt. Diese Experimente erlaubten zum Einen eine erste Analyse der 

an der RNA-Degradation beteiligten Proteine im Immunoblot. Zum Anderen sollten sie als 

Grundlage zur Isolierung und Sequenzierung weiterer möglicherweise unbekannter RNA-

bindender Proteine dienen. 
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3.1.6.4.1 Nachweis der Protein-RNA-Interaktion im Kernextrakt über UV-

Quervernetzung 

Aufgrund der vorangegangenen Untersuchungen lag eine sequenzspezifische Bindung 

nukleärer Proteine an die Leaderexonsequenzen nahe, die die Stabilisierung oder 

Degradation der RNA vermitteln. Zum Nachweis differenzieller Proteinbindemuster 

wurden radioaktiv markierte in vitro Transkripte mit Kernextrakt inkubiert. Die 

gebundenen Proteine wurden mittels UV-Strahlung kovalent an die RNA gebunden. Nach 

einem RNase-Abbau wurden die Ansätze in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die 

an diese Sequenzen bindenden Proteine konnten aufgrund der verbliebenen kovalent 

gebundenen RNA-Reste mittels Röntgenfilm-Exposition detektiert werden (Abb. 25A und 

B). Dabei zeigten sich gemeinsame Banden (Abb. 25A, Pfeile bei ca. 70, 54 und 42 kDa) 

aber auch ein sequenzspezifisches Muster von gebundenen Proteinen unterschiedlicher 
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Abb. 25: Analyse des Protein-Bindungsmusters der Sequenzen Exon 2, Exon 3 und Exon 2/3
(A) und der Sequenzen INS1 und INS1GC(B). [��32P]UTP markierte Transkripte der Plasmide
pT71.4 (1.4), pT71.2.4 (1.2.4), pT71.3.4 (1.3.4) und pT71.2.3.4 (1.2.3.4) sowie pSVT7INS (INS)
und pSVT7INSGC (INSGC) wurden unter Spleißbedingungen inkubiert und anschließend für 20
Minuten auf Eis mittels UV-Bestrahlung kovalent mit den an ihnen gebundenen Proteinen
verbunden. Nach einem RNase-Abbau wurden die Proteine im SDS-Gel aufgetrennt und das
Muster, der durch RNA-Bindung markierten Proteine, über Röntgenfilmexposition ermittelt. Pfeile
markieren unspezifische Banden, Sterne spezifische bzw. präferenzielle Banden.  
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Größe (*). So waren deutliche Banden von ca. 48 kDa, 70 kDa und 100 kDa für das 

Transkript ohne zusätzliche Leaderexons nachweisbar. Nach Insertion der Leaderexons 

waren diese nicht oder nur schwächer zu beobachten. Für Exon 2 waren keine spezifischen 

Banden sichtbar. Banden von ca. 97 und 56 kDa waren in Gegenwart des Exons 3 zu 

beobachten. Banden von ca. 38 kDa und ca. 110 kDa zeigten sich in Gegenwart von Exon 

3 und Exon 2/3, wobei die Bande von 38 kDa eine besonders hohe Signalintensität 

aufwies. Diese Bande bei ca. 38 kDa könnte möglicherweise von hnRNPA1 stammen, 

einem 32-37 kDa Phosphoprotein, dessen Bindung im Rahmen der Spleißregulation an 

Exon 3 bereits beschrieben wurde [19]. Außerdem laufen in diesem Größenbereich neben 

vielen spleißregulatorischen SR-Proteinen auch die Proteine AUF1 (hnRNP D) und HuR, 

die durch Bindung an AU-reiche Elemente die RNA-Stabilität beeinflussen können 

[70;199].  

Auch beim Vergleich der INS- und INSGC-Transkripte zeigten sich neben Banden von ca. 

100-120 kDa auch Banden zwischen 38-45 kDa (Abb. 25B, Pfeile). Diese Signale traten 

hier allerdings für beide Transkripte auf. Außerdem waren Banden bei ca. 76 kDa für das 

INS-Transkript und bei ca. 52 und < 30 kDa für das INSGC-Transkript zu detektieren 

(Abb. 25B, *). Die unterschiedlichen Proteinbindungsmuster weisen darauf hin, dass die 

sequenzspezifische Bindung von Kern-Proteinen als Ursache für die in vivo beobachteten 

sequenzabhängigen nukleären RNA-Mengenunterschiede und die in vitro beobachteten 

sequenzabhängigen Unterschiede der RNA-Degradation in Frage kommt. Allerdings 

können bei UV-Quervernetzungs-Untersuchungen nicht nur spezifisch bindende Proteine, 

sondern auch Proteine in räumlicher Nähe zur RNA gebunden werden. Um dies von den 

spezifischen Bindungen zu trennen, wurde das Proteinbindungsmuster zusätzlich mittels 

Affinitätspräzipitation untersucht. 

3.1.6.4.2 Nachweis der Protein/RNA-Interaktion im Kernextrakt über 

Affinitätspräzipitation 

Da die im UV-„Crosslink“ nachgewiesenen, bindenden Proteine einer Charakterisierung 

nicht direkt zugänglich waren, wurde die Proteinbindung an die verschiedenen alternativen 

HIV-1 Leadersequenzen sowie an mutierte Leadersequenzen mittels eines „Pull-down“-

Experiments untersucht. Dazu wurden die INS-Sequenz und Exon 3 zusammen mit den 

entsprechenden, den GC-Gehalt erhöhenden, Mutationen und die authentischen HIV-1 
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Leaderexonsequenzen analysiert. Die Biotin-markierten in vitro Transkripte wurden in 

Kernextrakt inkubiert und zusammen mit den an sie gebundenen Proteinen mittels 

Streptavidin-gekoppelter Sepharose isoliert. Die gebundenen Proteine wurden nach 

stringenten Waschschritten mit Gelladepuffer eluiert - und im SDS-Polyacrylamid-Gel 

aufgetrennt. Mittels einer reversiblen Zink-Färbung wurde das Proteinbindungsmuster 

detektiert (Abb. 26A). Als Positivkontrolle diente Kernextrakt (+), als Negativkontrolle 

eine Inkubation von Streptavidinbeads ohne in vitro Transkripte im Kernextrakt (-).  

Ebenso wie bei der zuvor gezeigten UV-Quervernetzung, war auch hier ein 

sequenzabhängiges Bindungsmuster (Abb. 26A, *) neben wenigen unspezifischen Banden, 

die auch in der Negativkontrolle auftraten (Abb. 26A, 55 und 70 kDa Pfeile) und einer 

großen Anzahl gemeinsamer Banden, zu beobachten. So waren spezifische Banden für das 

INS-Element bei ca. 65 kDa und für die INSGC–Mutation bei ca. 43 kDa zu sehen. Der 

Vergleich von Exon 2 und 3 Sequenzen zeigte Proteinbindungen an Exon 2 von Proteinen 

mit ca 80 kDa, 52 kDa und 40 kDa. Für das Exon 3 wurde die spezifische Bindung eines 

Proteins mit 54 kDa, für die Exons 2/3 die Bindung eines Proteins mit 44 kDa beobachtet. 

Darüber hinaus banden Proteine mit 150, 100, 76, 42 und 37 kDa bevorzugt sowohl an das 

Exon 3, als auch an die Exons 2/3. An Exon 2/3 zeigte sich zusätzlich die Bindung eines 

Proteins mit ca 46 kDa. Als besonders prominente Bande war sowohl in den UV-

Quervernetzungen als auch über Affinitätspräzipitation eine ca. 37-38 kDa Bande bei 

Gegenwart von Exon 3 bzw. Gegenwart von Exon 2/3 zu beobachten. Eine weitere Bande, 

die in beiden Versuchen auf das gleiche Protein zurückzuführen sein könnte, ist die 54 

bzw. 56 kDa Bande in Gegenwart von Exon 3. Die ansonsten geringe Übereinstimmung 

zwischen UV-„crossslink“ und „Pull-down“ könnte auf zusätzlichen, insbesondere bei UV-

Quervernetzungsanalysen oft unspezifisch gebundenen Proteinen basieren. Die insgesamt 

höheren Signalintensitäten der an die INS- bzw. INSGC-Sequenz-bindenden Proteine sind 

wahrscheinlich auf die größere Länge der Transkripte zurückzuführen.  

Die durch die Affinitätspräzipitation isolierten Protein-Mengen waren in der 1-D 

Auftrennung und in der Menge für eine Proteinanalyse unzureichend. Aus diesem Grund 

werden zur Zeit in Zusammenarbeit mit M. Hipp 2-D-Gelektrophoresen etabliert. Um 

unabhängig von der Proteinanalyse mögliche relevante Unterschiede im 

Proteinbindungsmuster der verschiedenen Transkripte zu charakterisieren, wurden die 
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Abb. 26: Analyse des Protein-
Bindungsmusters. Biotin-
markierte in vitro Transkripte 
der Plasmide pSVT7INS (INS),
pSVT7 INSGC (INSGC), 
pT7Exon2 (Ex 2), pT7Exon3
(Ex 3), pT7Exon2/3 (Ex 2/3)
und pT7Exon3GC Ex (3GC) 
wurden 30 Minuten in
Gegenwart von Kernextrakt
zusammen mit ATP,
Kreatinphosphat, MgCl2, 
Rnasin, DTT und tRNA
inkubiert, anschließend für 60
Minuten bei 4°C mit
Streptavidin-Beads inkubiert
und nachfolgend gewaschen.
Als Kontrolle der Spezifität
dient eine Reaktion ohne
Biotin-markierte RNA (-). Als 
Positivkontrolle (+) wurde
unbehandelter Kernextrakt
aufgetragen. Die Proteine
wurden im SDS-Gel 
aufgetrennt und durch
Zinkfärbung dargestellt. (A)
Pfeile markieren unspezifische
Banden, Sterne spezifische 
bzw. präferenzielle Banden. 
Nach Entfärbung wurden die
Proteine geblottet und mit
Antikörpern gegen AUF1
(Kaninchen, polyklonal, Upstate
Biotechnology) (B) und HuR 
(Maus, monoklonal, Santa Cruz
Biotechnology) (C) und 
Peroxidase-gekoppelten Zweit-
Antikörpern (AP-Biotech) auf 
eine sequenzspezifische
Bindung dieser Proteine
analysiert. 
 

INS N  3 3

INS  3 3

INS  3 3

INS  3 3

INS  3 3

INS  3 3

Affinitätspräzipitations-Fraktionen mittels Immuno-Blot auf die Interaktion mit Proteinen 

untersucht, die bereits für ihre Bindung an AU-reiche RNA-Sequenzen im Rahmen der 

RNA-Stabilitätsuntersuchungen beschrieben wurden. 
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3.1.6.4.3 Nachweis der AUF1-RNA Interaktion mittels Western Blot 

Die durch die Affinitätspräzipitation erhaltenen Proteine wurden mittels Western Blot auf 

eine Membran transferiert und mit Antikörpern gegen AUF1 (hnRNP D) inkubiert. Diese 

Proteinfamilie steht im Zusammenhang mit der RNA-Degradation AU-reicher Elemente. 

Es zeigten sieben spezifische Banden in der Positivkontrolle (Kernextrakt), von denen fünf 

in Gegenwart der INS-Sequenz zu beobachten waren (Abb. 26B, mit * markiert). Bisher ist 

bekannt, dass AUF1 in vier alternativ gespleißten Formen zwischen 45 und 37 kDa auftritt, 

was die unteren vier Banden erklärt. In Gegenwart der INSGC-Sequenz tritt von diesen vier 

Banden die oberste Bande mit einer im Vergleich zur INS-Sequenz deutlich höheren 

Intensität auf. Diese Bande zeigte sich ebenfalls in Abhängigkeit von den Exons 2 und 3, 

wobei eine geringe Bindung an das Exon 2 und eine stärkere Bindung an das Exon 3 und 

die Exons 2/3 zu beobachten war. Eine Erhöhung des GC-Gehalts im Exon 3 verhinderte 

die Proteinbindung. Bei den Leaderexonsequenzen korreliert die Signalintensität des 

detektierten Proteins mit der Instabilität der untersuchten Sequenzabschnitte. Da dieses 

Protein als ein im Rahmen der RNA-Destabilisierung bindendes Proteins charakterisiert 

worden war, lässt in diesem Fall die Bindung einen funktionellen Zusammenhang als 

wahrscheinlich erscheinen. Die Bindung an INS und INSGC-Sequenzen scheint komplexer. 

Falls die Bindung von AUF1 hier ursächlich mit der RNA-Stabilität gekoppelt sein sollte, 

könnte eine Multimerisierung wie sie für die hnRNP-Proteine allgemein zu beobachten ist 

[157], für die AUF1-Wirkung eine zusätzliche Rolle spielen. Dabei könnten zunächst die 

kleineren AUF1 Isoformen aufgrund ihrer höheren ARE-Bindungsaffinitäten [303] 

zunächst die INS-Sequenzen binden und damit die Bindung des hochmolekularen p45 

reduzieren. Die Ergebnisse unterschiedlicher Arbeitsgruppen stimmen darin überein, dass 

diese niedermolekularen AUF1-Formen stärker zur Degradation beitragen als die 

hochmolekulare p45 Form [196;248;262]. sodass die Bindung kleinerer Protein-Isoformen 

die Destabilisierung stärker begünstigen könnte, als die alleinige Bindung der größeren 

Isoform. 

3.1.6.4.4 Nachweis der HuR/RNA-Interaktion mittels Western Blot 

Um zu untersuchen, ob das im Rahmen der Stabilisierung von RNA gefundene 36 KDa 

Protein HuR an die unterschiedlichen Leadersequenzen bindet, wurden Affinitäts-

Präzipitationen im SDS-Gel aufgetrennt und im Western Blot mittels eines HuR 
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Antikörpers detektiert (Abb. 26C). Die Bindung von HuR, welches die RNA vor 

Degradation schützt [83;238], zeigt eine bevorzugte Bindung an die INSGC-Sequenz, die 

wesentlich stärker war als die Bindung an die INS-Sequenz. Die Bindung an die Exons 2 

und 3 zeigte nur geringe Unterschiede, wobei die Bindung an Exon 3GC am stärksten war. 

Mit Ausnahme der im Vergleich zu Exon 3 schwachen Bindung von HuR an Exon 2 

korrelierte die Bindung von HuR nicht mit dem AU-Gehalt der untersuchten RNA-

Sequenzen. Dies ist erstaunlich, da im Allgemeinen davon ausgegangen wird, dass HuR an 

AU-reiche Sequenzen bindet. In den hier gemachten Experimenten zeigte sich dagegen 

eine stärkere Bindung an GC-reiche Sequenzen (Exon 3 vs. Exon 3GC und INS vs. INSGC). 

Mit Ausnahme des Exons 2, das eine im Vergleich zu Exon 3 geringere HuR-Bindung 

zeigte, korrelierte damit die Bindung von HuR mit der relativen Stabilität der untersuchten 

RNA-Sequenzen. 
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3.2 Ein kurzer offener Leserahmen im Leader kann die Expression 3’-wärts 

liegender Leserahmen stimulieren 

Alternativ gespleißte HIV-Leadersequenzen können nicht nur posttrankriptional die prä-

mRNA-Stabilität (siehe 3.1) beeinflussen, die Variation des Leaders ist auch für die 

Translation essenziell. Da allgemein davon ausgegangen wird, dass die HIV-1 Translation 

Cap-abhängig erfolgt, müssen die verschiedenen Leserahmen (ORFs, open reading frames) 

in einen für die Translation förderlichen Kontext gebracht werden. Tatsächlich kann durch 

alternatives Spleißen jeder HIV-1-Leserahmen — mit Ausnahme des env-ORFs — in die 

Position des primären Leserahmens am 5’-Ende des Transkripts gelangen. Weiterhin ist 

gezeigt worden, dass 3’-wärts auf HIV-1 Transkripten liegende Leserahmen nur dann 

zusätzlich abgelesen werden konnten, wenn der primäre Leserahmen nur ineffizient 

translatiert wird. So erlaubte die ineffiziente Initiationsstelle des rev- oder vpu-

Leserahmens auch die Translation weiter 3’-wärts liegender Leserahmen durch „leaky 

scanning“. Umgekehrt inhibierte die effiziente Initiationsstelle des tat-Leserahmen die 

Translation an den 3’-wärts folgenden Leserahmen [273].  

Das Konstrukt LTR-E/X-pA enthält den 3’-Bereich des HIV-1 Genoms mit den tat-, rev-, 

vpu- und env-ORFs unter der Kontrolle des HIV-Promotors im LTR. Da der 

Hauptspleißdonor 1 nicht mehr vorhanden ist, kann im 5’-Leader nicht das HIV-

spezifische alternative Spleißen erfolgen. Mit tat als primärem Leserahmen, wäre demnach 

keine Expression von Rev und Env zu erwarten. Dieses, im Rahmen der Analyse der Env-

Expression klonierte Konstrukt [265], zeigte dennoch eine effiziente Env-Expression, die 

bei CD4-positiven Zellen in der Zellkultur zur Syncytienbildung führte (Abb. 27B, rechts) 

und daher physiologisch relevant sein dürfte. Eine genauere Begutachtung der Sequenzen 

5’-wärts des tat-Startkodons zeigte, dass bei der Klonierung durch die Ligation zweier 

Restriktionsfragmente zufällig ein zusätzliches Startkodon im Leaderbereich zwischen 

LTR und tat-Leserahmen entstanden war. Dieses Konstrukt — aufgrund seines upstream 

open reading frame (uORF) LTR-E/X-pA uORF genannt — besitzt damit 5’-wärts der 

HIV-1 tat-, rev-, vpu- und env-Leserahmen einen zusätzlichen, artifiziellen Leserahmen 

mit einer Länge von 51 nt (Abb. 27A). Die Mutation dieses zusätzlichen AUG zu CCG in 

dem Konstrukt LTR-E/X-pA �uORF (Abb. 27A) reduzierte die Env-Expression sehr 

deutlich, wie auch anhand der Syncytienbildung zu beobachten war (Abb. 27B).  
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Dies führte zu der Schlussfolgerung, dass die Gegenwart des kleinen 5’-wärts gelegenen, 

offenen Leserahmens (uORF) innerhalb des Leaders die translationale Inhibition durch den 

tat-Leserahmen aufheben kann und die Translation der weiter 3’-wärts liegenden 

Leserahmen in der polycistronischen mRNA soweit stimuliert, dass sogar das vierte 

Cistron — in diesem Fall env — translatiert werden kann. Da es im viralen Kontext 

ebenfalls vorkommen kann, dass uORFs im Leader auftreten, wurde im Folgenden 

untersucht, ob hier ein bei HIV bisher nicht beschriebener Translationsmechanismus 

zugrunde liegt, der auch für die Translation der HIV-1-mRNAs von Bedeutung sein 

könnte. 
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Abb. 27: Env-Expression von einer polycistronischen mRNA in Anwesenheit eines uORFs.
(A, C) Schematische Darstellung der verwendeten Konstrukte. Gezeigt sind die unterschiedlichen
Promotoren (dunkelgrau, A: HIV-1-Promotor im LTR B: SV40-Promotor), sowie die offenen
Leserahmen: HIV-1 ORFs (grau), artifizieller uORF (orange). Die Abwesenheit des uORFs ist
durch ein weißes Rechteck dargestellt (�uORF), die Mutation des Startkodons zu CCG wird durch
das X symbolisiert. (B, D) Syncytienbildung in Abhängigkeit von der Gegenwart des uORFs. HeLa–
T4+ lacZ-Zellen wurden mit LTR-E/X-pA �uORF und LTR-E/X-pA uORF (B), sowie den
Konstrukten SV-E/X-pA �uORF und SV-E/X-pA uORF (D) transfiziert und auf Syncytienbildung
und Tat-abhängige �-Galaktosidase-Färbung untersucht. Gefärbte Zellen zeigten die Expression
von Tat durch die Stimulation des stabil integrierten �-Galaktosidase-Gens unter der Kontrolle des
HIV-1 Promotors. Die Syncytienbildung resultiert aus der Bindung von Env an CD4-Rezeptoren
benachbarter Zellen. Die Anzahl und Größe der Syncytien korreliert mit der zellulären Env-
Expression.  
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3.2.1 Die uORF vermittelte Expressionssteigerung 3’-wärts positionierter 

Leserahmen ist Promotor-unabhängig 

Um zu untersuchen, ob die uORF-vermittelte Expression 3’-wärts liegender Cistrons auch 

in Gegenwart eines nicht Tat-induzierten Promotors zu beobachten ist, wurde der HIV-1 

Promotor der beiden Konstrukte LTR-E/X-pA uORF und LTR-E/X-pA �uORF gegen 

einen SV40-early-Promotor ausgetauscht (Abb. 27C, SV-E/X-pA uORF, SV-E/X-

pA �uORF). Auch hier zeigte das Konstrukt mit zusätzlichem uORF Syncytienbildung 

(SV-E/X-pA uORF, Abb. 27D, rechts), während das Vergleichskonstrukt ohne uORF 

keine Syncytienbildung induzierte (SV-E/X-pA �uORF, Abb. 27D). Die uORF-vermittelte 

Env-Expression war also unabhängig von der Wahl des Promotors zu beobachten. Damit 

zeigte sich, dass die beschriebene Inhibition der Translation von rev und env durch das 

effizient genutzte tat-AUG nicht für alle HIV-1 mRNAs zutreffen muss.  

