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  Einleitung 

1 Einleitung 
 

1.1 Das Humane Immundefizienz Virus Typ 1 (HIV-1) 
 

Das humanpathogene Immundefizienz Virus Typ-1 (HIV-1) ist der Erreger der erwor-

benen Immunschwäche AIDS (Aquired Immunodeficiency Syndrom;24,150). Diese 

Krankheit führt nach einer mehrere Jahre andauernden symptomlosen Phase zu De-

fekten in der Immunantwort, die durch die Abnahme von CD4+ Zellen, wie z.B.  

T-Lymphozyten, Makrophagen und Monozyten, gekennzeichnet ist. Die Unter- 

drückung der zellvermittelten Immunität führt zu einer zunehmenden Schwächung 

der Abwehr und damit zu einer Anhäufung opportunistischer Infektionen. 

Nachdem Anfang der 80er Jahre in den USA die ersten AIDS Fälle beschrieben wor-

den waren (163,284), konnte zwei Jahre später der Erreger isoliert werden 

(24,78,149,163). Aufgrund der Sequenzhomologie zum Visna-Virus wurde er den 

Lentiviren, einer Untergruppe der Retroviren, zugeordnet (85,136,161). Die Se-

quenzunterschiede innerhalb der verschiedenen Isolate des HIV führten zu einer Ein-

teilung in die drei Subtypen M (major), mit den Genotypen A bis I, N (new) und O 

(outlier). 

1986 wurde aus einem westafrikanischen Patienten ein zweiter HIV-Typ isoliert,  

dessen Genom sich um mehr als 50% vom HIV-1 unterschied und als HIV-2 klassifi-

ziert wurde (92,93,177). Auch hier werden mehrere Genotypen unterschieden (A bis 

F). 

Bis heute hat sich HIV zu einer Pandemie entwickelt. Nach Angaben der Weltge-

sundtheitsorganisation (WHO) waren im Jahr 2005 weltweit 40,3 Mio Menschen mit 

dem HI-Virus infiziert, allein 4,9 Mio hiervon waren Neuinfektionen. Im selben Jahr 

starben 3,1 Mio Menschen an den Folgen dieser Infektion 

http://www.unaids.org/Epi2005/doc/report.html, Global Summary of the AIDS Epide-

mic, December 2005). 

Trotz intensiver Bemühungen steht bis heute kein Impfstoff gegen HIV zur Verfü-

gung, lediglich die Symptome von AIDS können behandelt werden. Hierzu wird der-

zeit eine Kombinationstherapie angewendet, die sich aus Inhibitoren der Reversen 

Transkriptase (NRTI:”nucleoside reverse-transcriptase inhibitors”; NNRTI: 

”non- nucleoside reverse-transcriptase inhibitors;131,140,386) und der Protease (90) 
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zusammensetzt und unter dem Begriff HAART („highly active antiretroviral therapy“) 

bekannt geworden ist (346). 

 

1.1.1 Struktur des Virus 
 

Das konische Capsid des HIV-1 ist von einer Hüllmembran mit den viralen Glykopro-

teinen umgeben. Man unterscheidet das transmembrane Protein gp41 (TM) und das 

Oberflächen-Glykoprotein gp120 (SU), welches über nicht-kovalente Wechselwir-

kungen mit dem TM assoziiert ist. Beide Proteine werden aus einem gemeinsamen 

Vorläuferprotein, dem gp160, gebildet und durch die zelluläre Protease Furin gespal-

ten. Auf der Innenseite der Membran bildet das Matrixprotein p17 eine netzartige 

Struktur, die dem Virion eine isometrische Struktur verleiht. Das Linker-Protein p6 

stellt die Verbindung zum Capsid dar. Innerhalb dieser Struktur befinden sich zwei 

 

 

 

___________________________________________________________________ 
Abb. 1: A: Analyse der genotypischen Verwandtschaft unterschiedlicher HIV-Isolate durch die 
“neighbor-joining” Methode (13). Durch den Vergleich von 400 Nukleotid-langen pol-Gen-
Fragmenten wurde ein phylogenetischer Stammbaum erzeugt, der auf dem Vergleich von HIV-
Referenz-Stämmen und 22 neuen Isolaten beruht. Die zugehörigen Accession Numbers sind unter 
(13) aufgeführt. Die Zweiglängen entsprechen der abgebildeten Skala, wobei die Skala 0,1 Ersetzung 
pro Nukleotid anzeigt. (** und * entsprechen Likelihood-Werten von 80 % bis 95 % bzw. von >95 %). 
B: Schematische Darstellung des HI-Virus Typ 1. Das aus dem Capsidprotein (CA, rot) gebildete 
konische Capsid umschließt zwei Kopien der HIV-1 (+)RNA (schwarz) mit den an sie gebundenen 
Nucleocapsidproteinen (NC, blau) sowie den viralen Enzymen Integrase (IN, rosa), Reverse 
Transkriptase (RT, gelb) und Protease (PR, weiß). In die Virusmembran ist das virale Glykoprotein 
gp41 (TM, blau), das mit dem viralen Oberflächen-Glykoprotein gp120 (SU, grün) assoziiert vorliegt, 
eingelagert (http://www.infektionsbiologie.ch/seiten/modellparasiten/seiten/hiv/steckbrief_hiv.html).  
C: Schematische Darstellung des viralen Replikationszyklus (modifiziert nach (302). Die Bindung 
von HIV an die Wirtszelle erfolgt über die Adsorption des viralen Glykoproteins gp120 an den CD4-
Rezeptor und einem der beiden Chemokinrezeptoren CXCR4 auf T-Lymphocyten oder CCR5 auf 
Makrophagen. Strukturelle Umlagerungen der Virusoberflächenproteine bewirken die Verschmelzung 
der Virushüllmembran mit der Zellmembran. Das (+)-RNA Genom des Virus wird durch die eigene 
Reverse Transkriptase (RT) in doppelsträngige DNA umgeschrieben und im Zellkern mittels viraler 
Integrase in das Genom der Wirtszelle integriert. Die zelluläre RNA-Polymerase II transkribiert die 
provirale DNA in eine polycistronische prä-mRNA, die durch zelluläre Enzyme zunächst in mehrfach 
gespleißte mRNAs prozessiert wird (2). Die in das Cytoplasma exportierten Transkripte kodieren für 
die regulatorisch aktiven Proteine Tat, Rev, Nef und, je nach Isolat, Tev, die nach Transport in den 
Zellkern die Transkription verstärken und zur Bildung ungespleißter und gespleißter mRNAs der 4,2 
kb-Klasse beitragen (3). Diese mRNAs dienen nach dem Transport in das Cytoplasma sowohl zur 
Translation der viralen Strukturproteine und der akzessorischen Polypeptide, als auch als Virusgeno-
me, die sich an der Cytoplasmamembran mit den Proteinkomponenten zusammenlagern. Nach der 
Freisetzung der neuen Virione reifen diese durch die Spaltung der Gag- und Gag/Pol-
Vorläuferproteine durch die virale Protease zu infektiösen Viren heran. 
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 identische einzelsträngige (+)-RNAs, die mit den Nukleocapsidproteinen p7 komple-

xiert sind. Desweiteren sind im Capsid virale Enzyme zur Integration des viralen Ge-

noms in das Wirtszellgenom vorhanden: Reverse Transkriptase, Integrase und  

Protease (Abb. 1 A). 

 

1.1.2 Replikationszyklus 
 

Die virale Replikation (Abb. 1B;302) beginnt mit der Anlagerung des Virus an die 

Wirtszellmembran. Das virale Oberflächenprotein gp120 interagiert mit dem CD4-

Rezeptor (275,290,291) auf der Oberfläche von T-Helferzellen, Makrophagen und 

Monozyten. Zusätzlich wird ein Chemokinrezeptor benötigt, der sich je nach Zelltyp 

unterscheidet. So wird für den Eintritt in T-Lymphozyten der CXCR4-Rezeptor ver-

wendet, bei Monozyten und Makrophagen der CCR5 und verwandte Rezeptoren 

(7,21,86,116,119,340). 