3.2.2 Verschiedene Eigenschaften des uORFs modulieren die Wirkung auf 3’-wärts 

liegende Leserahmen 

Um zu analysieren, welche Eigenschaften eines uORFs das Translationspotential einer 

polycistronischen mRNA beeinflussen können, wurden mehrere Konstruktserien mit 

Unterschieden in der uORF-Länge (3.2.2.1), im intercistronischem Abstand (3.2.2.2) oder 

in der uORF-AUG-Stärke (3.2.2.3) kloniert und die Expression des ersten (tat) und des 

zweiten (rev) Leserahmens 3’-wärts des uORFs untersucht.  

Da für die Tat- und Rev-Quantifizierung keine adäquaten Antikörper zur Verfügung 

standen, wurden zwei unterschiedliche funktionelle Reporterassays etabliert, die auf einer 

zur Menge des exprimierten Tat- bzw. Rev-Proteins proportionalen Expression des 

Luziferasegens aus Renilla reniformis beruhen. Das Tat-reaktive Reporterplasmid (Abb. 

28A, LTR636RL) enthält die HIV-1 LTR-Sequenz 5’-wärts des Luziferasegens und am 

3’-Ende ein SV40-Polyadenylierungssignal. In Abhängigkeit von der in trans gebildeten 

Tat-Menge kommt es zur Bindung von Tat an die TAR-Region am 5’-Ende des 

Transkripts und damit zur effizienten Transkription des Luziferasegens, während in 

Abwesenheit von Tat nur ein basaler Transkriptionslevel nachweisbar ist. Das Rev-

reaktive Reporter-Plasmid (Abb. 28B, SVtat–rev–envRL) enthält einen SV40-Promotor und 

ein SV40-Polyadenylierungssignal. Da keine Bindestelle für Tat vorhanden ist, erfolgt die 
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Transkription Tat-unabhängig. In diesem Konstrukt ersetzt das Renilla reniformis 

Luziferase-Reportergen die gp120-Sequenz 5’-wärts des RREs, liegt also im Intron, das 

durch die 5’-Spleißstelle SD4 und die 3’-Spleißstelle SA7 begrenzt wird. Die Leserahmen 

von tat und rev können auf Grund von Punktmutationen in den Startkodons nicht 

translatiert werden. In Abhängigkeit von der in trans vorhandenen Rev-Menge kommt es 

zur Bindung von Rev an das RRE der Reportergen-Transkripte und dadurch zum Export 

ungespleißter RNA in das Zytoplasma. Dadurch kann der im Intron liegende Leserahmen 

der Renilla reniformis-Luziferase translatiert werden.  

Um die funktionelle Reaktivität der Tat- und Rev- Expressionsassays zu ermitteln, wurden 

HeLa-T4+-Zellen mit 1 µg des Tat-Reporterplasmids LTR636RL und 1 bis 5 ng des Tat-

Expressionsplasmids SVctat (Abb. 28A) bzw. mit 1 µg des Rev-Reporterplasmids (SVtat–
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Abb. 28: Reporterplasmide zur
Messung der Tat- und Rev-
Expression der uORF-Konstrukte.
Normierte Renilla  Proteinexpresssion
in HeLa-T4+-Zellen 48 h nach
Transfektion. Im oberen Teil der
Abbildungen sind die
Reporterplasmide LTR636RL (A) und 
SVtat–rev–envRL (B) dargestellt. Die
Rechtecke symbolisieren den
Promotor (dunkelgrau), sowie die
Leserahmen (hellgrau), weiße
Rechtecke stellen das Fehlen eines
Leserahmens aufgrund einer
Mutation im Startkodon (X) dar. (A) 
Für die Analyse der Tat-Reaktivität
wurden HeLa- T4+- Zellen mit dem
Tat-Reporterplasmid (LTR636RL) und
0, 1, 2, 3 oder 5 ng des Tat-
Expressionsplasmids SVctat kotrans-
fiziert. Nach 48 h wurde die Renilla-
Luziferase-Expression in  einem
Bioluminiszenzassay (Promega) in
relativen Lichteinheiten (RLU)
gemessen. (B) Analyse der Rev-
Reaktivität von Zellen, die mit dem
Rev-Reporterplasmid (SVtat–rev–

envRL) und 0, 0,2, 0,4 oder 1 µg des
Rev-Expressionsplasmids SVcrev
transfiziert worden sind. Die Daten
entsprechen dem Mittelwert von drei
Transfektionen ± Standardfehler.  
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rev–envRL) und 0,2 bis 1 µg des Rev-Expressionsplasmids SVcrev transfiziert (Abb. 28B). 

Das kotransfizierte Plasmid pGL3-Control diente in beiden Assays der Normierung der 

Experimente auf die Transfektionseffizienz. Die Grafiken zeigen einen proportionalen 

Anstieg der Reportergenexpression (Renilla-Luziferase) in Abhängigkeit von der Menge 

kotransfizierter Tat- bzw. Rev-Expressionsvektoren. Dies erlaubt den Einsatz der 

Reportergenkonstrukte für die Quantifizierung der Tat- und Rev-Mengen. 

3.2.2.1 Die Länge des uORFs beeinflusst die Translation 3’-wärts liegender 

Leserahmen 

Um zu untersuchen, ob die uORF-vermittelte Stimulation der Translation 3’-wärts 

liegender Leserahmen durch die Länge des uORFs beeinflusst wird, wurde die Tat- und 

Rev-Expression in Gegenwart von uORFs unterschiedlicher Länge untersucht. Ausgehend 

von dem ursprünglichen Konstrukt mit einem uORF von 17 Kodons Länge, wurden durch 

Deletionen bzw. Insertionen innerhalb des Leserahmens verkürzte uORFs, die für 7 oder 
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Abb. 29: Relative Tat- und Rev-Expression abhängig von der uORF-Länge. (A) Schematische
Darstellung der untersuchten HIV-Konstrukte. Der Promotor (P, dunkelgraues Rechteck) ist für die
Messung der Tat-Menge ein SV40-Promotor, für die Messung der Rev-Menge der HIV-1 Promotor.
Weiterhin dargestellt sind die HIV-1 ORFs (grau), artifizielle uORFs (orange) und das Fehlen des
uORFs. (weißes Rechteck) durch Punktmutation im AUG (X). (B, C) HeLa-T4+-Zellen wurden mit
0.5 µg pGL3-Control zur Bestimmung der Transfektionseffizienz, mit 1 µg des entsprechenden Tat-
oder Rev-Reporterplasmids (vgl. Abb. 28) und mit polycistronischen HIV-1 Konstrukten
unterschiedlicher uORF-Längen transfiziert. Abweichend zu den in Material und Methoden
erwähnten Mengen wurden je 1 ng der zu untersuchenden Plasmide (SVuORFXctatcrev) für die
funktionelle Tat-Expressionsanalyse (B) bzw. für die funktionelle Rev-Expressionsanalyse 2 µg der
zu untersuchenden Plasmide (LTRuORFXctatcrev) und 0,1 µg SVctat zur maximalen Tat-
Stimulation verwendet (C). Die Renilla-Expression wurde quantifiziert und normiert wie unter
Material und Methoden beschrieben (siehe 2.8). Die Expression des entsprechenden Kontroll-
Plasmids SVctat (5 ng) bzw. SVcrev (0,2 µg) wurde gleich 100 % gesetzt. Dargestellt sind die auf
die Transfektionseffizienz normierten Mittelwerte von drei unabhängigen Messungen ±
Standardfehler.  
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12 Aminosäuren kodieren und ein verlängerter uORF, der für 32 Aminosäuren kodiert, 

kloniert (Abb. 29A). Die Mutationen wurden 3’-wärts des dritten Kodons des uORFs 

eingesetzt, um die für die Translationsinitiation relevante Sequenzumgebung des AUGs 

(siehe 3.2.2.3) konstant zu halten. Dabei wurden zwei Vektorsysteme verwendet. Für die 

Tat-Quantifizierung wurden Konstrukte mit einem SV40-Promotor verwendet 

(SVuORFXctatcrev), sodass eine Tat-induzierte Steigerung der Expression auszuschließen 

war. Die Rev-Expression wurde von einem Vektor mit Tat-stimulierbarem HIV-1-

Promotor (LTRuORFXctatcrev) gemessen, weil dieses System eine effiziente Rev-

Expression gewährleistete.  

Die Tat-Expressionsanalyse (Abb. 29B) zeigte für das Ausgangskonstrukt uORF17 eine 

vergleichbare Expression wie für das Konstrukt mit Punktmutation des uORF17 AUGs 

(uORF17 und �uORF). Die Konstrukte mit den uORFs, die für 7, 12, oder 32 

Aminosäuren kodierten, zeigten eine um ein Drittel reduzierte Tat-Expression. Die 

ursprünglich beobachteten Unterschiede in der Env-Expression (vgl. Abb. 27) beruhten 

demnach nicht auf unterschiedlichen Tat-Mengen. 

Im Gegensatz zu früheren Beobachtungen [271;273] konnte bei keinem dieser Konstrukte 

eine inhibierende Wirkung auf den 3’-wärts gelegenen rev-ORF durch die 

Translationsinitiation am tat-Startkodon beobachtet werden (Abb. 29C). Das uORF17 

Konstrukt zeigte die höchste Rev-Expression (16 % im Vgl. zu SVcrev mit 100 %), 

während eine Verlängerung oder Verkürzung des uORFs zu eine Abnahme der Rev-

Expression führten (uORF7: 55 %, uORF12: 80 %, uORF32: 40 %). Die Daten zeigten, 

dass der uORF die Rev-Expression und damit auch die Env-Expression und die 

Syncytienbildung ermöglichte. Die optimale uORF Länge für eine effiziente Rev-

Expression lag zwischen dem Kodierungspotential von 12 und 32 Aminosäuren, also 

zwischen 36 und 96 nt.  

3.2.2.2 Eine Verlängerung des intercistronischen Abstands reduziert die Rev-

Expression 

Gemäß dem Modell der Termination und Reinitiation erlangen die Ribosomen nach der 

Translation eines uORFs erst im Verlauf des erneuten Scannens ihre Initiationskompetenz 

zurück [133;170]. Die Rev-Translation ließe sich demnach durch die vorherige Erkennung 
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des uORFs und ein Überlesen des tat-AUGs durch einen Teil der Ribosomen im 

Reinitiations-inkompetenten Zustand erklären. Daher stellte sich die Frage, ob die 

Translation von tat und rev durch die Veränderung des intercistronischen Abstands zum 

uORF beeinflusst werden kann.  

Um dies zu untersuchen, wurden Plasmide kloniert, die eine Verlängerung des 

intercistronischen Abstandes zwischen uORF und tat-Leserahmen von ursprünglich 38 auf 

62, 88 bzw. 121 Nukleotiden enthielten (Abb. 30A). Die zwei Konstruktserien mit 

unterschiedlichen Promotoren für die Tat- und Rev-Messung wurden nach transienter 

Transfektion in HeLa-T4+-Zellen im dualen Luziferaseassay auf ihre Tat- bzw. Rev-

Expression untersucht (Abb. 30B und C). Bei Verlängerung des intercistronischen 

Abstands wurde eine graduell leicht reduzierte Tat-Expression beobachtet, wobei jedoch 

selbst mit einem Abstand von 122 nt noch zwei Drittel der Expression erhalten blieb 

(Abb. 30B). Die Rev-Expression zeigte dagegen bei einer Verlängerung des 

intercistronischen Abstands von ursprünglich 177 nt auf 260 nt eine deutliche 

Verringerung um den Faktor 8 (Abb. 30C). Die Rev-Expression des Konstrukts, mit einem 
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Abb. 30: Relative Tat- und Rev-Expression abhängig vom intercistronischen Abstand. (A)
Schematische Darstellung der untersuchten HIV-Konstrukte. Der Promotor (P, dunkelgraues
Rechteck) ist für die Messung der Tat-Menge ein SV40-Promotor, für die Messung der Rev-Menge
der HIV-1 Promotor. Weiterhin dargestellt sind die HIV-1 ORFs (grau), der artifizielle uORF
(orange) und intercistronische Abstände (nt) zum tat- (schwarze Linien) bzw. rev-Startkodon
(gestrichelte Linien). (B) und (C) HeLa-T4+-Zellen wurden mit pGL3-Control zur Bestimmung der
Transfektionseffizienz, mit den entsprechenden Tat- oder Rev-Reporterplasmiden (vgl. Abb. 28)
und mit den polycistronischen HIV-1 Konstrukten mit unterschiedlichen intercistronischen
Abständen transfiziert. Abweichend zu den in Material und Methoden erwähnten Mengen wurden
je 1 ng der zu untersuchenden Plasmide (SVuORF17icdXctatcrev) für die funktionelle Tat-
Expressions-Analyse (B) bzw. für die funktionelle Rev-Expressions-Analyse 2 µg der zu
untersuchenden Plasmide (LTRuORF17icdXctatcrev) und 0,1 µg SVctat zur maximalen Tat-
Stimulation eingesetzt (C). Die Renilla-Luziferase-Expression wurde quantifiziert und normiert wie
unter Material und Methoden beschrieben (siehe 2.8). Die Expression des entsprechenden
Kontroll-Plasmids SVctat (5 ng) bzw. SVcrev (0,2 µg) wurde gleich 100 % gesetzt. Dargestellt sind
die auf die Transfektionseffizienz normierten Mittelwerte von drei unabhängigen Messungen ±
Standardfehler.  
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intercistronischen Abstands von 260 nt, war mit 2 % vergleichbar mit der Expression des 

Konstrukts ohne zusätzlichen uORF (vgl. mit Abb. 29C, �uORF 2 % bezogen auf die 

Expression des Referenzkonstrukts SVcrev). Die Verlängerung des intercistronischen 

Abstands reduzierte also die Expression des weiter 3’-wärts gelegenen rev-Leserahmens 

weit stärker, als die des weiter 5’-wärts und damit unmittelbar hinter dem uORF 

positionierten tat-Leserahmens, dessen Expression kaum beeinflusst wurde. Der 

intercistronische Abstand des uORFs zu dem 3’-wärts liegenden rev-ORF stellte somit ein 

wesentliches Kriterium für den expressionsfördernden Effekt des uORFs dar. 

3.2.2.3 Analyse der uORF-AUG-umgebenden Sequenzen  

Für die Effizienz der Translationsinitiation ist die Sequenzumgebung des Initiations-

kodons von entscheidender Bedeutung. Die Konsensussequenz für ein effizient genutztes 

Initiationskodon GCCRCCAUGG wurde von Kozak an Hand der Häufigkeitsverteilung 

der Nukleotide in 699 Translationsinitiationsstellen bestimmt (Abb. 31A) [168]. Als 

besonders wichtig für die Translationsinitiation stellten sich ein Purin in Position –3 und 

ein Guanin in Position +4 heraus [167]. Neben der Länge des uORFs und dem 

intercistronischen Abstand zu den nachfolgenden ORFs, könnte also auch die Erkennung 

des uORFs durch unterschiedliche AUG-Umgebungen das Translationspotential der 

mRNA beeinflussen. Um dies zu untersuchen, sollte zunächst die Effizienz verschiedener 

AUG-Umgebungen experimentell bestimmt werden. Um Veränderungen innerhalb der 

kodierenden Sequenz zu vermeiden, wurden bei der Klonierung von Luziferase-

Reporterkonstrukten mit unterschiedlichen Initiationsstellen allerdings nur die 5’-Bereiche 

vor den Startkodons ausgetauscht.  

Es wurde bereits beschrieben, dass die AUG-Sequenzumgebung von tat 

(CAAGAAAUGG) eine effiziente Translation ermöglicht, während die vpu-AUG-

Sequenzumgebung (CAUGUAAUGA) ein „leaky scanning“ erlaubt [273]. Daher wurden 

die entsprechenden 5’-Sequenzen in einen Luziferase-Reportergenkonstrukt (pRLSV40, 

ohne Abb.) eingebracht, das 5’-wärts des Startkodons der Konsensus-Initiationsstelle 

entsprach und dessen Expression als 100 % festgesetzt wurde. Diese drei Vektoren wurde 

als Bezugssystem genutzt, um die relative Effizienz der uORF-Initiationsstelle 

GUGGCGAUGA zu bestimmen (Abb. 31C). Nach transienten Transfektionen von HeLa-
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T4+-Zellen mit diesen Konstrukten und Analyse im dualen Luziferase-Reporterassay 

wurde die Expression des Ausgangsvektors mit der Konsensus-AUG-Umgebung 

(pRLSV40=100 %) sowie der übrigen Konstrukte bestimmt. Für die Konstrukte, welche 

die uORF- und die tat-Startkodon-Sequenzumgebung enthielten, wurde eine vergleichbar 

starke Expression nachgewiesen (Abb. 31B, C: pRL5’uORF, 84 % bzw. pRL5’tat, 102 %). Die 

vpu-AUG-Sequenzumgebung führte zu einer signifikant niedrigeren Renilla Luziferase-

Expression (pRL5’vpu, 6 %). Dies stimmte mit der Beobachtung überein, dass in HIV-

Transkripten die vpu-AUG-Umgebung ineffizient, die des tat-AUGs dagegen effizient 

erkannt wird [273] und erlaubte die Einordnung der uORF AUG-Umgebung als effiziente 

Translationsinitiationsstelle. Auf die beiden weiteren Kontrollvektoren pRL5’vpu–5U und 

pRL5’vpu –3U-5U wird im folgenden Abschnitt eingegangen.  