Aufgrund dieser Interaktion kommt es zu einer Konformationsänderung des viralen 

Glykoproteinkomplexes (302), wodurch die Virushülle mit der Wirtsmembran fusio-

niert und das Capsid in die Zelle gelangt. Nachdem die viruseigene Reverse 

Transkriptase (RT) die virale RNA in doppelsträngige DNA umgeschrieben hat, wird 

der sogenannte Präintegrationskomplex aktiv in den Zellkern transportiert (106,142) 

und dort als Provirus stabil in das Wirtsgenom integriert (53,102). 

Die Expression der viralen Gene erfolgt durch den zellulären Transkriptions- und 

Translationsapparat. Die RNA-Transkripte werden zum Einen als mRNA für die Ex-

pression von Proteinen verwendet, zum Anderen werden nicht-prozessierte 

Transkripte als Genom für neue Virus-Partikel benötigt. Die Knospung der Virionen 

wird durch die Zusammenlagerung von viralen Strukturproteinen, Enzymvorläuferpro-

teinen und zwei Volllängen-Transkripten an der Wirtszellmembran induziert. Erst 

nach der Abschnürung wird das Virus infektiös. Hierzu wird das Gag-Pol-

Vorläuferprotein autokatalytisch gespalten und es erfolgt eine strukturelle Umlage-

rung unter Ausbildung des konischen Capsids. 
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1.1.3 Charakterisierung der HIV-1 Genexpression 
 

1.1.3.1 Genomaufbau 
 

Die integrierte provirale HIV-1 DNA wird von langen direkten Sequenzwiederholun-

gen (Long Terminal Repeats, LTRs) begrenzt. Diese Sequenzen werden im 5’ Be-

reich als Promotor für die RNA-Polymerase II genutzt, im 3’ Bereich als Polyadenylie-

rungssignal (15,227). Alle infektiösen Retroviren codieren für die Produkte gag 

(gruppenspezifisches Antigen), pol (enzymatische Aktivitäten) und env (Glykoprotei-

ne). Die komplexen Retroviren, wie das HIV-1, besitzten weitere Gene für regulatori-

sche und akzessorische Proteine: tat und rev bzw. vif, vpr, vpu und nef (144). Sie 

bestehen aus mehreren Exons und werden von alternativ gespleißten RNAs transla-

tiert. Die Leserahmen dieser Proteine überlagern zum Teil mit den Leserahmen der 

anderen. So werden aus dem nur 9,8 kb großen Genom über 40 mono- und bicistro-

nische RNAs prozessiert (336,365). 

Abb. 2 gibt einen Überblick über die Genomstruktur und die Proteine von HIV-1. 

 

1.1.3.2 Transaktivierung durch das Tat-Protein 
 

An der transkriptionellen Kontrolle der viralen Genexpression sind cis-regulatorische 

Elemente beteiligt, die sich im LTR und im 5' untranslatierten Leader befinden (392). 

Hieran binden sowohl zelluläre Faktoren, wie Sp1 (209) und NF-κB (312), als auch 

das viruscodierte Tat-Protein (transactivator of transcription). Je nach Isolat hat die-

ses Protein eine Länge von 86 bis 104 Aminosäuren und wird von zwei Exons ko-

diert. Untersuchungen hatten allerdings gezeigt, dass für die Funktionalität von Tat 