Abb. 31: Effizienz-
bestimmungen von unter-
schiedlichen AUG-Sequenz-
Umgebungen. (A) Die 
Untersuchung der 
Häufigkeitsverteilung der 
Nukleotide in der Umgebung 
von 699 Translationsinitiations-
kodons durch Kozak 
(Darstellung mit der Software 
Winlogo von T. Preuss) führte 
zur Formulierung der 
Konsensussequenz 
GCCRCCAUGG (R=Purin) für 
ein effizientes Startcodon 
(unterhalb) [168;169]. (B) 
Schematische Darstellung der 
Reportergen-Konstrukte. Die 
Konstrukte enthalten einen 
SV40 Promotor (dunkelgrau), 
ein Intron und das Renilla 
Luziferase-Reportergen (R. 
luc, grau). Die AUG-
Umgebung  des Reportergens 
wurde durch Punktmutationen 
variiert. Die dem Konsensus 
für ein effizientes Startcodon 
entsprechenden Nukleotide 
sind fett gedruckt.  
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(C) Relative Renilla Luziferase-Genexpression in Abhängigkeit von der 5’-Leader-sequenz des
AUGs. HeLa-T4+-Zellen wurden mit den Reporterplasmiden mit den unterschiedlichen Startkodons
sowie mit pGL3-Control transfiziert. Die relative Reportergen-Expression wurde im dualen
Luziferase Assay bestimmt und die Expression des Konstrukts pRLSV40 wurde gleich 100 %
gesetzt. Dargestellt sind die auf die Transfektionseffizienz normierten Mittelwerte von drei
unabhängigen Messungen ± Standardfehler. 
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3.2.2.3.1 Unterschiede in der uORF-Translationsinitiationseffizienz beeinflussen die 

Translation 3’-wärts liegender Leserahmen  

Nachdem die Effizienz der Translationsinitiationsstellen bestimmt worden war, wurden die 

AUG-Umgebungen in die Position 5’-wärts des uORFs kloniert (uORF17tat, uORF17vpu), 

um zu untersuchen, in wie weit dies die Expression der Leserahmen 3’-wärts des uORFs 

beeinflusst (Abb. 32). Um die kodierende Sequenz zu erhalten, wurden wie in der 

vorherigen Analyse (vgl. Abb. 31) alle 3’-wärts liegenden Positionen der kodierenden 

Sequenz, also auch die für die Translationseffizienz wichtige Position +4, nicht verändert. 

HeLa-T4+-Zellen wurden mit den Konstrukten transfiziert und die Tat- und Rev-

Expression im dualen Luziferaseassay bestimmt. Dabei wirkten die unterschiedlichen 

uORF-AUGs sowohl auf die Expression von Tat (Abb. 32B) als auch auf von Rev 

(Abb. 32C).  

Die Bestimmung der Rev-Mengen ergab für das Konstrukt ohne uORF, wie bereits 

bekannt, die geringste Rev-Expression (vgl. Abb. 29 und Abb. 32C: LTR�uORF 3 %, im 

Vergleich zum Referenzplasmid SVcrev mit 100 %). Das Konstrukt mit tat-AUG-

Umgebung (LTRuORF17tat) zeigte mit einer Rev-Expression von 45 % eine annähernd so 

hohe Rev-Expression wie das Konstrukt mit der ebenfalls effizienten ursprünglichen 

uORF-Umgebung (LTRuORF17, 55 %). Das Konstrukt mit der ineffizienten vpu-

Initiationsstelle exprimierte dagegen deutlich weniger Rev (LTRuORF17vpu, 17 %). Die 

zuvor gemessene Effizienz der Initiationsstellen (Abb. 31) korrelierte demnach mit der 

Rev-Expression. Je effizienter die Translationsinitiation am uORF war, desto mehr Rev-

Expression konnte gemessen werden. Die Rev-Expression hing also direkt von der 

Erkennung des uORFs ab. 

Die höchste Tat-Expression zeigten, wie bereits in Abb. 29 gesehen, das Konstrukt ohne 

uORF, bei dem der tat-Leserahmen der erste Leserahmen des Transkriptes war 

(SV�uORF: 79 %) sowie das Konstrukt uORF17 (SVuORF17: 67 %). Ebenfalls eine hohe 

Tat-Expression zeigte das Konstrukt mit der tat-AUG-Sequenzumgebung (Abb. 32B: 

SVuORF17tat, 52 %). Dies stimmt mit der Beobachtung überein, dass sowohl die tat- als 

auch die uORF-AUG-Umgebung effiziente Initiationsstelle sind (vgl. Abb. 31). 

Interessanterweise zeigte jedoch auch das Konstrukt SVuORF17vpu mit 53 % eine 
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vergleichbar hohe Tat-Expression. Während das relative Expressionsverhalten der übrigen 

Konstrukte mit uORF- und tat-AUGs also weitgehend mit den ermittelten AUG-Stärken 

korrelierte, war die Tat-Expression des Konstrukts SVuORF17vpu deutlich höher, als an 

Hand der Effizienz der Initiationsstelle zu vermuten war.  

Insgesamt zeigte sich damit ein gleichgerichteter Einfluss der Effizienz der Initiationstelle 

des uORFs sowohl auf die Tat- als auch auf die Rev-Expression. Lediglich bei Nutzung 

der vpu-AUG-Umgebung war ein unterschiedlicher Einfluss des uORFs auf die Tat- und 

Rev-Expression zu beobachten. Dieser Umstand könnte auf die Gegenwart eines zweiten 

minimalen uORFs innerhalb der vpu-AUG-Umgebung zurückzuführen sein, der nur aus 

einem Start- und einem Stoppkodon besteht (CAUGUAAUG). Ein Sequenzvergleich des 

5’-Bereichs des vpu-AUGs und des tat-AUGs unterstützte diese These ebenfalls. Bezogen 

auf den Konsensus für ein effizientes AUG zeigen beide AUG-Leaderbereiche keine 

wesentlichen Unterschiede, zumal beide Konstrukte — im Gegensatz zu den authentischen 
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Abb. 32: Unterschiedliche uORF-AUG-Umgebungen beeinflussen die Tat- und die Rev-
Expression. (A) Schematische Darstellung der untersuchten HIV-Konstrukte. Der Promotor (P,
dunkelgraues Rechteck) ist für die Messung der Tat-Menge ein SV40-Promotor, für die Messung
der Rev-Menge der HIV-1-Promotor. Weiterhin dargestellt sind die HIV-1 ORFs (grau), sowie der
artifizielle uORF (orange). Die Grafik zeigt die unterschiedlichen analysierten AUG-Umgebungen
des uORFs. Nukleotide, die dem Konsensus entsprechen sind fett gedruckt. (B, C) HeLa-T4+-
Zellen wurden mit pGL3-Control zur Bestimmung der Transfektionseffizienz sowie dem
entsprechenden Tat- oder Rev-Reporterplasmid (vgl. Abb. 27) und mit polycistronischen HIV-1
Konstrukten unterschiedlicher 5‘-Umgebung des uORF AUGs transfiziert. Abweichend zu den in
Material und Methoden erwähnten Mengen wurden je 1 ng der zu untersuchenden Plasmide
(SVuORF17Xctatcrev) für die funktionelle Tat-Expressionsanalyse (B) bzw. für die funktionelle Rev-
Expressionsanalyse 2 µg der zu untersuchenden Plasmide (LTRuORF17Xctatcrev) und 0,1 µg
SVctat zur maximalen Tat-Stimulation verwendet (C). Die Renilla-Luziferase-Expression wurde
quantifiziert und normiert wie unter Material und Methoden beschrieben (siehe 2.8). Die Expression
des entsprechenden Kontroll-Plasmids SVctat (5 ng) bzw. SVcrev (0,2 µg) wurde gleich 100 %
gesetzt. Dargestellt sind die auf die Transfektionseffizienz normierten Mittelwerte von drei
unabhängigen Messungen ± Standardfehler.  
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Initiationsstellen von tat und vpu — an der wichtigen Position +4 ein A aufwiesen. Auch 

die von Kozak hervorgehobene Position -3 war in beiden Fällen identisch. Es könnte also 

sein, dass nicht die fehlende Übereinstimmung mit der Konsensussequenz das vpu-AUG zu 

einer ineffizienten Initiationsstelle macht, sondern die Präsenz eines Minimal-uORFs vor 

dem vpu-AUG. Die Mutation dieses Minimal-uORF-AUG zu UUG (CuUGUAAUG in 

pRL5’vpu–5U) sollte eine Differenzierung zwischen beiden Effekten ermöglichen, da dies 

gemäß der Nukleotid-Häufigkeitsverteilung der Initiationsstelle (vgl. Abb. 31A) keine 

Erhöhung der Translationsinitiationsrate am vpu-AUG bewirken sollte. Dennoch führte die 

Mutation -5U zu einem mehr als 3-fachen Anstieg der Renilla-Luziferase-Expression 

(Abb. 31C: vgl. pRL5’vpu, 6 % mit pRL5’vpu–5U, 23 %). Dies unterstützte die Hypothese, 

dass der Minimal-uORF vor dem vpu-AUG die Translation des vpu-Leserahmens 

inhibierte. Eine zusätzlich eingeführte Mutation von G nach U an der wichtigen Position -3 

(CuUuUAAUG in pRL5’vpu–3U–5U) diente als Kontrolle und bestätigte die Relevanz eines 

Purins an Position -3. Wie erwartet reduzierte diese Mutation die durch -5U erhöhte 

Expression wieder, da das U in Position –3 nicht dem laut Konsensus bevorzugten 

Nukleotid entsprach. 

Um zu untersuchen, ob der Minimal-uORF in der vpu-AUG-Umgebung auch für die 

auffällig hohe Tat-Expression in den polycistronischen Transkripten verantwortlich war, 

wurden die beschriebenen Mutationen in der vpu-AUG-Umgebung in das uORF-Konstrukt 

kloniert (Abb. 32). Tatsächlich zeigten die Konstrukte SVuORF17vpu–5Uctatcrev (31 %) 

und SVuORF17vpu–3U–5Uctatcrev (21 %) eine deutlich geringere Tat-Expression als das 

Konstrukt SVuORF17vpuctatcrev (53 %). Die Rev-Expression (Abb. 32C) des Konstrukts 

LTRuORF17vpuctatcrev war dagegen mit 17 % vergleichbar mit der des Konstrukts 

LTRuORFvpu–3U–5Uctatcrev (14 %), während das Konstrukt LTRuORF17vpu–5Uctatcrev 

(31 %) eine höhere Expression zeigte. Damit decken sich die Ergebnisse der Rev-

Expression qualitativ mit der zuvor am Luziferase-Reporter gemachten AUG-Effizienz-

Analyse. Der zusätzliche Minimal-uORF in der vpu-AUG-Umgebung war demnach in der 

Lage die Tat-Expression zu erhöhen, wohingegen die Rev-Expression sich gleichzeitig 

verringerte.  

Die Erkennung des Minimal-uORFs statt des uORFs selbst erhöhte den intercistronischen 

Abstand zum tat-AUG von 38 nt auf 91 nt. Die Ribosomen könnten also nach Erkennung 
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des Minimal-uORF dementsprechend 53 nt früher Reinitiations-kompetent werden als 

nach der Erkennung des uORFs. Außerdem sollten an Ribosomen, die durch das Erkennen 

des kurzen Minimal-uORFs das eigentliche Startkodon überlesen haben, mehr 

Initiationsfaktoren gebunden geblieben sein, als dies bei Ribosomen nach Translation des 

längeren uORFs der Fall wäre. Aus diesen Faktoren könnte eine erhöhte Reinitiation am 

tat-AUG resultieren, wodurch für einen Translationsstart am rev-AUG weniger Ribosomen 

bereitstehen. Die Ergebnisse ließen vermuten, dass der Minimal-uORF 5’-wärts des vpu-

AUGs auch im authentischen, polycistronischen vpu-env-Transkript die Env-Expression 

beeinflussen könnte. 

3.2.3 uORFs verändern das Expressionsprofil authentischer HIV-1 Transkripte 

3.2.3.1 Der Minimal-uORF 5’-wärts des vpu-AUGs begünstigt die effiziente Env-

Expression von vpu-env-Transkripten 

Anders als für die übrigen HIV-Proteine gibt es keine alternativ gespleißten mRNAs. die 

Env als primären Leserahmen tragen. Env wird stattdessen als zweiter ORF von 

polycistronischen vpu-env-Transkripten translatiert. Um zu untersuchen, ob der Minimal-

uORF innerhalb der vpu-AUG-Umgebung in der vpu-env mRNA eine effizientere 

Translation des weiter 3’-wärts liegenden env-Leserahmens bewirkt, wurden Konstrukte 

kloniert, deren Transkripte dem Spleißereignis von SD1 auf SA5 entsprachen (Abb. 33A, 

SV1.5E vpu uORF). Davon abgeleitet wurde ein Konstrukt in dem der Minimal-uORF 

5’-wärts der vpu-Initiationsstelle durch eine A zu U Mutation an der Position –5 der vpu-

Initiationsstelle inaktiviert wurde (Abb. 33A, SV1.5E vpu �uORF). Dies entsprach der 

Mutation -5U in der Analyse der AUG-Sequenzumgebungen (siehe 3.2.2.3, Abb. 31, 32). 

Das Konstrukt sollte, aufgrund des fehlenden Minimal-uORFs bei vergleichbarer 

Homologie der vpu-AUG-Sequenzumgebung zum Konsensus eine reduzierte Translation 

des env-Leserahmens zeigen. Die Untersuchung der Env-Expression nach transienter 

Transfektion von HeLa-T4+-Zellen zeigte tatsächlich im Western Blot eine Reduktion der 

Env-Menge um den Faktor 2 (Abb. 33B und C, vgl. SV1.5E vpu uORF, 100 % mit SV1.5E 

vpu �uORF, 40 %). Als Gegenkontrolle wurde die Minimal-uORF-AUG-Umgebung 

gegen die effiziente tat-AUG-Umgebung ausgetauscht. Die dabei eingefügten 

   111 



 
Ergebnisse   

A BSV1.5E
vpu

env
SV

sj1.5

vpu uORF

vpu �uORF
(-5U)

UAGUACAUGUAAUG

UAGUACUUGUAAUG

UAAGAAAUGUAAUGvpu uORFtat

Konsensus GCCRCCAUG
GCCRCCAUG

Env-Expression [%]

0 50 100 150 200 250
gp120  gp160

vpuuORF

vpu

vpu

vpu

uORF

uORF

C

D Vpu

pNLA1 CAAAGCAGTAA..........GTAGTACATGTAATGcAACCT...............ATA    
CONSENSUS_01_AE      -----------GTA......ATA----T--------tC----...............T-
GCONSENSUS_A1+A2(15) -----------GTATTAgTAAT-----T--------aCT---...............T--
CONSENSUS_B(33)      -----------..........------------------T--...............T--
CONSENSUS_C(41)      -----------.............---T--------tT-GA-ttactagcaaaagtaGAT     
CONSENSUS_D(8)       -----------..........---------------------...............T--
CONSENSUS_F1+F2(6)   -----------...GTGtTAA------T--------tC-TA-...............T-G     
CONSENSUS_G(5) -----------GTAGTAaTAAT-----T-------------A...............T--
CONSENSUS_H(3)       -----------.............---TC-T-----.....................---
J.SE.SE91733         --G--------GTA.ACtTAAT---C-T--------gT-T--...............T--
K.CM.MP535C          G--------G-GTAGTGcTAA---------------gTGT-C...............T--
O.CM.ANT70           -----------.............---ACGC-------T-A-...............-GG

uORF

A BSV1.5E
vpu

env
SV

sj1.5

vpu uORF

vpu �uORF
(-5U)

UAGUACAUGUAAUG

UAGUACUUGUAAUG

UAAGAAAUGUAAUGvpu uORFtat

Konsensus GCCRCCAUG
GCCRCCAUG

Env-Expression [%]

0 50 100 150 200 250
gp120  gp160

vpuuORF

vpu

vpu

vpu

uORF

uORFuORF

C

D Vpu

pNLA1 CAAAGCAGTAA..........GTAGTACATGTAATGcAACCT...............ATA    
CONSENSUS_01_AE      -----------GTA......ATA----T--------tC----...............T-
GCONSENSUS_A1+A2(15) -----------GTATTAgTAAT-----T--------aCT---...............T--
CONSENSUS_B(33)      -----------..........------------------T--...............T--
CONSENSUS_C(41)      -----------.............---T--------tT-GA-ttactagcaaaagtaGAT     
CONSENSUS_D(8)       -----------..........---------------------...............T--
CONSENSUS_F1+F2(6)   -----------...GTGtTAA------T--------tC-TA-...............T-G     
CONSENSUS_G(5) -----------GTAGTAaTAAT-----T-------------A...............T--
CONSENSUS_H(3)       -----------.............---TC-T-----.....................---
J.SE.SE91733         --G--------GTA.ACtTAAT---C-T--------gT-T--...............T--
K.CM.MP535C          G--------G-GTAGTGcTAA---------------gTGT-C...............T--
O.CM.ANT70           -----------.............---ACGC-------T-A-...............-GG

uORF
Abb. 33: Variation der Env-Expression aufgrund von Unterschieden im Minimal-uORF in der
vpu-AUG-Umgebung. (A) Dargestellt ist der schematische Aufbau der untersuchten Konstrukte
(SV1.5E vpu uORF, SV1.5E vpu �uORF, SV1.5E vpu uORFtat). Als Promotor (dunkelgraues
Rechteck (SV)) wurde ein „SV40 early“-Promotor verwendet, 3‘-wärts davon liegen die
Leserahmen von env und vpu (hellgraue Rechtecke). Unterhalb sind die mutierten Sequenzen 5‘-
wärts des vpu-AUGs dargestellt. Der Beginn des Minimal-uORF (orange) und des vpu-
Leserahmens ist jeweils durch einen Pfeil gekennzeichnet. Das vpu-AUG und Übereinstimmungen
mit dem Konsensus der Initiationsstelle sind fett gedruckt. (B) Abweichend zu den in Material und
Methoden erwähnten Mengen wurden HeLa-T4+-Zellen mit 2 µg der Konstrukte  der SV1.5E Serie
transfiziert und auf Env-Expression im Westernblot analysiert. Die Zellen wurden nach 48 Stunden
geerntet, mit PBS gewaschen und ein Aliquot für die Bestimmung des Proteingehalts und der
Transfektionseffizienz durch Bradford- und Luziferase-Messung entnommen. Die restlichen Zellen
wurden in SDS-Gelladepuffer aufgenommen. Die normierten Mengen des Zellextraktes wurden auf
einem Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran geblottet und mit einem Maus-anti-
gp120-Antikörper (87-133/026 Dade-Behring) und einem Peroxidase-gekoppelten anti-Maus-IgG-
Zweitantikörper detektiert. Die Detektion erfolgte  mit dem ECL System (AP Biotech). (C)
Quantifizierung der Bandenintensitäten mittels Lumi-Imager F1 und Lumianalyst Software 3.1
(Roche). (D) Vergleich der vpu-ATG-Umgebung mit den HIV-1 Subtyp-Konsensussequenzen.
Dargestellt ist die Sequenzumgebung des vpu-Initationsstelle der Konsensussequenzen AE bis O.
Orange unterlegt ist der minimal uORF der in neun von elf Subtyp-Sequenzen konserviert ist. Der
uORF- und der vpu-Translationsstartpunkt ist jeweils durch einen Pfeil markiert. Konservierte
Sequenzen innerhalb eines Subtyps sind durch Großbuchstaben, Konsensussequenzen mit
Abweichungen innerhalb eines Subtyps sind mit Kleinbuchstaben gekennzeichnet. Nukleotidlücken
wurden mit . , konservierte Nukleotide zwischen den verschiedenen Subtypen mit -
gekennzeichnet. Der Sequenzvergleich erfolgte mit der Rip1.9 Beta Software
(http://www.hiv.lanl.gov/content/hiv-db/RIPPER/rip_test.html). 
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Veränderungen des 5’-Bereichs betrafen Positionen mit keiner bzw. geringer Relevanz 

bezüglich des Konsensus des vpu-AUGs (Abb. 33, SV1.5E vpu uORFtat). Diese 

effizientere Translationsinitiationsstelle des Minimal-uORFs führte zu einer 2-fach 

höheren Env-Expression. Damit konnte gezeigt werden, dass der Minimal-uORF 5’-wärts 

des vpu-AUGs wesentlich zur effizienten Expression des 3’-wärts liegenden env-

Leserahmens der polycistronischen vpu-env-Transkripte beitrug. Die Bedeutung des 

Minimal-uORFs wurde auch durch seine Konservierung in 9 von 11 Konsensussequenzen 

verschiedener HIV-1 Subtypen unterstützt (Abb. 33D). Die vpu-Initiationsstelle verhält 

sich also nicht wegen mangelhafter Komplementarität zur Konsensussequenz, sondern 

wegen des 5’-wärts liegenden Minimal uORFs als schwacher Translationsstartpunkt.  

3.2.3.2 Eine Mutation des vpr-AUGs generiert uORFs, welche die Transkription 

3’-wärts gelegener Leserahmen stimulieren 

Die vorhergegangenen Untersuchungen hatten bereits gezeigt, dass ein artifizieller uORF 

5’-wärts des tat-AUGs die Expression des 3’-wärts gelegenen rev-Leserahmens stimuliert. 

Daher stellte sich die Frage, in wie weit der vpr-Leserahmen, der in authentischen HIV-1 

Transkripten 5’-wärts des tat-ORFs liegt, einen ähnlichen Effekt ausüben kann. Um diese 

Frage zu untersuchen wurde die Konstruktserie 1.3�SD3 kloniert (Abb. 34A). Diese 

Konstrukte entsprachen dem Spleißereignis von Spleißdonor 1 (SD1) auf Spleißakzeptor 3 

(SA3) und enthielten zusätzlich eine spleißinaktivierende Mutation des darauffolgenden 

Spleißdonors 3, um ein alternatives Spleißen im Leaderbereich zu verhindern. In den Env-

kodierenden Konstrukten der Serie war das Spleißereignis von SD4 auf SA7 noch möglich, 

während die Tat- und Rev-Expressionsplasmide der Konstruktserie die entsprechenden 

cDNA-Sequenzen ohne die Env-kodierende Intronsequenz enthielten. 

Im Folgenden wurden verschiedene vpr-Sequenzen auf eine mögliche Funktion als uORF 

untersucht. Der vpr-Volllängen-ORF wies ein Kodierungspotential von 96 Aminosäuren 

auf (Abb. 34A, vpr96). Aufgrund des Überlappens mit dem tat-Leserahmen und aufgrund 

seiner Länge schien dieser vpr-Leserahmen als uORF zur Förderung der Translation 

3’-wärts liegender Leserahmen jedoch ungeeignet. Bei der Messung der Tat- und Rev-

Mengen zeigten sich auch im Vergleich zu dem bereits bekannten artifiziellen uORF 17 

nur eine geringe Tat-Expression (Abb. 34B, vgl uORF, 60% mit vpr96, 15 %) und kaum 
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Abb. 34: Analyse der Wirkung von vpr-Mutationen auf die Expression 3‘-wärts gelegener
Leserahmen. (A) Schematische Darstellung der untersuchten Konstrukte. Gezeigt sind der
Promotor (P, dunkelgraues Rechteck), sowie die HIV-1 ORFs (grau), uORFs (orange) und das
Fehlen von Leserahmen (weißes Rechteck) durch Mutation des AUGs (X). Es wurden Konstrukte
verwendet, die HIV-1 cDNA Derivaten mit einem Spleißereignis von SD1 auf SA3 entsprachen. Für
die Tat-Expressionsanalyse (B) wurden SV-Konstrukte ohne TAR-Region (SV 1.3�SD3 X
ctatcrev�PS) und für die Rev-Expressionsanalyse (C) LTR-Konstrukte (pNLA1 1.3�SD3 X
ctatcrev) verwendet, beide jeweils mit der cDNA Sequenz des ctat/crev Spleißereignisses von SD4
auf SA7. Für die Env-Expressionsanalysen (D, E) wurden LTR-Konstrukte mit Env-
Kodierungspotential (pNLA1 1.3�SD3 X) verwendet. Die im oberen Teil dargestellten Konstrukte
enthielten den artifiziellen uORF17 (uORF) bzw. durch Mutation des Startkodons keinen uORF
(�uORF, vgl. Abb. 32). Die im unteren Teil der Abbildung dargestellten  Konstrukte entsprechen
cDNA-Derivaten authentischer HIV-1 Sequenzen mit unterschiedlichen vpr-Sequenzen. Die
eingefügten Mutationen verkürzten den Leserahmen des Wildtyp vpr (vpr96) auf 78 (vpr78) oder 53
(vpr53) Kodons Länge (234 bzw. 159 Nukleotide). Eine Punktmutation des vpr-Startkodons (�vpr)
führte zur Offenlegung interner kurzer Leserahmen (orange). Die Diagramme zur Tat- und Rev-
Expression basieren auf den auf die Transfektionseffizienz normierten Reportergen-Expressionen
aus drei unabhängigen Experimenten ± Standardfehler. Die Env-Expression wurde in Gegenwart
sättigender Mengen von Tat ohne Kotransfektion eines Rev-Expressionsplasmids (D) und nach
Kotransfektion des Rev-Expressionsplasmids SVcrev analysiert (E). Die Detektion erfolgte im
Immunoblot wie unter Abb. 33 beschrieben.  
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Rev-Expression vergleichbar zu dem Referenzkonstrukt ohne uORF (Abb. 34C, vgl. 

�uORF, 2,1 % und vpr96, 1,9 %). Aus diesem Grund wurden weitere Konstrukte 

untersucht, deren vpr-Leserahmen durch vorzeitige Stoppkodons verkürzt waren. Die erste 

vpr-Sequenz entstammte dem HIV-1 Isolat HXB10, in dem eine Leserastermutation zu 

einem vpr mit 78 Kodons führt (Abb. 34A, vpr78), die zweite vpr-Sequenz basiert auf 

einer beschriebenen Editierung der RNA innerhalb der vpr-Sequenz von G nach A [24], 

was zu einer Verkürzung des vpr–Leserahmens auf 53 Kodons führen würde (Abb. 34A, 

vpr53). Auch diese kürzeren ORFs 5’-wärts des tat-AUGs zeigten bezüglich der Tat- 

(Abb. 34B, vpr78, 14 % und vpr53, 17 %) und Rev-Expression (Abb. 34C, vpr78, 2,2 % 

und vpr53, 1,3 %) keinen relevanten Unterschied zum Volllängen-vpr96 und damit keine 

Stimulation der Translation 3’-wärts liegender Leserahmen.  

Als weiteres wurde untersucht, welche Auswirkung eine Mutation des vpr-Startkodons in 

der vpr96-Sequenz bewirkt (Abb. 34A, �vpr). Durch diese Punktmutation wurden 

innerhalb des vormaligen vpr-Leserahmens, der über 6 interne AUGs verfügt, drei kleine 

offene Leserahmen freigelegt. Diese internen Leserahmen kodierten Peptide von 4 bzw. 

von 9 Aminosäuren, wobei das Startkodon des Letzteren innerhalb des ersten uORFs lag. 

Ferner lagen zwei weitere Leserahmen mit einer Länge von 14 Kodons, und 13 Kodons 

vor, die beide noch ein zusätzliches internes AUG im gleichen Leserahmen besaßen.  

Die Tat-Expression des Konstrukts �vpr lag mit 56 % um den Faktor drei höher als bei den 

zuvor genannten Konstrukten (Abb. 34B, �vpr). Für die Rev-Expression zeigte sich mit 

12 % eine ebenfalls deutliche, 5-fache Erhöhung im Vergleich zu den übrigen vpr-

Konstrukten (Abb. 34C, �vpr). Offenbar ermöglichte die Punktmutation des vpr-

Startkodons in dieser polycistronischen RNA neben der Tat- auch die effiziente Rev-

Expression. Bezüglich der Env-Expression zeigte sich in Abhängigkeit von den vpr-

Sequenzen eine effiziente Expression ebenfalls nur in Gegenwart der �vpr-Mutante bzw. 

in Gegenwart des artifiziellen uORFs. Diese Beobachtung war nicht alleine auf 

unterschiedliche Rev-Mengen sondern auch auf eine erhöhte Translation am env-ORF 

zurückzuführen, da die Env-Expression auch in Gegenwart sättigender Mengen von Rev 

(+Rev-Expr.-Vektor) bei diesen Konstrukten erhöht war. Die nach Mutation des vpr-

Startkodons freiliegenden, internen Leserahmen konnten demnach als uORFs wirken und 

die Expression der 3’-wärts liegenden Leserahmen stimulieren. Dies kann für Studien zur 
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Untersuchung der vpr-Funktion von Bedeutung sein, da eine Mutation des Startkodons 

eine gleichzeitige Beeinflussung der Virusreplikation durch uORFs nach sich ziehen 

könnte. 

3.2.3.3 Ein uORF von 24 Kodons im HIV-Exon 1 stimuliert die Rev- und Env-

Expression  

Bourara et al. konnten nach Isolation der RNA chronisch mit HIV-1 infizierter H9-Zellen 

mittels RT-PCR und Sequenzierung ein RNA-Editing im Exon 1 verschiedener HIV-

Transkripte nachweisen. Gemäß des von ihnen beschriebenen RNA-Editings könnte in 

diesem Fall einer G zu A Transition im HIV-1 Leaderexon 1 an Position 181 ein AUG und 

damit ein uORF mit 24 Kodons gebildet werden [24]. Um diesen uORF in einer Position 

5’-wärts des tat-Leserahmens zu untersuchen, wurden Konstrukte verwendet, die dem 

Spleißereignis von SD1 auf SA4 entsprachen. Zur Insertion des uORFs wurde an Position 

181 ein G zu A Austausch vorgenommen (Abb. 35A). Die entsprechende Konstruktreihe 

wurde 1.4 uORF24e genannt. Da bereits gezeigt wurde, dass ein uORF mit vergleichbarer 

Länge die Expression der 3’-wärts liegenden Leserahmen polycistronischer mRNAs 

stimulierte (3.2.2.1), wäre es möglich, dass ein solches Editieren im Rahmen der HIV-1 

mRNA Reifung, das Kodierungspotential der RNA zugunsten der 3’-wärts liegenden 

Leserahmen beeinflusst.  

Nach Transfektion von entsprechenden cDNA-Konstrukten, die die Tat- und Rev-

Expression erlaubten, konnte im funktionellen dualen Luziferaseassay kein Einfluss des 

uORFs auf die Tat-Expression beobachtet werden (Abb. 35B). Die Analyse der Rev-

Expression zeigte dagegen eine 8-fache Erhöhung in Gegenwart des uORF24e (Abb. 35C). 

Auch die Analyse der Env-Expression ohne (Abb. 35D) oder nach Kotransfektion von 

SVcrev (Abb. 35E) zeigte jeweils eine deutlich höhere Env-Expression in Gegenwart des 

uORF24e. Die Env-Expression bei Kotransfektion sättigender Mengen von Rev war in 

Gegenwart des uORFs 8-fach höher. Eine Transfektion von HeLa-T4+-Zellen mit den 

Konstrukten LTR1.4envpA bzw. LTR1.4envpAuORF24e und Kotransfektion von SVcrev 

im Northern Blot (Abb. 35F) ergab in der Quantifizierung eine leicht erhöhte Menge 

gespleißter RNA (Abb. 35G, 122 %) und eine leicht reduzierte Menge der ungespleißten 

RNA (Abb. 35G, 77%). Da die geringfügige Zunahme der gespleißten RNA nicht die 

beobachtete Erhöhung der Rev-Menge erklären konnte und die Env-Expression trotz leicht 
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Abb. 35: Analyse der Wirkung eines uORFs im HIV-1-Exon 1 auf die Förderung der
Expression 3‘-wärts gelegener Leserahmen. Die hier verwendeten Konstrukte entsprechen
cDNA-Derivaten authentischer HIV-1 Sequenzen, die dem Spleißereignis von SD1 auf SA4
entsprechen. Es wurden 3 Konstruktserien zur Analyse der Env-, Rev- und Tat-Expression
verwendet (vgl. Abb. 33). Für die  Bestimmung der Tat-Expression wurden die Konstrukte
SV1.4 uORF24ectatcrev�PS und SV1.4ctatcrev�PS, für die Rev-Expressionsanalysen die
Konstrukte LTR1.4uORF24ectatcrev und LTR1.4ctatcrev verwendet. Die Env-Expressionsanalyse
und die Northern Blot Analyse erfolgte mit den Konstrukten LTR1.4EuORF24e und LTR1.4E.
Gemäß des von Bourara et al. beobachteten RNA-Editings von G zu A an Position 181 der mRNA,
das zu einem AUG mit einem resultierenden uORF von 24 Kodons Länge führt [24], wurde eine
entsprechende Mutation im Leaderexon eingefügt (A). Die Abbildung zeigt die relative, endogene
Tat- (B) und Rev-Expression (C). Die Diagramme zur Tat- und Rev-Expression basieren auf den
auf die Transfektionseffizienz normierten Reportergen-Expressionen aus drei unabhängigen
Experimenten ± Standardfehler. Die Env-Expression wurde in Gegenwart sättigender Mengen von
Tat in Abwesenheit (D) und nach Kotransfektion mit dem Rev-Expressionsplasmid SVcrev
analysiert (E). Die Detektion erfolgte wie unter Abb. 33 beschrieben. Zur Bestätigung des
Translationseffekts wurde die Menge gebildeter env-Transkripte nach Transfektion der
Expressionsplasmide im Northern Blot analysiert (F) und die relative, mittels hGH auf die
Transfektionseffizienz normierte Bandenintensität der gespleißten (s) und ungespleißten (us), poly
(A)+-aufgereinigten RNAs ermittelt (G). 
 

   117 



 
Ergebnisse   

reduzierter Mengen ungespleißter RNA erhöht war, basieren die beobachteten Änderungen 

in der Rev- und Env-Proteinmenge eindeutig auf einem Translationseffekt. Eine Editierung 

der RNA-Sequenz an Position 181 konnte also das Translationspotential von 1.4 

gespleißten HIV-1-Transkripten zugunsten der 3’-wärts von tat gelegenen rev- und env- 

Leserahmen verändern.  
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4 Diskussion 

Während der Replikation von HIV-1 ist es von entscheidender Bedeutung, dass die 

verschiedenen HIV-Proteine zum richtigen Zeitpunkt des Infektionszyklus in korrekten 

Mengenverhältnissen zueinander vorliegen. Dies ist nur sehr begrenzt durch Regulation 

auf der Transkriptionsebene zu erreichen, da nur ein Promotor im 5’-LTR genutzt wird, 

was zur Transkription polycistronischer prä-mRNAs führt. Für die Regulation der 

Proteinmenge spielen daher posttranskriptionale Regulationsmechanismen, wie das 

alternative Spleißen auf RNA-Ebene oder ribosomale Leserasterverschiebung auf der 

Translationsebene, eine wichtige Rolle. Die vorliegende Arbeit diente der 

Charakterisierung einiger bisher kaum untersuchter posttranskriptionaler 

Regulationsmechanismen der HIV-1 Genexpression. Analysiert wurden zum Einen die 

Wirkung von alternativ gespleißten HIV-1 mRNA Leadersequenzen auf die RNA-Mengen 

(3.1) und zum Anderen die Wirkung von kurzen 5’-Leserahmen auf das 

Translationspotential polycistronischer HIV-1 mRNAs (3.2).  

4.1 Der HIV-1-Leader moduliert die Menge der mRNA 

HIV-1 kann durch alternatives Spleißen mehr als 30 verschiedene mRNAs bilden, deren 

Großteil sich im Leaderbereich durch das Fehlen oder Vorhandensein der nichtkodierenden 

Exons 2 und 3 unterscheiden. Diese Exons treten besonders häufig in der Klasse der 1,8 kb 

mRNAs aber auch in der Klasse der 4 kb mRNAs auf. Die Konservierung der 

flankierenden Spleißstellen in den verschiedenen HIV-1 Isolaten legt den Schluss nahe, 

dass diese nicht kodierenden Exons für die Virusreplikation von Relevanz sind. Die 

Arbeitsgruppe um Müsing beobachtete bei einer Untersuchung der nicht kodierenden 

Exons eine 2-fache Stimulation von LTR-CAT-Reportergenkonstrukten durch Exon 2 

enthaltende, und eine 5-fache Stimulation durch Exon 3 enthaltende tat-cDNA-Konstrukte 

[220]. Schwartz et al. beobachteten durch die Gegenwart der nicht kodierenden Exons eine 

geringfügige Erhöhung der Expression von nef-cDNA-Klonen in konstitutiv Tat-

exprimierenden Hltat-Zellen [270]. Dagegen konnte in unserem Labor eine mehr als 2-

fache Stimulation der CAT- Reportergenexpression nur für das Exon 2 beobachtet werden. 

Die Anwesenheit des Exons 3 führte stattdessen zu einer mehr als 3-fachen Inhibition der 

Genexpression. Diese Effekte ließen sich bereits auf der Ebene der mRNA nachweisen 

[174;186]. Um die Wirkung der Sequenz von Exon 2 und 3 auf die nukleäre und 
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zytoplasmatische RNA-Menge zu untersuchen und ihre Funktionsweise zu analysieren, 

wurden diese Sequenzen in den Leader verschiedener Konstruktserien inseriert und in 

transienten Transfektionen in vivo und mittels Degradationsassay und Affinitäts-

Präzipitationsanalysen in vitro untersucht. 

4.1.1 Der HIV-1-Leader moduliert die nukleäre RNA-Menge  

Durch Analyse der Env und CAT-Expression und durch Analyse der RNA im Northern 

Blot, war in unserem Labor ein Einfluss der unterschiedlichen Leaderexonsequenzen auf 

die Menge der RNA gezeigt worden [174;186]. Zusätzlich zeigten „pulse chase“ 

Experimente mit gleichzeitiger Inhibierung der RNA Synthese durch Actinomycin D keine 

Leaderexon-bedingten Unterschiede der zytoplasmatischen RNA-Halbwertszeiten [186]. 