schon das erste Exon ausreichend ist (207,443). Die Sequenz enthält neben der  

N-terminalen Aktivierungsdomäne eine basische Domäne zur Kernlokalisation 

(186,356) und zur Bindung an die RNA (341,355,432). Die vom Tat-Protein erkannte 

Sekundärstruktur wird als TAR-Element (trans-activation response) bezeichnet.  
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 Abb. 2: Schematische Darstellung des HIV-1 Genoms (modifiziert nach 311). A: Offene Lese-
rahmen (ORFs, blau) im HIV-1 Genom: gag (group specific antigen) kodiert den Vorläufer für die 
Strukturproteine des Viruskapsids (p17, p24 und p9/p7); pol (Polymerase) kodiert den Vorläufer für die 
Enzyme Protease, Reverse Transkriptase und Integrase; env (envelope, gp160) wird in das extrazel-
luläre Membranprotein (SU, gp120) und das Transmembranprotein (TM, gp41) gespalten; vif (virion 
infectivity factor), vpr, vpu (virusprotein R und U) und nef (negative factor) kodieren akzessorische 
Proteine; tat (siehe 1.1.3.2) und rev (siehe 1.1.3.3) kodieren die essenziellen Regulationsproteine. Der 
tev-ORF (grau) wird im HIV-1 Isolat NL4-3, das in dieser Arbeit verwendet wurde, nicht exprimiert. Das 
Genom wird am 5‘- und 3‘-Ende von LTRs (long terminal repeats) begrenzt, die bei der Reversen 
Transkription aus den Regionen U3, U5 (unique 3‘/5‘) und R (repeat) entstehen. Der 5‘-LTR enthält 
den HIV-Promotor, der 3‘-LTR die Polyadenylierungssequenz. B: Spleißstellen und RNA-
Sekundärstrukturen der HIV-1 prä-mRNA. SD: Spleißdonor (5‘-Spleißstelle); SA: Spleißakzeptor (3‘-
Spleißstelle). Die Spleißstellen SD5 und SA6 (grau) werden in der NL4-3 Sequenz nicht genutzt. In 
der neueren Literatur wird parallel eine teilweise abweichende Nummerierung der Spleißakzeptoren 
verwendet. TAR (trans-activation response sequence) ist die Bindesequenz des viralen Transkription-
saktivators Tat; RRE (rev responsive element) ist die Bindesequenz von Rev. C: Die Nomenklatur 
der viralen Exons. D: Aufbau des Minigenkonstruktes zur Untersuchung der Leaderexons 2 
und 3. Neben den Exons 1, 2, 3 und 4 wurden auch direkt flankierende Sequenzen verwendet, um die 
zugehörigen Spleißstellen zu klonieren. Im Exon 4 wurde der env-Leserahmen durch einen CAT-
Leserahmen ersetzt. Das Intron zwischen den Exons 2 und 3 (rot schraffiert) ist je nach Minigen-
konstrukt vollständig oder gekürzt. 
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Sie ist in der R-Region des 5’ LTR lokalisiert und konkurriert mit der Ausbildung eines 

„pause hairpins“ (328). Diese RNA-Sekundärstruktur verhindert den Übergang des 

Initiationskomplexes in den Elongationskomplex und führt zur Dissoziation der RNA-

Polymerase II. Bei Anwesenheit von Tat wird eine einzelsträngige Region innerhalb 

des doppelsträngigen TAR-Stammes gebunden und es entsteht ein prozessiver  

Elongationskomplex (31,210,382,384). Je nach Zelltyp und Versuchssystem kann die 

virale Genexpression bis zum 300fachen ansteigen (143). Die Beobachtung, dass 

nur bestimmte Zelltypen stark stimuliert werden, führte zur Identifizierung des zellulä-

ren Cofaktors Cyclin T1, welches ebenfalls an die TAR-Region bindet (433). Cyclin 

T1 ist eine Untereinheit des Transkriptionselongationsfaktors b und liegt assoziiert 

mit der Cyclin-abhängigen Kinase 9 (CDK 9) vor. Letztere wird durch die Interaktion 

mit Tat und TAR aktiviert und hyperphosphoryliert die C-terminale Domäne (CTD) 

der RNA-Polymerase II (91,153,457). Dieser Vorgang ist für die Umwandlung des 

Initiationkomplexes in einen prozessiven Elongationskomplex essentiell (228,324). 

 

1.1.3.3 Die posttranskriptionelle Regulation durch Rev 
 

Aufgrund der Genomstruktur, mit nur einem Promotor, aber neun teilweise über- 

lappenden Leserahmen aufgeteilt in mehrere Exons, ist das HI-Virus auf verschiede-

ne Möglichkeiten zur Generierung der unterschiedlichen mRNA-Spezies angewie-

sen. Zum Einen muss die Entstehung einer RNA an sich reguliert werden, zum An-

deren auch der Zeitpunkt des Auftretens innerhalb des Replikationszyklus. Neben 

der Verschiebung des ribosomalen Leserahmens bei der Translation des Gag/Pol-

Proteins und dem alternativen Spleißen der RNA exprimiert HIV-1 das Rev-Protein 

(regulator of expression of virion proteins). Dieses Protein ist unter Beteiligung zellu-

lärer Proteine in der Lage intronhaltige RNAs aus dem Kern ins Cytoplasma zu 

transportieren. Die frühe Phase der Replikation ist durch die Klasse der 1,8 kb 

Transkripte gekennzeichnet. Diese sind mehrfach gespleißt, besitzen keine Intronse-

quenzen mehr und kodieren für die Proteine Tat, Rev und Nef. Die Anreicherung von 