Durch die präparative Trennung von Kern- und Zytoplasma-RNA war es möglich, den 

expressionsstimulierenden Effekt von Exon 2 und den expressionsinhibierenden Effekt von 

Exon 3 bereits auf Ebene der prä-mRNA im Kern nachzuweisen (siehe 3.1.1.1, Abb. 9B, 

C). Außerdem belegte eine in vitro Transkription von cDNA-Konstrukten, die sich durch 

die An- oder Abwesenheit der nicht kodierenden HIV-1 Exons unterschieden, in HeLa-

Kernextrakt (siehe 3.1.6.1, Abb. 20) sowie in unserem Labor bereits zuvor gemachte Run-

on-Analysen der Transkriptionsraten [186], dass die Transkriptionsraten unabhängig von 

der Gegenwart unterschiedlicher Leadersequenzen waren. Daraus konnte geschlossen 

werden, dass die Leader-vermittelten Mengenunterschiede der nukleären RNA auf 

postranskriptionaler, nukleärer Ebene und damit auf Ebene der nukleären RNA-Stabilität 

auftraten. Dies konnte in dieser Arbeit zusätzlich durch die sequenzspezifischen RNA-

Degradationsraten in HeLa-Kernextrakt in vitro bestätigt werden (siehe 3.1.6.3).  

Obwohl bis heute mehr über die zytoplasmatische als über die nukleäre RNA-Degradation 

bekannt ist, stellte sich heraus, dass bis zu 95 % der von der RNAP II polymerisierten 

Transkripte bereits im Kern degradiert werden [143]. Diese RNA-Degradation scheint eng 

mit der Transkription sowie der RNA-Prozessierung der prä-mRNA verbunden zu sein, 

was eine Qualitätskontrolle der Transkripte ermöglicht [149;251]. Weiterhin erlaubt der 

hohe RNA-Turnover im Kern eine nukleäre, postranskriptionale Regulation der 

translatierbaren RNA-Menge. Bekannte Beispiele für die Modulation der nukleären RNA-

Stabilität sind das 60 nt lange Fragment der Folat-Rezeptor � (FR�) Sequenz, das für eine 
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nukleäre Instabilität im Zuge der gewebespezifischen Expression verantwortlich ist [327], 

die GM-CSF prä-mRNA-Destabilisierung durch IL4 [5] oder die Kern-RNA-Stabilisierung 

des Dihydrofolatreduktase-Transkripts in sich teilenden Zellen [188]. Auch für die mr1-

Expression konnte gezeigt werden, das ihre Induktion durch das c-myc Protein ein 

nukleäres, posttranskriptionales Ereignis ist [244]. Für die eIF-2�- [58], bzw. die MHC I-

Expression [296], und eine Reihe weiterer Gene [80;227;300], konnte ebenfalls eine 

nukleäre, posttranskriptionale Regulation nachgewiesen werden. Allerdings wurden die 

Mechanismen, die den unterschiedlichen RNA-Stabilitäten zugrunde liegen, nicht weiter 

charakterisiert. Eine der wenigen Untersuchungen, die eine Destabilisierung von RNA im 

Kern weiter analysierten, galt einem AU-reichen Element (ARE) des Typ II in 

Transkripten des humanen Papillomavirus. Durch die Experimente von Schwartz et al. 

konnte für dieses ARE nachgewiesen werden, dass eine artifizielle Transkription der 

Sequenz im Zytoplasma mit einem Vaccinia/T7 RNA-Polymerase System die 

destabilisierende Funktion des AREs umgeht. Die Transkription der Sequenz im Kern 

selbst war Voraussetzung für den destabilisierenden Effekt des AREs [289]. Eine 

Kompensation der Expressionsinhibition dieses AREs konnte durch Insertion eines RREs 

und Rev-abhängigen Export bzw. durch Insertion eines konstitutiven Transport Elements 

umgangen werden [289]. Dies impliziert eine Wirkung dieses Elementes im Kern im Zuge 

der späten mRNA-Reifung bzw. des Transports. Um den Mechanismus zu 

charakterisieren, der zur leaderabhängigen Variation der RNA-Stabilität führte, wurden 

hier zwei verschiedene Ansätze verfolgt. Zum Einen wurde versucht einzugrenzen, zu 

welchem Zeitpunkt der RNA-Prozessierung die nicht kodierenden HIV-1 Exons wirkten, 

zum Anderen wurde versucht, Proteine zu charakterisieren, die zur RNA-Stabilisierung 

oder -Degradation beitragen. 

4.1.2 Der HIV-1-Leader moduliert die nukleäre RNA-Menge vor dem Spleißen 

Um herauszufinden, ob die Leaderexon-vermittelten, nukleären Effekte vor oder nach dem 

Spleißen stattfinden und dadurch eine zeitliche Einordnung in der RNA Prozessierung zu 

ermöglichen, wurden die Sequenzen der Leaderexons in ein Intron im 5’-untranslatierten 

Bereich eines CAT-Reportergenkonstrukts kloniert. Damit wurden die 

Leaderexonsequenzen beim Spleißen aus der prä-mRNA entfernt. Auch unter diesen 

Bedingungen erhöhte Exon 2 die CAT-Expression, während Exon 3 sie reduzierte (siehe 
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3.1.1.3). Die Leadersequenz-abhängigen Expresssionsunterschiede bei der Positionierung 

der Sequenzen im Intron blieben damit vergleichbar mit den Ergebnissen bei 

Positionierung der Leaderexons in nicht spleißbaren cDNA Derivaten (siehe 3.1.1.1). Die 

Beeinflussung der RNA-Menge im Kern durch die Sequenz des Exons 2 oder 3 fand also 

bereits vor dem Spleißen statt. 

Eine Besonderheit zeigte sich bei gleichzeitiger Gegenwart beider Exonsequenzen im 

Intron. Diese Konstellation führte zu einer hohen Menge ungespleißter RNA im Kern 

jedoch nur zu einer geringen Menge gespleißter RNA im Kern und im Zytoplasma. Daraus 

folgte eine Inhibition der CAT-Expression. Durch das Zusammenlegen der Sequenzen von 

Exon 2 und 3 in ein Intron wurde also offenbar ein künstliches, spleißinhibierendes 

Element entdeckt, das als Beleg für den modularen Aufbau von Spleißenhancern oder –

silencern gelten darf. Weitergehende Analysen in unserem Labor deuten darauf hin, dass 

Bindungen von SR- und hnRNP-Proteinen beim Zustandekommen dieser Spleißinhibition 

eine Rolle spielen (siehe 3.1.6.4.3, Abb. 26 und M. Hipp, pers. Mitteilung). So wurde 

beispielsweise von Bilodeau et al. auch eine Bindung von hnRNP A1 an Exon 3 

nachgewiesen, das zu einer reduzierten Spleißeffizienz führte [19]. Nach der Insertion 

eines RREs (siehe 4.1.3) in den 3’-Bereich des Transkripts konnte die Spleißinhibition 

durch Rev umgangen werden, was sich in einer hohen Rev-Induzierbarkeit der CAT-

Expression und der zytoplasmatischen mRNA-Menge äußerte. Rev war also in der Lage, 

die im Kern akkumulierende RNA in das Zytoplasma zu transportieren, wodurch die 

Verweildauer im Kern herabgesetzt und die Wahrscheinlichkeit einer RNA-Degradation 

verringert wurde. Um die Wirkung der Leaderexons möglicherweise zeitlich weiter 

einzugrenzen, wurde das RRE auch in den 3’-Bereich der übrigen Konstrukte mit den 

Leadersequenzen im Intron kloniert. Dabei war es entscheidend, eine RRE-Struktur zu 

verwenden, die eine effiziente Rev-Induktion bei gleichzeitige Abwesenheit eines CRS-

Effekt ermöglicht (4.1.3).  

4.1.3 Einfluss der RRE-Strukturen auf mRNA-Menge und Rev-Funktion 

Durch die Bindung von Rev an das RRE werden ungespleißte virale Transkripte in das 

Zytoplasma transportiert. Die Rev/RRE-Wechselwirkung findet also vor dem Spleißen 

statt. Um zu untersuchen, ob die Wirkung unterschiedlicher Leadersequenzen auf die 

RNA-Stabilität bereits vor der Rev/RRE-Interaktion einsetzt, sollte ein RRE in den 
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3’-Bereich der CAT-Reportergenkonstrukte mit den Leaderexonsequenzen im Intron 

kloniert werden (siehe 4.1.4). Von verschiedenen Arbeitsgruppen wurden jedoch 

Sequenzbereiche innerhalb des RREs charakterisiert, die in Abwesenheit von Rev zu einer 

Expressions-Reduktion führten, während die Rev-Reaktivität gleichzeitig erhöht war 

[34;138;255]. Solche als cis wirkende repressive Sequenzen (CRS) bezeichneten Elemente 

sind auch an anderen Positionen des HIV-Genoms, z.B. in der gag-Sequenz, zu finden und 

werden als eine Vorraussetzung für die Rev-Induzierbarkeit der HIV-Replikation 

angesehen [55;120;255]. Um eine Überlagerung mit RNA-destabilisierenden Effekten der 

Leadersequenz wie z.B. durch die Exon 3 Sequenz zu vermeiden, wurde eine RRE-

Sekundärstruktur gesucht, die nicht als CRS-Element wirkt, aber trotzdem eine effiziente 

Rev-Induktion erlaubt. Da die bisher publizierten Ergebnisse keine einheitliche 

Identifizierung des CRS-Elements im RRE zuließen, wurde anhand von CAT-

Reportergenkonstrukten untersucht, ob und welche RRE-Teilsequenzen als CRS-Element 

wirken können und welche der Teilsequenzen die RNA-Exportfunktion des RREs 

gewährleisten. Dazu wurden verschiedene RRE-Deletionsmutanten in vivo in CAT-Assays 

auf ihre Wirkung als CRS-Element und auf die Induzierbarkeit der CAT-Expression durch 

Rev und in vitro in Elektrophorese-Mobilitätsshift-Experimenten auf ihre Fähigkeit zur 

Rev-Bindung untersucht.  

Die Elektrophorese-Mobilitätsshift-Experimente zur Analyse der Rev-Bindung zeigten, 

dass eine initiale Rev-Bindung bereits bei einer kleinen RRE-Struktur zu beobachten war, 

die nur aus Stamm 2 und dem Beginn des sich anschließenden Stamms 1 bestand (RRE94). 

Dies steht in Übereinstimmung mit der Lokalisation der initialen Rev-Bindestelle in 

Stamm 2b [138;208;284]. Nach der initialen Rev-Bindung findet eine Multimerisierung 

weiterer Rev-Proteine über den Stamm 1 statt, die mit der Rev-Funktion korreliert [208]. 

Im HIV-Replikationszyklus muss daher zunächst eine bestimmte Rev-Konzentration 

erreicht werden, bevor der Export intronhaltiger Konstrukte und damit die Translation der 

Strukturproteine und Enzyme möglich wird [243]. Eine Multimerisierung von Rev war 

dementsprechend im in vitro Experiment durch mehrere distinkte Shift-Ereignisse an 

einem vollständigen RRE (RRE351) aber nicht an dem kurzen RRE94 nachweisbar. 

Die Notwendigkeit zur Multimerisierung von Rev an der Stamm 1 Sequenz bestätigte sich 

in den in vivo Experimenten. Die initiale Rev-Bindung der kleinen RRE-Struktur war für 
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die funktionelle Rev-Reaktivität eines CAT-Reportergenkonstrukts in vivo nicht 

ausreichend, da hier nur eine 2-fache Rev-abhängige Stimulation der CAT-Expression 

nachzuweisen war. Das vollständige RRE351 sowie das RRE mit einem nur leicht 

verkürzten Stamm 1 (RRE234) führten dagegen zu einer 8-fachen Rev-Induzierbarkeit 

(siehe 3.1.2.2, Abb. 14E). Auch eine Deletion der Sequenzen von Stamm 3, 4 und 5 

(RRE261) zeigte keinen Einfluss auf diese Rev-Induktion. Daraus ließ sich schließen, dass 

eine Mindestlänge des Stamms 1 nötig war, um eine multimere Rev-Bindung und damit 

eine funktionelle Rev-Reaktivität zu erhalten, während Stamm 3-5 und die äußere Region 

des Stamms 1 dafür nicht nötig waren. Diese Beobachtungen standen in guter 

Übereinstimmung mit den von Solomin et al. gemachten Deletionsanalysen zur Rev-

Reaktivität. Auch dort konnte eine Deletion der Stamm-Strukturen 3, 4 und 5 die Rev-

Reaktivität nicht unterdrücken und eine Verkürzung des Stamms 1 ließ auf ein minimales 

Rev-reaktives RRE mit einer Gesamtlänge von 204 nt schließen (Abb. 36A) [284].  

Bereits in früheren Arbeiten wurde eine verringerte Reportergen-Expression in 

Anwesenheit der RRE-Sequenz beschrieben. Dieser negative Effekt wurde z.B. von Rosen 

und Mitarbeitern auf 42 nt im Stamm 1 zurückgeführt (Abb. 36B, blau), die in einem CAT-

Reportergenkonstrukt zu einer 4-fachen Verringerung der Genexpression und einer 

gleichzeitigen Erhöhung der Rev-Reaktivität um den Faktor 3 führten [255]. Brighty und 

Rosenberg bezeichneten in Drosophila-Zellen sogar einen Großteil des RREs, beginnend 

mit der Stamm 2-Sequenz bis hin zu einer HindIII Schnittstelle am 3’-Ende des RREs (nt 

7796-8131 der pNLA1 Sequenz ) als CRS-Element (Abb. 36B, grau unterlegte Sequenz) 

[34]. Die Feststellung, dass das RRE in seiner Gesamtheit als CRS-Element wirkt, konnte 

in dieser Arbeit nicht bestätigt werden. Die Insertion des vollständigen RREs in den 

heterologen Kontext des CAT-Reporterkonstrukts hatte keinen negativen Effekt auf die 

CAT-Expression, das vollständige RRE wirkte also nicht als CRS-Element (siehe 3.1.2.2, 

Abb. 14B). Auch die Insertion eines RREs mit Deletion der Stamm 3, 4 und 5 Sequenz 

(RRE261) zeigte keinen Effekt auf die Expression. Die Insertion einer minimalen RRE-

Struktur, bestehend aus Stamm 2 und dem angrenzenden Teil des Stamm 1 (RRE94), 

führte sogar zu einer erhöhten CAT-Expression. In Kombination mit einem verkürzten 

Stamm 1 wirkten jedoch die Stamm 3, 4 und 5 Sequenz (RRE184) sowie der mittlere Teil 

des Stamms 1 (RRE234) als CRS-Element (Abb. 36C, rot) und führten zu einer Inhibition 
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der CAT-Expression. Dabei war die Sequenz in Stamm 1 mit der von Rosen beschriebenen 

CRS-Sequenz (Abb. 36 B, blau) teilweise deckungsgleich.  

 Während von Malim zunächst eine RRE-Struktur von 234 nt theoretisch vorhergesagt 

wurde [205], konnten Mann und Mitarbeiter später experimentell anhand von „nuclease 

protection assays“ zeigen, dass die Sequenzen von Stamm 3, 4 und 5 in vivo eine andere 

Sekundärstruktur aufweisen als vorhergesagt. Die vollständigen RRE-Sekundärstruktur 

wird demnach aus einer Sequenz von 351 nt Länge gebildet [205;208]. Dies war von 

Interesse, da ein negativer Effekt auf die Expression in den hier vorgestellten 

Experimenten nur bei Insertion von artifiziellen, im Stamm 1 verkürzten RRE-

Teilstrukturen auftrat, was darauf beruhen könnte, dass bei einer Verkürzung des Stamms 1 

eine andere Sekundärstruktur ausgebildet wird. Dieser Zusammenhang wurde auch durch 

Experimente von Huang und Mitarbeitern unterstützt. Bei Deletionsanalysen zeigte sich 

hier für eine Sequenz, die neben dem RRE auch weitere von Rosen charakterisierte CRS-

haltige Sequenzen 5’-wärts des RREs enthielt [255] ,und zunächst auch für die Stamm 2 

Sequenz, eine Funktion als CRS-Element [138]. Eine selektive Insertion einer Teilsequenz 
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Abb. 36: RRE-Sekundärstruktur. (A) Darstellung der in vivo funktionellen minimalen RRE-
Sequenz mit 204 nt nach Solomin ([284] schwarz hervorgehoben). Die hier gewählte Darstellung
der Sekundärstruktur entspricht der von Mann experimentell ermittelten Basenpaarung [208]. (B)
Blau hervorgehoben ist die von Rosen et al. als CRS charakterisierte Sequenz [255]. Grau
unterlegt sind die von Brighty et al. gemachte Deletion des CRS [34]. Rot hervorgehoben ist die
von Huang et al. verwendete RRE-Sequenz; die keinen Einfluss auf die Expression zeigte [138].
(C) Rot hervorgehoben sind die, in der vorliegenden Arbeit im Kontext eines verkürzten RREs
ermittelten, destabilisierenden Sequenzen. Die zusätzliche Nummerierung in (A) zeigt die
Benennung der einzelnen Stamm-Strukturen an. 
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des RREs von 318 nt, die eine Sekundärstruktur mit 280 nt Länge und einem nahezu 

vollständigen Stamm 1 ausbilden sollte, führte dagegen — ähnlich zu den hier gezeigten 

Ergebnissen mit der RRE351-Struktur — nicht zu einer Inhibition der Expression (36B, 

rote + blaue Sequenz) [138]. Der Befund, dass ein CRS-Effekt nur in artifiziellen RRE-

Strukturen mit verkürztem Stamm 1 zu beobachten war, könnte auch relevant für die 

unterschiedlichen in der Literatur beschriebenen Ergebnisse sein. Die Tatsache, dass 

aufgrund der eingefügten Deletionen unterschiedlich lange Sequenzen als RRE untersucht 

wurden, könnte auch bei dem von Rosen et al. im RRE gefundenen CRS-Element eine 

Erklärung für die beobachteten Effekte sein. Insgesamt legten die Experimente nahe, dass 

die beobachtete Wirkung als CRS-Element von der eingefügten bzw. sich bildenden 

Sekundärstruktur, jedoch nicht notwendigerweise von der eingefügten Sequenz abhing. 

Nach diesem Ergebnis wurde für die weiteren Experimente zur Charakterisierung der 

RNA-Stabilität in Abhängigkeit von der Leadersequenz ein vollständiges RRE (RRE351) 

verwendet, dass keine negative Wirkung auf die CAT-Expression und eine 8-fache 

Induktion durch Rev zeigte. 

4.1.4 Mögliche zeitliche Eingrenzung der Wirkung der kleinen nichtkodierenden 

Exons durch die Rev/RRE-Interaktion 

Aufgrund der Rev/RRE-Wechselwirkung vor einem möglichen Spleißereignis sollte die 

Insertion des RRE351 eine genauere zeitliche Eingrenzung der Wirkung der Sequenzen 

von Exon 2 und 3 erlauben. Dabei stellte sich heraus, dass die Insertion des RREs bereits 

bei einem Konstrukt mit Minimal-Intron zu einer erhöhten CAT-Reportergenexpression 

führte (siehe 3.1.2.2, Abb. 15). Auf Ebene der Kern-RNA konnte eine Erhöhung der prä-

mRNA-Menge durch die Anwesenheit der Exon 2 Sequenz im Intron und eine 

Erniedrigung der prä-mRNA-Menge durch die Anwesenheit der Exon 3 Sequenz im Intron 

nach wie vor beobachtet werden (siehe 3.1.4, Abb. 16C nc). Die Erniedrigung der prä-

mRNA-Menge durch die Anwesenheit der Exon 3 Sequenz war auch auf Ebene der CAT-

Expression und der zytoplasmatischen mRNA-Menge nachweisbar (vergleiche 3.1.1.3, 

Abb. 11B, C, E/P, EX 3 und 3.1.4, Abb. 16B, C E/P R, EX 3 R). Die Gegenwart der 

Sequenz des Exons 3 bzw. der Exons 2/3 führte zusätzlich zu einer Spleißinhibition, die 

die Menge gespleißter RNA reduzierte. Für das Konstrukt mit Exon 2 im Intron konnte 

eine mögliche Stabilisierung durch Exon 2 in Gegenwart des RREs nicht mehr beobachtet 
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werden, da hier möglicherweise eine gleichzeitig auftretende Spleiß- oder 

Transportinhibition des Exons 2 die zytoplasmatische mRNA-Menge reduzierte (3.1.4, 

Abb. 16C E/P R, EX 2 R). Diese Spleiß- oder Transportinhibition der Sequenz des Exons 2 

im Intron war nur in Kombination mit dem RRE zu beobachten. 
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Abb. 37: Chronologischer Ablauf der RNA-Prozessierung. Schematische Darstellung der
verschiedenen Ereignisse von der Transkriptionsinitiation bis zur Translation. Anhand der
Experimente konnte die Wirkung der Leaderexons (roter und grüner Pfeil) auf die RNA-Stabilität
als nukleäres, posttranskriptionales Ereignis charakterisiert werden, dass die Transkriptionsrate
nicht beeinflusst und vor dem Spleißen (Ex 2) bzw. vor der Rev/RRE-Interaktion (Ex 3) stattfindet.  
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In Gegenwart von Rev wurde die ungespleißte prä-mRNA in das Zytoplasma transportiert. 

Dadurch ließ sich die nukleäre sequenzabhängige prä-mRNA-Mengenverteilung 

ansatzweise im Zytoplasma wiederfinden. Die Rev-Zugabe erhöhte auch die relative 

Menge der Exon 2-haltigen Transkripte. Allerdings war auch unter diesen Bedingungen die 

Bestimmung der stabilisierenden Wirkung der Sequenz des Exons 2 behindert, sodass auf 

dessen stabilisierende Wirkung vor oder nach der Rev/RRE-Wechselwirkung nicht sicher 

geschlossen werden konnte. Die hier gemachten Untersuchungen ergaben, dass das 

Capping der RNA die durch die nicht kodierenden Exons hervorgerufenen Unterschiede 

reduziert aber nicht aufhebt. Die Capping-Effizienz selbst war nicht abhängig von der 

Gegenwart der verschiedenen nicht kodierenden Exons (3.1.6.2). Ebenso wenig 

beeinflussten die Sequenzen der Leaderexons offenbar die Polyadenylierungseffizienz 

[186]. Damit ließ sich die Wirkung des Leaderexons 2 als ein nukleäres 

posttranskriptionales Ereignis charakterisieren, das bereits vor dem Spleißen beginnt, 

während die Wirkung des Leaderexons 3 bereits vor der Rev/RRE-Wechselwirkung 

beginnt (Abb. 37). 

4.1.5 RNA-Degradation in vitro 

Um ein experimentelles System zu schaffen, in dem biochemische und mechanistische 

Aspekte der nukleären Degradation untersucht werden können, wurde ein in vitro Assay 

zur Analyse der RNA-Stabilität etabliert. In Gegensatz zu den bereits bekannten in vitro 

Assays, mit denen die zytoplasmatische RNA-Stabilität unter Nutzung eines S100-Extrakts 

reproduziert werden konnte [92], sollte in diesem Assay die nukleäre RNA-Stabilität unter 

Nutzung eines Extrakts aus HeLa-Zellkernen reproduziert werden. In vitro Transkripte mit 

den alternativen nicht kodierenden Exons wurden für 1-2 Stunden in Gegenwart von NTPs, 

Kreatinphosphat, DTT und MgCl2 in HeLa-Kernextrakt inkubiert und die verbleibende 

RNA quantifiziert (siehe 2.23). Unter diesen Bedingungen konnte ein stabilisierender 

Effekt für die Sequenz des Exons 2 und ein destabilisierender Effekt für die Sequenz des 

Exons 3 nachgewiesen werden. Auch ein weiteres bereits beschriebenes RNA-

destabilisierendes Element, das Instabilitätselement INS1 aus der p17-gag-Sequenz der 

HIV-1 mRNA [272], zeigte in diesem Assay ein sequenzspezifisches Abbauverhalten. Die 

in vivo beobachteten, sequenzbedingten nukleären RNA-Stabilitätsunterschiede konnten 

somit hier erstmals in einer in vitro Degradation dargestellt werden. Der Einsatz des 
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zytoplasmatischen S100-Extraktes in den Degradationsassays als zusätzliche Kontrolle 

führte zu einem Abbauverhalten, welches sich deutlich von den in vivo und in Gegenwart 

von Kernextrakt in vitro gemachten Beobachtungen unterschied. Daraus kann geschlossen 

werden, dass die RNA-Degradation im Kern und im Zytoplasma unterschiedlich verläuft. 

Möglicherweise tragen kernspezifische Faktoren, deren Beteiligung am nukleären RNA-

Abbau bereits gezeigt wurde, wie Rat1p, Rrp6p oder Mrt4p [64] dazu bei. 

4.1.5.1 Cap-Abhängigkeit 

Die Untersuchung des RNA-Abbaus in vitro zeigte in Gegenwart einer Cap-Struktur eine 

Reduktion der sequenzspezifischen Unterschiede der RNA-Stabilität aber keine 

Nivellierung. Der verbleibende Abbau erwies sich also auch in Gegenwart der Cap-

Struktur als sequenzabhängig. Dies ließ sich als eine primäre Stabilisierung durch die Cap-

Struktur zusammen mit einem sequenzabhängigen mRNA-Abbau interpretieren.  

Die vorliegenden Daten ließen ein Decappen der HIV-1-mRNAs in Abhängigkeit von den 

variierenden Leadersequenzen möglich erscheinen. Daher wurde untersucht, ob die nicht 

kodierenden Exons die Capping-Effizienz der Transkripte beeinflussen (siehe 3.1.6.2). Die 

Experimente ergaben keinen Unterschied des Verhältnis von gecappten und ungecappten 

Transkripten in Gegenwart der verschiedenen Leaderexons, die Leadersequenzen 

beeinflussten demnach die Capping-Effizienz nicht. Allerdings zeigten die HIV-1 

Transkripte selbst unter Kotransfektion mit einem Tat-Expressionsplasmid eine Capping-

Effizienz, die 40 % unter der Kontrolle der GAPDH mRNA lag. Diese Beobachtung steht 

in Übereinstimmung mit den von Chiu et al.gemachten Experimenten, in denen gezeigt 

wurde, dass die HIV-1 Capping-Effizienz Tat-abhängig und in Gegenwart der TAR-

Struktur gering ist [49]. Daher ist nicht auszuschließen, dass die reduzierte Capping-

Effizienz oder verstärktes Decapping bei HIV-1 Transkripten die Leadersequenz-

abhängige Degradation der RNA beschleunigt, was dann zu den deutlichen Sequenz-

vermittelten RNA-Mengenunterschieden führt. Sollten die ungecappten RNAs trotzdem 

für die Translation zur Verfügung stehen, muss die RNA anderweitig stabilisiert und 

außerdem über nicht Cap-abhängige Translationsmechanismen abgelesen werden. Da der 

HIV-1-Leader durch seine ausgeprägten Sekundärstrukturen möglicherweise die RNA 

stabilisieren kann [151] und mehrere interne ribosomale Eintrittsstellen (IRES) 

beschrieben wurden [28;37], die eine Cap-unabhängige Translation ermöglichen könnten, 
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könnte eine reduzierte Capping-Effizienz Teil des Gesamtregulationsmechanismus der 

Genexpression von HIV-1 sein und den Effekt der Sequenzen der Exons 2 und 3 während 

der Replikation verstärken.  

4.1.6 Exon 3 und INS können zu den Typ III ARE gezählt werden 

Für das INS1-Element war bereits bekannt, dass ein Vergleichskonstrukt mit 28 stillen 

Mutationen in der p17-Sequenz, die den AU-Gehalt von 57 % auf 50 % reduzierten, zu 

höheren RNA-Mengen und einer effizienteren p17-Expression führt [269]. Daher wurden 

diese RNA-Sequenzelemente ebenfalls im nukleären Degradationsassay untersucht. Auch 

in diesem Fall konnte das in vivo Ergebnis reproduziert und in vitro eine geringere RNA-

Stabilität des INS-Elements im Vergleich zum mutierten INSGC–Elements nachgewiesen 

werden. Die Abhängigkeit der nukleären RNA-Stabilität vom AU-Gehalt tritt auch in 

anderen Zusammenhängen auf. So destabilisiert ein 60 nt großes RNA-Fragment des Folat-

Rezeptor-� (Fr-�) mit einem AU-Gehalt von 51 % die nukleäre RNA, während das 

korrespondierende nicht destabilisierende Fr-� Fragment einen AU-Gehalt von 35 % 

aufweist [327]. Diese Übereinstimmung legt es nahe, den AU-Gehalt an sich bereits als 

Marker der nukleären RNA-Stabilität anzusehen. Da auch die Exon 3 Sequenz mit 59 % 

einen hohen AU-Gehalt aufweist, wurde das Vergleichskonstrukt Exon 3GC mit 20 stillen 

Punktmutationen im vif-Leserahmen und niedrigerem AU-Gehalt von 32 % kloniert und 

analysiert. Auch die mutierte Sequenz des Exons 3 (Ex 3GC) zeigte wie die INS1 Mutante 

eine Erhöhung der mRNA-Mengen basierend auf nukleären Ereignissen. Aufgrund des 

AU-Gehaltes und dessen RNA-reduzierender Wirkung lassen sich die Exon 3 und INS- 

Sequenzen zur Klasse der RNA-Stabilität beeinflussenden AU-reichen Elemente zählen. 

Ob und inwieweit AU-reiche Sequenzen als destabilisierende AU-reiche Elemente 

fungieren, hängt von ihrer Sequenz und auch von den daraus resultierenden 

Sekundärstrukturen ab [317]. Sequenzen, die neben einem hohen AU-Gehalt das AUUUA 

Motiv enthalten, werden bei verteiltem Auftreten des Motivs, wie beispielsweise bei c-fos, 

als Typ I Element bezeichnet. Tauchen die Motive in Verkettung auf, wie beispielsweise 

bei GM-CSF, werden sie dem Typ II zugeordnet. Fehlen diese AUUUA Motive, wie 

beispielsweise bei c-jun, sind die Sequenzen den Typ III AU reichen Elementen 

zuzurechnen [320]. Da die hier untersuchten HIV-Sequenzen des p17-INS1-Elementes und 
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des Exon 3 AU-reich sind, dabei jedoch keine klassischen AUUUA Motive enthalten, 

können sie den Typ III AU-reichen Elementen zugeordnet werden. Unterstützt wurde die 

mögliche Zugehörigkeit der destabilisierenden Sequenz des Exons 3 zu der Gruppe AU-

reicher Elemente des Typs III durch das Abbauverhalten: Bei einer Messung der RNA-

Halbwertszeit nach Actinomycin D Inhibition der Polymerase II ist der destabilisierende 

Effekt nicht AUUUA enthaltender Typ III Elementen, wie beispielsweise bei c-jun, nicht 

zu beobachten [44;237]. Dies traf auch auf die Sequenz des Exons 3 zu, dessen 

Abbauverhalten nicht in Actinomycin D [186], wohl aber unter physiologischen 

Bedingungen des in vitro Assay in Kernextrakt nachweisbar war (siehe 3.1.6.3.2). 

Ungewöhnlich für ein ARE des Typs III ist allerdings die Positionierung des kleinen nicht 

kodierenden Exon 3 und des INS-Elements am 5’-Ende der Transkripte. Diese Position ist 

in vielen beschriebenen Fällen stabilisierenden Sequenzen vorbehalten. So konnte hier für 

die Exon 2 Sequenz gezeigt werden, dass der stabilisierende Einfluss von der 

Positionierung im 5’-UTR abhängig ist. Eine Positionierung der Leaderexons 3’-wärts des 

CAT-Leserahmens zeigte für alle inserierten Leaderexons eine reduzierte Genexpression 

(vgl. 3.1.1.2, Abb. 10). Außerdem gibt es einige Fälle, in denen Sequenzen im 5’-UTR - 

vergleichbar zur der Wirkung der hier untersuchten Wirkung der Exons 2 Sequenz - zur 

Stabilisierung beitragen. So führen die ersten 114 nt der IL2-mRNA bei Stimulierung der 

MAPK/ERK Kinase Kinase 1 (MEKK1: Teil der stressinduzierten JNK Signal 

Transduktion und über IKK1-Phosphorylierung des NF-kappaB Signal Kaskade) zur 

Stabilisierung der RNA [46]. Unter der Annahme, dass Exon 3 als ein AU-reiches Element 

die RNA-Menge im Kern reduziert, stellt sich die Frage, in wie weit ARE anderer Gene im 

Leaderbereich ihre Funktion ausüben. Die meisten der bekannten RNA-destabilisierenden 

ARE sind im 3’-UTR und einige in der kodierenden Sequenz zu finden. Für die FR �-

Sequenz erwies sich ein Teil der kodierenden Sequenz als gewebespezifisches, 

destabilisierendes Element [327]. Weiterhin sind destabilisierende ARE in der kodierenden 

Region des Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ 2 [295] und von c-fos gefunden worden 

[302]. Allerdings sind destabilisierende Elemente im 5’-Bereich nicht völlig unbekannt. So 

konnte für die Mäuse-Thymus-Sialidase die Gegenwart einer AU-reichen 

destabilisierenden Sequenz im 5’-UTR der RNA nachgewiesen werden. Das 

Vorhandensein dieser Sequenz im Transkript korrelierte mit der thymusspezifischen 

Expression der Sialidase [162]. Die 319 nt lange Leadersequenz enthielt ebenfalls keine 
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AUUUA-Motive, sodass auch dieses Sequenzelement zu den Typ III ARE gezählt werden 

kann. 

4.1.7 Interaktion der ARE mit spezifischen Proteinkomponenten 

Nachdem für die Leaderexons und die INS1-Sequenz eine sequenzabhängige Degradation 

nachgewiesen wurde, stellte sich die Frage, wie diese Degradation vermittelt wird. Daher 

wurde untersucht, ob ein sequenzabhängiges Bindeverhalten von Proteinen vorliegt, die 

den RNA-Abbau stimulieren oder inhibieren können. 

Für die zytoplasmatisch wirkenden ARE konnte eine spezifische Bindung des RNA-

stabilisierenden Proteins HuR bzw. der destabilisierenden Proteine AUF1 (hnRNP D) und 

Tristetraprolin beobachtet werden. Da es sich bei den oben genannten Proteinen um 

„‚shuttle“-Proteine handelt, die sowohl im Kern als auch im Zytoplasma zu finden sind, 

könnten diese Proteine auch zur nukleären RNA-Stabilisierung bzw. Destabilisierung 

beitragen. Dies erscheint um so wahrscheinlicher, da auch die übrigen bekannten für den 

RNA-Abbau nötigen Komponenten wie beispielsweise Exosomen oder 

5’-3’-Exonukleasen sowohl im Kern als auch im Zytoplasma vorzufinden sind [26]. So 

vermuten Moore und Mitarbeiter, dass nukleäre mRNA durch Bindung von HuR im Kern 

vor einem nukleären Abbau geschützt werden und ins Zytoplasma geleitet werden kann 

[218]. In den hier gezeigten Affinitätspräzipitations-Experimenten konnte eine 

sequenzspezifische Bindung von AUF1 und HuR für das INS-Element beobachtet werden. 

Überraschenderweise zeigte sich nach der Immunodetektion mit einem AUF1-Antikörper 

eine Bindung verschiedener AUF1-Isoformen mit geringerem Molekulargewicht an die 

Sequenz des INS-Elements. Das InsGC–Element zeigte dagegen eine starke Bindung eines 

hochmolekularen Proteins. Möglicherweise basiert die Bindung der verschiedenen AUF1-

Isoformen auf unterschiedlichen Sekundärstrukturen, die die beiden Sequenzen (INS und 

INSGC) bilden können. Die Wirkung von AUF1 ist unter Anderem vom 

Phosphorylierungszustand abhängig. So führt unphosphoryliertes p40-AUF1 zu einer 

kondensierten RNA Formation, die bei Phosphorylierung nicht auftritt. [316]. Außerdem 

konnte für das ARE des TNF� beispielsweise eine Mg2+-Abhängigkeit der AUF1-Bindung 

nachgewiesen werden, was ebenfalls mit einer RNA-Konformationsänderung in 

Zusammenhang gebracht werden könnte [317]. 
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Für das INS-Element und die InsGC–Mutation korrelierte danach die Bindung der 

niedermolekularen AUF1-Formen mit der Destabilisierung. Dafür spricht außerdem, dass 

die kleineren Isoformen p37 und p40 im höheren Maß ubiquitiniert werden [182], wobei 

die Ubiquitinierung wahrscheinlich zum AUF1-vermittelten RNA-Abbauprozess beiträgt 

[181]. Daher lässt sich postulieren, dass die Bindung niedermolekularer AUF1-Isoformen 

besonders zur Destabilisierung von INS1 beiträgt. Dies ist auch in Übereinstimmung mit 

den von verschiedenen Arbeitsgruppen gemachten Beobachtungen, dass die 

niedermolekularen AUF1-Isoformen stärker zur Degradation beitragen als die 

hochmolekulare p45 Form [196;248;262]. 

Die Bindung von AUF1 an die Sequenzen der Exons 2 und 3 lieferte nur ein Signal für die 

hochmolekulare Bande. Diese war in Gegenwart des Exons 3 deutlich stärker als in 

Gegenwart des Exons 2 und des Exon 3GC. Damit korrelierte hier die Menge der 

gebundenen hochmolekularen Form von AUF1 mit der zuvor beobachteten Instabilität. Die 

Bindung der hochmolekularen Protein-Form deckt sich mit dem primär nukleären 

Auftreten der hochmolekularen AUF1-Formen p42 und p45 [326]. Da für AUF1 eine 

Degradation von RNA mit ARE des Typ III beobachtet worden war [262], könnte AUF1 

sowohl im Fall des INS-Elementes als auch im Fall der Exon 2 und 3 Sequenzen die RNA 

für einen nukleären Degradationsprozess markieren und den Abbau der RNA bewirken. Es 

bleibt zu klären, welche Rolle die hochmolekulare AUF1-Isoform spielt und ob 

unterschiedliche Mechanismen für die Degradation durch Exon 3 oder das INS-Element 

verantwortlich sind.  

Ein weiteres Protein, das an AU-reiche Elemente bindet ist HuR, welches stabilisierend auf 

die RNA wirkt. Trotz seiner reduzierten Affinität zu Typ III ARE [46] könnte dieses 

primär nukleäre Protein an die RNA der Exon- und INS-Sequenzen sowie die GC-reichen 

Mutationen von Exon 3 und INS1 binden und sie vor Degradation schützen. Für HuR 

wurde eine Variation der Funktion durch Phosphorylierung beobachtet. So führte die 

Phosphorylierung durch eine AMP-abhängige Kinase zu einer Kernretention von HuR 

[305], eine weitere Möglichkeit der HuR-Regulation basiert auf der Methylierung von HuR 

nach LPS-Stimulation [190]. HuR zeigte eine bevorzugte Bindung bei INSGC, sowie von 

Exon 3GC, was sich mit der stabilisierenden Funktion von HuR korreliert. Allerdings 

korrespondiert die geringe Bindung von HuR an Exon 2 bzw. Exon 2/3 nicht mit deren 
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relativer Stabilität. Die Stabilisierung durch Exon 2 scheint also über andere Proteine 

vermittelt zu werden, was auch der Tatsache entspricht, dass die Sequenz des Exons 2 

keine AU-reichen Elemente enthält.  