Rev in den Nukleoli (107,277,332) führt zum Übergang in die späte Phase der 

Transkription. Zu diesem Zeitpunkt treten intronhaltige RNAs mit einer Größe von ca. 

4,2 kb und die genomische 9,8 kb große RNA auf, die nur in Abhängigkeit von Rev 

ins Cytoplasma gelangen können (127,191). 
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Das Phosphoprotein Rev (94,185) wird ebenso wie Tat von zwei Exons codiert und 

weist eine Länge von 116 AS auf. Es können Domänen zur RNA-Bindung 

(46,108,181,226,280,451,452) und Oligomerisierung (96,277,332) unterschieden 

werden, sowie Signale zum Kernexport (NES;139,279,434) und zur Kernlokalisation 

(NLS;96,277,414). Aufgrund des NES und NLS ist das Rev-Protein in der Lage zwi-

schen Kern und Cytoplasma zu pendeln und auf diesem Weg andere RNAs ins  

Cytoplasma zu transportieren (139,292,434). Eine Voraussetzung hierfür ist die  

Interaktion mit dem RRE (rev responsive element), eine maximal 351 Nukleotid lange 

RNA-Sekundärstruktur. Das RRE liegt innerhalb des env-Gens und bildet einen dop-

pelsträngigen Stamm der in vier Haarnadelschleifen endet (95,278). Die erste  

hochaffine Bindung findet am „stem-loop IIb“ statt (416), danach folgt eine Multimeri-

sierung der Rev-Proteine entlang des doppelsträngigen Stamms (283,453). Da auch 

kleinere RNA-Sekundärstrukturen im heterologen Kontext Funktionalität zeigten, 

scheint die Multimerisierung entlang dieses doppelsträngigen Stamms nicht essen-

tiell zu sein. Aufgrund der flankierenden Lage der Oligomerisierungsdomänen in Be-

zug auf das Kernlokalisierungssignal, wird letzteres durch die Komplexbildung unzu-

gänglich (188,391). Der Export erfolgt durch Interaktion des RRE-Rev-Komplexes mit 

den zellulären Proteinen CRM1 (chromosomal region maintenance gene) und einer 

Ran-GTPase (141), die wiederum mit den Nukleoporinen interagieren können (462). 

Nach Translokation des Exportkomplexes in das Cytoplasma kommt es zur Dissozia-

tion des Komplexes (128,345). Das Rev-Protein wird durch Bindung von Importin-ß 

in Abhängigkeit von Ran/GDP zurück in den Kern transportiert (191). 

 

1.2 Das Spleißen eukaryotischer und viraler prä-mRNAs 
 

Obwohl das menschliche Genom insgesamt nur etwa 35.000 Gene besitzt, von  

denen lediglich 26.000 für Proteine kodieren, werden mehr als 90.000 Proteine 

exprimiert (183,248,422). Dieser Unterschied wird durch den Umstand erklärt, dass 

ungefähr 60% aller humanen Gene alternativ gespleißt werden (248,282). 