Möglicherweise müssen die Stabilisierung oder Destabilisierung auch als Kompetition der 

beiden Proteine AUF1 und HuR an der gleichen RNA gewertet werden, wie bereits von 

Moore postuliert [218]. Die HuR-Bindung könnte so einen Schutz der ARE-enthaltende 

RNA vor AUF1-Bindung darstellen und, da AUF1 auch mit dem Exosom interagiert [43], 

die RNA vor dem Abbau schützen. Damit müsste nicht die Bindung eines der Proteine 

sondern das Zusammenspiel der stabilisierenden bzw. destabilisierenden Faktoren in 

Abhängigkeit von der jeweiligen Affinität der Proteine und zusätzlichen Kofaktoren 

betrachtet werden. So könnte in dem einen Fall die Bindung stabilisierender Proteine wie 

HuR überwiegen, während im nächsten Fall die Bindung destabilisierender Proteine wie 

AUF1 überwiegen würde. Eine erste Analyse des Quotienten von HuR zu AUF1-Bindung 

im Immunoblot zeigte eine hohe Übereinstimmung mit den in vivo beobachteten RNA-

Stabilitäten. So lagen die Werte für die stabilen Sequenzen INSGC und Exon 2 oberhalb 

von 1, während die Werte für die übrigen analysierten Konstrukte unter 1 lagen.  

4.1.8 Modell 

Ausgehend von den unterschiedlichen Stabilitäten der Konstrukte INS-1/INS-1GC und 

Exon 3 Exon 3GC mit einer Beschränkung der Instabilität auf das Kernkompartiment, 

wurde die Modellvorstellung entwickelt, dass das Maß an Destabilisierung zum Einen vom 

AU-Gehalt der Sequenzen und zum Anderen von der Verweildauer im Kern abhängt. Die 

Verweildauer selbst kann durch die Förderung des Exports reduziert werden. Dies konnte 

durch zusätzliche Transportelemente wie z.B. das RRE oder durch die Erhöhung der 

Spleißeffizienz durch einen verbesserten Spleißakzeptor geschehen. Beim Fehlen 

effizienter Spleißereignisse (z.B. env-Konstrukte bzw. Konstrukte mit suboptimalen 

Spleißakzeptoren, oder ohne effiziente Spleißstellen, wie bei verschiedenen CAT-

Konstrukten) ist die Verweildauer des einzelnen Transkripts im Kern hoch, die Konstrukte 

werden sequenzabhängig zu einem Großteil degradiert. Wird die Exporteffizienz erhöht, 

z.B. durch den Rev/RRE-Export, sinkt die Verweildauer im Kern und damit die 

Destabilisierung. Dies steht in Übereinstimmung mit der beobachteten höheren Rev-

Reaktivität - d.h. der Rev-vermittelten RNA-Exportsteigerung - der instabilen Konstrukte 
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INS-1 und Exon 3 in Gegenwart eines weniger effizienten Spleißakzeptors (siehe 3.1.5, 

Abb. 19D). In Gegenwart eines effizienten Spleißakzeptors kommt es, wie bei der 

Wirkung von Rev und RRE, zu einer vergleichbaren Erhöhung der Expression. Ein 

zusätzlicher Effekt von Rev war in Gegenwart eines optimierten Akzeptors allerdings nicht 

mehr zu beobachten (Abb. 19E). Dies stand in Übereinstimmung mit Beobachtungen aus 

unserem Labor, dass Rev-Reaktivität und Akzeptor-Güte sich umgekehrt proportional 

zueinander verhalten und ein effizienter Akzeptor mit dem Rev/RRE-Export konkurriert 

[151]. Damit scheint die Erhöhung der zytoplasmatischen mRNA bei beiden Ereignissen 

— Rev/RRE-Interaktion und Erhöhung der Spleißeffizienz — aus dem gleichen prä-

mRNA-Pool gespeist zu werden, der ohne Rev/RRE- oder Spleiß-vermittelten Export zum 

größten Teil abgebaut wird. Der Abbau selbst erfolgt über die nukleären RNA-

Degradationsmechanismen, die notwendige Markierung der RNA für den Abbau oder den 

Schutz vor Abbau könnte beispielsweise über HuR oder AUF1 (siehe 4.1.7) 

sequenzspezifisch erfolgen.  

4.1.9 Perspektive 

Über nukleäre, postranskriptionale Regulationsmechanismen ist zur Zeit noch relativ 

wenig bekannt. Erst im Laufe der letzten Jahre wurde deutlich, dass diese Prozesse 

Schlüsselpositionen der Genregulation darstellen. Damit begannen einige Arbeitsgruppen 

auch nukleäre RNA-Stabilitäten sowie zugrunde liegende Degradationsmechanismen und 

die Überwachungsmechanismen, die eine Translation fehlerhafter RNAs verhindern, zu 

untersuchen [26;132;294;312]. Bei diesen Untersuchungen konnten bereits verschiedene 

RNA bindende Proteine isoliert werden, wobei deren Einfluss auf nukleäre oder 

zytoplasmatische Prozessierung bisher nur unvollständig verstanden ist [312]. Mit Hilfe 

des hier entwickelten in vitro Degradationsassays sollten sich in Zukunft Proteine über 

Affinitäts- oder Immuno-Depletion funktionell auf ihre Rolle im nukleären RNA-Abbau 

untersuchen lassen. Weiterhin sollte über den Ansatz eines North/Western Blots oder über 

Hochskalieren der Affinitäts-Präzipitations-Experimente eine Isolierung und 

Charakterisierung der spezifisch an destabilisierende RNA-Elemente bindenden Proteine 

möglich sein. Entsprechende Ansätze werden zur Zeit in unserem Labor weiterverfolgt. 

Eine zusätzliche Möglichkeit zur Untersuchung von sequenzspezifisch RNA-bindenden 

Proteinen würde sich mit einem Hefe „three hybrid system“ anbieten [147]. Zur 
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Charakterisierung der sequenzspezifischen Wirkung der nicht kodierenden Exons 2 und 3 

wäre es auch interessant, ihre Wirkung in verschiedenen Zelltypen zu untersuchen, um so 

mögliche Zelltyp-spezifische Unterschiede in der Wirkung der Exons nachzuweisen. 

4.2 Einfluss der Leadersequenzen auf die Translation 

Neben RNA-stabilisierenden und destabilisierenden Elementen können auch zusätzliche 

Leserahmen im 5’-Leader die von einer mRNA translatierten Proteinmengen verändern. 

Mehr und mehr Daten unterstützen die Vorstellung, dass solche kurzen „upstream“ 

Leserahmen (uORFs) bei der eukaryontischen Translationsregulation eine Rolle spielen 

[108;109]. In einigen Fällen liegen diese kurzen Leserahmen vor den Hauptleserahmen von 

Protoonkogenen, die für Zellwachstum oder -differenzierung verantwortlich sind, wie 

beispielsweise vor dem humanen bcl-2- oder dem murinen p53-Gen [166;171]. Diese 

uORFs zeigen oft einen inhibierenden Effekt auf die Expression des Hauptleserahmens, 

was im Einklang mit einer linearen Erkennung der Leserahmen steht. In wenigen Fällen 

wurde aber auch eine Regulation der Genexpression über stimulierende uORFs beobachtet, 

beispielsweise bei der Expression von GCN4 der Hefe, oder der Replikation von 

Cauliflower Mosaic Virus oder Rous Sarkoma Virus [75;101;129;133]. Diese Regulation 

lässt sich nur über einen Terminations- und Reinitiationsmechanismus der Translation 

erklären, bei dem reinitiationskompetente Ribosomen am Startkodon des 

Hauptleserahmens initiieren (siehe 1.3.2.2). 

Die Translation von HIV-1 erfolgt in der Regel linear und in Abhängigkeit von der Cap-

Struktur. Durch alternatives Spleißen gelangen die verschiedenen Leserahmen in die 

5’-Position des Transkriptes und können so effizient translatiert werden. Je nach Stärke des 

5’-AUGs hemmt der erste Leserahmen die Translation weiter 3’-wärts gelegener ORFs, 

wie im Fall des effizient genutzten tat-ORFs, oder er erlaubt einen „leaky scanning“-

Mechanismus, bei dem ein Teil der Ribosomen das erste, ineffiziente AUG überlesen und 

an weiter 3’-wärts gelegenen ORFs initiieren. Dies ermöglicht z.B. in den 

polycistronischen vpu-env-Transkripten das Überlesen des vpu-AUGs und eine Initiation 

am env-ORF [271]. Die hier vorgestellten Experimente zeigen, dass ein zusätzlicher, 

5’-wärts vor dem tat-AUG gelegener uORF das Translationsmuster der polycistronischen 

HIV mRNA zugunsten einer 3’-wärts initiierten Translation und distaler AUG Erkennung 

beeinflussen kann. Die Beobachtung wurde mit verschiedenen Konstruktserien gemacht, 
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was ihren allgemeingültigen Charakter unterstreicht. Die Gegenwart eines uORFs 

ermöglichte ein Überspringen des effizienten tat-AUGs und führte zu einer gleichzeitigen 

Expression von Rev und Env von einem polycistronischen HIV-Transkript. Um zu 

untersuchen, unter welchen Bedingungen eine uORF vermittelte Translation erfolgt, wurde 

unter Nutzung verschiedener Promotoren der Einfluss der uORF-Länge, des 

intercistronischen Abstands und der Initiationseffizienz des uORF-Startkodons analysiert. 

Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurden weitere Beispiele uORF-beeinflusster HIV-1-

Translation untersucht. 

4.2.1 Einfluss der uORF-Länge auf die Rev-Expression 

In vorhergehenden Experimenten wurde bereits gezeigt, dass die Länge des uORFs die 

Effizienz der Reinitiation beeinflusst [173;197]. Luukkonen et al. konnten zeigen, dass 

eine Zunahme der uORF-Länge von 24 auf 40 Kodons mit einer Abnahme der Translation 

am 3’-wärts gelegenen Hauptleserahmen korreliert. Hieraus extrapolierten sie, dass ein 

uORF mit 55 Kodons die Translation des 3’-Leserahmens völlig inhibieren sollte. 

Allerdings wurde in diesen Konstrukten gleichzeitig die Länge des intercistronischen 

Abstands von 67 auf 19 nt verkürzt, so dass keine eindeutige Zuordnung des Effekts 

möglich war [197]. In Experimenten von Kozak, in denen nur die Länge des uORFs 

verändert wurde, waren dagegen zwei Phasen zu beobachten. Mit einem Abstand von 71 nt 

zum CAT-Reportergen zeigte sich bei einer uORF Länge zwischen 3 und 13 Kodons keine 

Änderung der CAT-Expression, während die weitere Verlängerung des uORFs die 

Translation des Hauptleserahmens graduell inhibierte [173]. Hwang und Su konnten 

Vergleichbares für das Cd2 Minicistron 120 nt 5’-wärts des Hepatitis B Virus P ORFs 

zeigen. Sie beobachteten eine optimale 3’-Translation und keine Unterschiede bei einer 

uORF-Länge zwischen 8 und 13 Kodons, während längere uORFs die Translation des 

Hauptleserahmens graduell inhibierten [139]. Allen Untersuchungen war jedoch gemein, 

dass nur die Expression des unmittelbar 3’-wärts des uORFs folgenden Leserahmens 

analysiert wurde.  

Das in dieser Arbeit untersuchte HIV-Konstrukt zeigte in der Zellkultur Syncytienbildung. 

Es erfolgte also eine Translation des env-ORFs, der als vierter ORF auf der 

polycistronischen mRNA lokalisiert war. Da die env-Expression nur Rev-abhängig 

stattfinden kann, wurde daher neben dem Einfluss der uORF-Länge auf den ersten 
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Leserahmen (tat) auch die Translation des zweiten, weiter 3’-wärts liegenden Leserahmens 

(rev) analysiert. Dazu wurde die Expression von Konstrukten mit uORF-Längen zwischen 

7 und 32 Kodons in einem festen Abstand von 38 nt zum tat- und 177 nt zum rev-

Leserahmen in funktionellen Reporterassays gemessen. Dabei war für die Rev-Expression 

in Korrelation zur zunehmenden uORF-Länge von 7 bis 17 Kodons zunächst eine 

Zunahme, in Gegenwart des längsten uORF mit 32 Kodons aber eine Abnahme zu 

beobachten (Abb. 29). Eine gleichbleibende Expression bei einer uORF Länge zwischen 8 

und 13 Kodons, wie sie von Kozak sowie Hwang und Su für den ersten Leserahmen nach 

dem uORF beobachtet wurden, traf also hier für den zweiten Leserahmen nicht zu. Die 

Beobachtung einer optimalen uORF-Länge bei ca. 17 Kodons korreliert jedoch recht gut 

mit Ergebnissen von Fütterer und Hohn, die die Wirkung verschieden langer uORFs in 

Pflanzenprotoplasten auf zwei unterschiedliche 3’-Hauptleserahmen untersuchten. Dabei 

zeigte sich für den distalen ORF mit Zunahme der uORF-Länge zunächst eine Zunahme 

dann eine Abnahme der Expression, wobei sich eine uORF-Länge von 28-34 Kodons als 

optimal erwies [100]. An beiden Versuchssystemen (HIV und CaMV) war außerdem 

auffällig, dass für eine nachweisbare Expression des distalen Leserahmens eine 

Transaktivierung der Expression nötig war. Im Zuge der Untersuchungen durch Fütterer et 

al. wurde das CaMV Translations-Transaktivatorprotein TAV benötigt, während zur 

Untersuchung der Expression des distalen rev-ORFs im HIV-1 System, eine zusätzliche 

Stimulation der Expression durch Tat nötig war. Die Expression des distalen Leserahmens 

ist also gering, reicht aber nach Stimulation, um eine physiologisch relevante Expression 

beispielsweise des env ORFs zu ermöglichen die in der Zellkultur zur Syncytienbildung 

führte. 

Unterschiede zwischen den beiden Versuchssystemen zeigten sich jedoch bei der 

Expression des proximalen ORFs. Während die zunehmende uORF-Länge bei Fütterer und 

Hohn mit einer Abnahme der Expression des proximalen ORFs korrelierte, konnte dieser 

Effekt bei den hier verwendeten HIV-Konstrukten nicht beobachtet werden (siehe 3.2.2.1). 

Wie bei der Rev-Expression zeigte sich die höchste Tat-Expression in Gegenwart des 

uORF mit 17 Kodons, wobei die anderen Konstrukte mit uORFs mit 7, 12 oder 32 Kodons 

eine vergleichbare, nur leicht reduzierte Expression zeigten. Interessanterweise wurde bei 

dem zu uORF17 gleichlangen Kontrollkonstrukt ohne uORF (�uORF) ebenfalls 
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eine leicht erhöhte Expression beobachtet. Da die Konstrukte uORF17 und �uORF die 

gleiche HIV-1 Sequenz beinhalteten, könnte die Insertion oder die Deletionen an der 

Position +9 des uORFs bei der Generierung der übrigen Konstrukte zu einer Veränderung 

der Sekundärstruktur geführt haben. Eine Vorhersage der Sekundärstruktur mit dem RNA-

fold server (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi [135]) unterstützte diese 

Hypothese, da für die uORF17 Leadersequenz zwischen HindIII und MfeI eine andere 

uORF7

uORF17 uORF32

uORF12uORF7

uORF17 uORF32

uORF12uORF7

uORF17 uORF32

uORF12
Abb. 38: Vorhersage der Faltung der Leadersequenzen bei unterschiedlichen uORF-Längen.
Dargestellt sind die mit dem RNA Fold Server (minimum free energy, RNA-parameters, no GU-
pairs at end of helices, avoid isolated base pairs [135]) vorhergesagten Sekundärstrukturen des
HindIII/MfeI Fragments der Konstrukte uORF7 uORF12 uORF17 und uORF32. Rot unterlegt ist die
Position des uORF Startkodons, sowie die angrenzende EcoRI Schnittstelle. 
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Faltung, als bei Verlängerung oder Verkürzung der uORF-Sequenz berechnet wurde 

(Abb. 38). Eine solche Veränderung in der Sekundärstruktur des Leaders könnte zu einer 

veränderten Translationsinitiation führen. So konnte verschiedentlich gezeigt werden, dass 

Sequenzveränderungen in der intercistronischen Sequenz aber auch 5’-wärts des uORFs, 

im uORF selbst oder im 3’-Cistron die Expression beeinflussen können [115;116;219]. Die 

im Rahmen der uORF-Untersuchungen gemachten Insertionen und Deletionen müssen also 

mit Vorbehalt betrachtet werden. Es kann weder ausgeschlossen werden, dass die Tat-

Expression vollständig unabhängig von der uORF-Länge verläuft noch, dass die Tat-

Expression in Abhängigkeit von der uORF-Länge einen zur Rev-Expression 

gleichgerichteten, wenn auch geringeren Effekt zeigt.  

Zusammengenommen deuten die Daten für die Wirkung unterschiedlicher uORF-Längen 

auf die Expression von mindestens zwei 3’-wärts gelegenen Hauptleserahmen eher gegen 

einen rein linearen Mechanismus und unterstützen die Idee einer optimalen uORF-Länge 

für die Translation des distalen Leserahmens, ähnlich den Daten von Fütterer und Hohn 

[100]. 

4.2.2 Einfluss des intercistronischen Abstands auf die Rev-Expression 

Untersuchungen von Kozak zeigten, dass ein uORF mit 3 Kodons die Translation an einem 

3’-wärts liegenden Preproinsulin-Leserahmen inhibiert. Eine Verlängerung des Abstands 

zwischen uORF und Preproinsulin Leserahmens auf 79 nt konnte diese Inhibition aufheben 

und erlaubte eine Expression, die ebenso effizient war, wie in Abwesenheit des uORFs 

[170]. Daraus ließ sich schließen, dass eine effiziente Reinitiation einen Mindestabstand 

zwischen uORF und Hauptleserahmen benötigt. Dieser Abstand zur Erlangung der 

Reinitiationskompetenz ist außerdem vom Status der Zelle abhängig. Hunger-Bedingungen 

können beispielsweise bei der Regulation der GCN4-Expression in Hefe zu einem Mangel 

beladener Methionyl-tRNA und so zu verspäteter Neubeladung der Ribosomen und einem 

Überlesen von Startkodons führen [1]. 

Aufgrund dieser Daten war es wahrscheinlich, dass bei den hier gemachten Experimenten 

ein intercistronischer Abstand von ursprünglich 38 nt zum tat-ORF nur wenige 

reinitiationskompetente Ribosomen für den tat-Leserahmen bereitstellen kann, während 

der Großteil der Ribosomen reinitiationskompetent den 177 nt entfernten rev-ORF 
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erreichen sollten. Nach einer Verlängerung des intercistronischen Abstands zum tat-ORF 

auf 88 oder 121 nt sollten danach die Ribosomen die Translationskompetenz vor dem tat-

AUG wiedererlangen, was die Translation von Rev verhindern würde. In 

Übereinstimmung mit dieser Hypothese war eine 8-fache, graduelle Abnahme der Rev-

Expression auf ein Niveau zu beobachten, dass einer Inhibition der Rev-Expression durch 

den tat-Leserahmen ohne uORF entsprach (vgl. 3.2.2.1, Abb.29: �uORF und 3.2.2.2, Abb. 

30: icd121). Allerdings wurde gleichzeitig statt einer Zunahme, eine leichte Abnahme der 

tat-Expression um ein Drittel beobachtet. Eine mögliche Erklärung dieses Unterschieds 

könnte die unterschiedliche Länge der verwendeten uORFs sein. Der 17-Kodons lange 

uORF führt vermutlich zu einer höheren Dissoziation von Initiaiationsfaktoren und damit 

zu einer höheren Ablösung von Ribosomen nach der Translation des uORFs als dies nach 

Translation eines uORFs mit 3 Kodons im Experiment von Kozak der Fall war [170]. 

Diese höhere Dissoziation beträfe sowohl die Tat- als auch die Rev-Translation und könnte 

in den hier gemachten Experimenten die Reassoziation von neuen tRNAs so überlagern, 

dass statt einer Erhöhung der Expression, wie sie mit einem uORF von 3 Kodons 

stattfindet, in Gegenwart des 17–Kodon uORF sogar eine geringere Abnahme der Tat-

Expression zu beobachten war. Damit zeigte die getrennte Analyse von intercistronischem 

Abstand und uORF-Länge hier ihre Limitierung. Ein weiterer Grund der ebenfalls zur 

Reduktion der Tat-Expression führen könnte, ist der mit der Verlängerung des 

intercistronischen Abstands ebenfalls zunehmende Abstand von der Cap-Struktur.  

4.2.3 Einfluss der uORF Translationsinitiationsstelle auf die Rev-Expression 

Ausgehend von den Beobachtungen von Kozak, dass die Sequenzumgebung des AUGs die 

Effizienz der Translation bestimmt [168] und der daraus ermittelten Konsensussequenz 

[141;168], wurde hier erstmalig der Einfluss verschieden effizienter Sequenzumgebungen 

des uORF-Startkodons auf die Tat- und Rev-Expression untersucht. Dabei führten starke 

Initiationsstellen des uORFs zu einer 3- bis 4-fach höheren Tat- und Rev-Expresssion. Eine 

starke uORF-AUG-Umgebung ermöglichte demnach eine effiziente Translation beider 

ORFs im 3’-Bereich. Es war also, wie zuvor bei der Variation des intercistronischen 

Abstands, ein gleichgerichteter Effekt auf den tat- und rev-Leserahmen nachweisbar. 

Dabei war jedoch auch hier, wie bei den Experimenten zur uORF Länge, in Abwesenheit 

des uORFs eine vergleichbare Tat-Expression zu beobachten, wie auch in Gegenwart des 
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uORFs mit seiner ursprünglichen, effizienten AUG-Sequenzumgebung. Die Tat-

Expression wird also durch den uORF beeinflusst, kann aber natürlich auch ohne uORF 

stattfinden, da der tat-Leserahmen dann an erster Stelle nach dem Cap liegt. Eine Rev-

Expression erfolgt dagegen nur in Anwesenheit des uORFs. Dies zeigt, dass erst durch den 

uORF ein Überlesen des tat-Startkodons, wahrscheinlich aufgrund von an dieser Stelle 

noch nicht reinitiationskompetenten Ribosomen, möglich wird. 

4.2.4 Analyse des Einflusses möglicher uORFs auf die HIV-1-Expression 

In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob in HIV-1 Transkripten uORFs das 

Expressionsprofil zugunsten weiter 3’-wärts liegender Leserahmen verändern können. 

Dabei wurden der vpr- und vpu-Leserahmen sowie ein durch RNA-Editing im 5’-Leader 

entstehender Leserahmen untersucht. 

4.2.4.1 Der vpr-ORF stimuliert die Translation 3’-wärts liegender ORFs nicht 

Naheliegend war zunächst die Untersuchung des vpr-Leserahmens, der 5’-wärts des tat-

AUGs und damit an einer vergleichbaren Position wie der bisher untersuchte uORF mit 17 

Kodons lag. Während der uORF17 jedoch einen intercistronischen Abstand von 32 nt zum 

tat-AUG aufwies, überlappt der vpr-Leserahmen in fast allen HIV-1 Isolaten mit dem tat-

Leserahmen. Auch im Bezug auf die Rev-Expression zeigte der vpr-ORF keinen 

stimulierenden Effekt. Dies ließ sich aufgrund der Länge des vpr-ORFs von 96 Kodons 

bereits vermuten, da die optimale uORF-Länge in den vorangegangenen Experimenten 

zwischen 12 und 32 Kodons ermittelt worden war und nach Experimenten von Luukkonen 

et al. ab einer uORF Länge von 55 Kodons keine Stimulation der 3’-wärts liegenden 

Leserahmen mehr zu erwarten ist. Aus diesem Grund konnten offenbar auch weitere, in der 

Literatur beschriebene vpr-Varianten nicht als uORF wirken: eine Leserastermutation des 

HIV-1 Isolats HXB10 führt zu einem 78 Kodons langen vpr-ORF mit einem 

intercistronischen Abstand zum tat- und rev-AUG der identisch zu dem des uORF17 war. 

Diese vpr-Mutation führte allerdings im Gegensatz zum uORF17 nicht zu einer verstärkten 

Rev-Expression. Ein vpr-ORF mit 53 Kodons, der durch ein beschriebenes RNA-Editing 

entstehen könnte, wirkte ebenfalls nicht expressionsfördernd. Lediglich bei einer 

Punktmutation des vpr-AUGs, durch die zusätzliche, kleine, interne Leserahmen freigelegt 
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wurden, konnte eine Steigerung der Tat-, Rev- und Env-Expression nachgewiesen werden 

(siehe 3.2.3.2, Abb. 34).  

4.2.4.2 Ein Minimal-uORF in der 5’-Umgebung des vpu AUGs fördert die env-

Expression 

Bei der Untersuchung unterschiedlich effizienter Translationsinitiationsstellen war 

aufgefallen, dass die experimentell ermittelten AUG-Stärken größtenteils mit der aufgrund 

der Konsensussequenz zu erwartenden AUG-Stärke korrelierten [168]. Dies traf jedoch 

nicht auf das vpu-AUG zu. Obwohl die Sequenz der vpu-AUG-Umgebung nur zwei 

Basenaustausche im Vergleich zum starken tat-AUG aufwies und in der kritischen Position 

-3 mit der Konsensussequenz für ein effizient genutztes Startkodon übereinstimmte, war 

die Translationsinitiation hier sehr gering (siehe 3.2.2.3, Abb. 31). Da der vpu-ORF in 

authentischen HIV-1 Transkripten immer dem env-Leserahmen vorausgeht, der als 

einziger ORF nicht durch alternatives Spleißen an die erste Position nach der Cap-Struktur 

gelangen kann [273], ist eine ineffiziente Initiation am vpu-ORF essenziell für die 

Virusreplikation. Die hier vorliegenden Daten zeigten erstmals, dass sich die schwache 

Translationsinitiation am vpu-Startkodon auf die Gegenwart eines Minimal-uORFs 

innerhalb der vpu-Initiationstelle zurückführen ließ. Dieser Minimal-uORF bestand nur aus 

Start- und Stopp-Kodon und erhöhte bei einem intercistronischen Abstand von 159 nt zum 

env-Leserahmen die env-Expression 2-fach bis 3-fach (siehe 3.2.3.1, Abb. 33). Offenbar 

erkannten die Ribosomen teilweise statt des vpu-AUG das AUG des Minmal-uORF und 

führten dann zur Erkennung der Leserahmen weiter 3’-wärts des vpu-Leserahmens (siehe 

3.2.2.3.1, Abb. 32 und 3.2.3.1, Abb. 33). Dabei könnte es sich, wie bei den übrigen uORFs, 

um einen Terminations-Reinitiationsmechanismus handeln, der zur Erkennung des dem 

vpu-AUG folgenden Leserahmens führte. Möglicherweise bleiben jedoch bei Erkennung 

des Minimal-uORFs neben den Initiationsfaktoren auch die Methionyl-tRNAs an den 

Ribosomen für eine erneute Translationsinitiation erhalten. Dies könnte eine frühere 

Reinitiationskompetenz nach sich ziehen und die Translation des unmittelbar dem vpu-

ORF folgenden Leserahmens begünstigen. 

Diese Ergebnisse werden auch durch Beobachtungen von Schwartz et al. unterstützt, die 

auch bereits eine potenzielle Funktion des Minmal-uORFs für die env-Expression ins Auge 

fassten. Hier zeigte ein Konstrukt mit Minimal-uORF und vpu-AUG sogar eine höhere 
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env-Expression als ein Konstrukt in dem der Minimal uORF und das vpu-AUG durch 

Punktmutation inaktiviert wurden [273]. Ein weiterer Hinweis auf die biologische 

Relevanz dieses Minimal-uORFs ist seine Konservierung innerhalb der verschiedenen 

HIV-1-Subtypen. Hier wiesen lediglich zwei von elf Subtypen eine Mutation des Minmal-

uORF-Startkodons bei gleichzeitiger Abschwächung der vpu-Initiationsstelle auf (siehe 

3.2.3.1, Abb. 33D). 

4.2.4.3 Ein RNA-Editing im 5’-Leader kann die Inhibition der Translation von Rev 

durch das effiziente tat-AUG umgehen  

Die Analyse eines von Bourara beschriebenen RNA-Editings im HIV-1 Leader, das zu 

einem Startkodon und damit zu einem uORF mit 24 Kodons und einem intercistronischen 

Abstand von 90 nt zum tat-Leserahmens führt (229 nt bis zum rev-AUG), zeigte, dass 

dieser kurze Leserahmen die Genexpression ebenfalls zugunsten der 3’-wärts initiierenden 

Translation verschieben kann (siehe 3.2.3.3). Dabei blieb die Wirkung der uORFs nicht auf 

die Stimulation der Rev-Expression beschränkt. In Gegenwart von Rev stimulierte der 

uORF24 ebenfalls die Expression des env-Leserahmens. Diese Stimulation der Expression 

durch den uORF24 steht in Einklang mit der zuvor bestimmten optimalen uORF-Länge 

zwischen 12 und 32 Kodons (siehe 3.2.2.1) und einem optimalen intercistronischen 

Abstand kleiner als 121 nt (siehe 3.2.2.2), die zu einer effizienten Rev- und Env-

Expression führten. 

4.2.5 Modell zum Einfluss eines uORFs auf die Translation 3’-wärts gelegener 

Leserahmen in einer polycistronischen HIV-1 mRNA 

In allen hier untersuchten Konstrukten war die Gegenwart eines uORFs für die Rev-

Translation zwingend notwendig, um das starke tat-AUG umgehen zu können. Daher ist 

davon auszugehen, dass die Ribosomen, die die Translation 3’-wärts des tat-ORFs 

ermöglichen, über die Translation des uORFs rekrutiert wurden. Das uORF-

Initiationskodon beeinflusste die Expression beider folgender Leserahmen, wobei eine 

starke uORF-Initiationsstelle sowohl die Tat- als auch die Rev-Expression stimulierte. 

Diese Beobachtung lässt sich so interpretieren, dass die Initiation sowohl am tat- als auch 

am rev-Startkodon größtenteils durch Ribosomen erfolgt, die zuvor am uORF initiiert 

haben. Dies steht auch in Übereinstimmung mit dem experimentellen Befund, dass das 
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AUG des uORFs aufgrund seiner Sequenzumgebung ähnlich effizient genutzt werden kann 

wie das tat-AUG. Die beobachtete graduelle Abnahme der Translation bei Verlängerung 

des intercistronischen Abstands, kann nach der Translation des uORFs durch eine 

Dissoziation der Ribosomen von der RNA während des Scannens erklärt werden. 

Außerdem konnte beobachtet werden, dass ein intercistronischer Abstand von 121 nt die 

Reinitiation 3’-wärts des tat-AUGs nicht mehr ermöglicht. Dies lässt darauf schließen, 

dass dieser Abstand (260 nt zum rev-AUG) dazu führt, dass keine reinitiationskompetenten 

Ribosomen mehr das Rev-Startkodon erreichen, das heißt, dass diese Ribosomen entweder 

abdissoziiert sind oder stattdessen den tat-Leserahmen bzw. einen internen im tat-ORF 

vorhandenen Leserahmen translatiert haben. Der Vergleich der uORF-Längen zeigte, dass 

ein uORF mit bis zu 32 Kodons die Translation 3’-wärts des tat-AUGs ermöglicht, ein vpr-

Leserahmen mit 53 Kodons jedoch genauso wenig die 3’-Translation stimuliert, wie der 

vpr-Volllängen Leserahmen mit 96 Kodons (Abb. 39).  

uORF tat
rev

<96 nt <121 nt

uORF tat
rev

<96 nt <121 nt

4.2.6 Perspektive  

Abb. 39: Mögliche Translationsmechanismen der uORF enthaltenden Transkripte. Die
Translation beginnt am 5’-Ende der RNA mit einem Cap-abhängigen Scanning (dunkelblaue
Pfeile), welches entweder zur Translation des uORFs führt (kurzer blauer Pfeil) oder via „leaky
Scanning“ zur Translation des Tat-ORFs (langer blauer Pfeil). Nach der Translation des uORFs
können die Ribosomen abdissoziiieren (rote Pfeile). Außerdem können die an der RNA
verbliebenen Ribosomen sukzessiv durch Aufnahme von t-RNA und Initiationsfaktoren (hellblaue
Pfeile) reinitiations-kompetent werden, wobei die Translation von Rev durch fehlende
Reinitiationskompetenz scannender Ribosomen am Tat AUG (Pfeil zum Rev-Leserahmen) erfolgt. 

Die Analyse der uORF-vermittelten Translation 3’-wärts gelegener Leserahmen zeigte 

deutlich, dass Termination und Reinitiation einen „leaky-scanning“-Mechanismus 

überlagern kann. Obwohl die graduelle Abnahme der Expression nach Erhöhung des 

intercistronischen Abstands bereits gegen einen „Shunt“-Mechanismus spricht, könnte der 

Mechanismus der uORFs über Einfügen stabiler „Stemloop“-Strukturen zwischen uORF 
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und tat-Leserahmen weiter charakterisiert werden. Dies würde ein Scannen der Ribosomen 

verhindern und zeigen, ob die reinitiierenden Ribosomen solche „Stemloop“ Strukturen 

über einen „Shunt“ umgehen bzw. auflösen oder ob sie vor diesen arretieren. Die Tatsache, 

dass ein uORF die Translation eines weiter 3’-wärts gelegenen Leserahmen begünstigt, 

lässt sich in Zukunft auch für die Klonierung polycistronischer Expressionsvektoren nutzen 

ohne dort zusätzliche IRES-Sequenzen einzufügen.  

Neuere Daten über IRES-Elemente in der Primer Bindungsstelle der HIV-1 Leadersequenz 

[28] oder in der gag-Sequenz [37] lassen noch eine weit komplexere Regulation der 

HIV-1-Translation möglich erscheinen. Die Konstrukte der LTR-uORF-Reihe tragen die 

ersten 78 Nukleotide des durch Deletionsanalysen von Brasley auf eine Länge von 139 nt 

bestimmten internen ribosomalen Eintrittsstelle; die Konstrukte mit authentischem HIV 

Leader (die SV1.5E-, die 1.3.�SD3- und die 1.4-Reihe) tragen die gesamte Leader-IRES-

Sequenz. Damit könnten zusätzliche Ribosomen zur RNA rekrutiert werden, die nicht an 

der Cap-Struktur mit einem „Scanning“ beginnen. Dies ist auch im Zusammenhang mit der 

bereits zuvor erwähnten geringeren Capping-Effizienz von HIV-1-Transkripten interessant 

(vgl. 4.1.5.1) [49]. Es ist auch nicht auszuschließen, dass die Rev-Expression durch die 

IRES-Strukturen der LTR-Konstrukte begünstigt wird in dem die IRES-Strukturen mit 

dem uORF-AUG kooperativ funktionieren, wie es zum Beispiel beim Polio-Virus bereits 

gezeigt wurde [211]. 
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5 Zusammenfassung 

Das HIV-1 Genom wird von einem Promotor im 5’-LTR in eine polycistronische prä-mRNA 

transkribiert. Um trotz der Cap-abhängigen Translation der Wirtszelle alle viralen Proteine zu 

translatieren, muss die virale RNA alternativ gespleißt werden, sodass unterschiedliche 

Leserahmen an das 5’-Ende des Transkripts gelangen. Die mehr als 30 HIV-mRNAs 

unterscheiden sich auch durch die An- oder Abwesenheit der nichtkodierenden Exons 2 und 3 

im Leader. Die Konservierung der flankierenden Spleißstellen weist auf eine Bedeutung dieser 

Exons für die Virusreplikation hin. Die Wirkung der Exons 2 und 3 konnte in vivo nach 

transienten Transfektionen und RNA-Analyse bis auf die Ebene der nukleären RNA 

zurückverfolgt werden. Dabei erhöhte die Exon 2 Sequenz die RNA-Menge, während das 

Exon 3 sie reduzierte. Da sich in vitro weder die Transkriptionsrate, noch die Capping-

Effizienz unterschied, wurde auf eine unterschiedliche nukleäre RNA-Stabilität geschlossen. 

Dabei handelte es sich um posttranskriptionale Ereignisse, die für Exon 2 vor dem Spleißen 

und für Exon 3 bereits vor der Rev/RRE-Interaktion stattfanden. Die nukleären 

Stabilitätsunterschiede konnten außerdem erstmalig in vitro in einem nukleären RNA-

Degradationsassays dargestellt werden. Damit stand zum Ende der Arbeit ein in vitro System 

zur Verfügung, das UV-Quervernetzungs und Affinitätspräzipitations-Experimente erlaubte, in 

denen Unterschiede in der Bindung der Proteine AUF1 (hnRNP D) und HuR an die 

Leaderexons gezeigt werden konnten. 

Neben dem Einfluss auf die RNA-Stabilität können Leadersequenzen auch durch die Präsenz 

kurzer, 5’-wärts gelegener Leserahmen (uORFs) das Translationspotential polycistronischer 

HIV-Transkripte verändern. Das lineare, ribosomale Scannen der RNA, bei dem das effiziente 

tat-AUG zur Inhibition der Translation folgender Leserahmen führt, wurde mit dem uORF 

durch einen Terminations-Reinitiations Mechanismus ersetzt. Die nach Translation des uORFs 

zunächst Reinitiations-inkompetenten Ribosomen übergingen zum Teil das effiziente tat-AUG 

und initiierten an den weiter 3’-wärts liegenden Leserahmen. Solch ein uORF kann in 

authentischen HIV-1 Transkripten durch RNA-Editing im Exon 1 entstehen und die 

Expression der 3’-wärts von tat liegenden Leserahmen ermöglichen. Die Inhibition der env-

Translation durch das starke tat-AUG trifft also nicht, wie bisher angenommen, für alle HIV-

mRNAs zu. Weiterhin wurde gezeigt, dass in vpu/env-Transkripten ein Minimal-uORF vor 

dem vpu-AUG die Translation des folgenden env-ORFs stimulierte.  
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