Während z.B. die Hefe Sacharomyces cerevisiae nur in ca. 4% der Gene einzelne 

kurze Introns enthält, können sie bei Vertrebraten bis zu 90% der Transkriptlänge 

ausmachen und sind in nahezu jedem Gen zu finden. Um später eine korrekte Trans-

lation des Leserahmens zu erhalten, muss neben der nukleotidgenauen Definiton der 

Exon- und Intronsequenzen auch eine Regulation der Spleißstellennutzung, sowie 
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die Organisation der zellulären Spleißmaschinerie gewährleistet sein. Das Heraus-

schneiden der Intronssequenz erfolgt in zwei aufeinanderfolgenden Transester-

Reaktionen. Im ersten Schritt erfolgt ein nukleophiler Angriff der 2’-Hydroxy-Gruppe 

eines Adenosins, das in der Verzweigungsstelle (BPS) lokalisiert ist, auf die 3’-5’ 

Phosphordiesterbindung des Guanosins am 5’-Ende des Introns (SD). Dadurch ent-

steht eine neue 2’-5’-Phosphordiesterbindung an der BPS und eine freie  

3’-Hydroxylgruppe am 5’-Exon. Diese reagiert im zweiten Schritt nukleophil mit der 

3’-5’ Phosphordiesterbindung des 3’-Exons, wobei die beiden Exons zum fertigen 

Spleißprodukt verbunden werden und das verzweigte Intron (Lariat) freigesetzt wird 

(57,235). 

 

1.2.1 Die Assemblierung des Spleißosoms 
 

Das Spleißosom ist ein Ribonukleoprotein-Komplex, der sich aus 5 nukleären Ribo-

nukleoprotein-Partikeln (snRNP) und einer Auswahl von mehr als 200 bekannten 

spleißosomalen Proteinen zusammensetzt (57,235,436). Jedes snRNP besteht aus 

einer kleinen uracilreichen RNA (U snRNA) und damit fest assoziierten Proteinen, die 

mit weiteren Proteinen interagieren können. Hierbei werden Proteine unterschieden, 

die in allen snRNPs vorkommen, wie die Sm-Proteine, und snRNP spezifische  

Proteine, wie z. B. das U1-70K, und Proteine die abhängig vom Spleißsubstrat nach-

zuweisen sind, wie z. B. SR-Proteine. 

Zurzeit werden zwei Typen von Spleißosomen unterschieden: der hauptsächlich vor-

kommende U2-Typ und der U12-Typ (56,259). Die Spleißosomen des U2-Typs ent-

halten U1-, U2- und U4/U6*U5 tri-snRNAs, während beim U12-Typ mit Ausnahme 

der U5 snRNA, funktionelle Analoga Verwendung finden (409). 
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1.2.1.1 Die Erkennung der 5’ und 3’ Spleißstellen 
 

Die Assemblierung des Spleißosoms beginnt mit der Bildung des sogenannten  

E-Komplexes (294). Dieser in der Hefe Saccharomyces cerevisiae zuerst aufgereing-

te Komplex wird dort als „commitment complex“, in Säugern als „early“-Komplex be-

zeichnet (294,295).  

Der initiale Schritt bei der Assemblierung des Spließosoms ist die Bindung des U1 

snRNPs an die 5’ Spleißstelle. Hierbei wird durch Basenpaarung des einzelsträngi-

gen 5’-Endes der U1 snRNA mit den 11 Nukleotiden des Spleißdonors ein RNA-

Duplex ausgebildet (145,214,306,461). Dieser wird unter anderem durch die weiteren 

Proteinkomponenten des U1 snRNPs stabilisiert (121). 

Zur Erkennung der 3’-Spleißstelle bindet zunächst der Spleißfaktor SF1/mBBP (Spli-

ce factor 1/ mammalian branch point binding protein) an die BPS (14,29,30) und  

rekrutiert duch kooperative Bindung die 65 kDa-Untereinheit des U2AF-Proteins („U2 

auxiliary factor) an den Polypyrimidintrakt (22,29,369). Die Bindung der kleineren Un-

tereinheit U2AF35 an die 3’ Spleißstelle kann die Bindung von U2AF65 und SF1/BBp 

weiter stabilisieren (176). Obwohl das U2 snRNP erst im A-Komplex an die RNA-

bindet, liegt es gekoppelt an das SF1/BBP schon im E-Komplex vor (190). 

 

 

 

___________________________________________________________________ 
Abb. 3: Spleißosomassemblierung (modifiziert nach 1,217,274,304,343,388,407,441). Die Assemb-
lierung des Spleißosoms beginnt mit der Bildung des E-Komplexes. SR-Proteine und Proteine des U1 
snRNP-Komplexes vermitteln die Bindung der U1 snRNA an den Spleißdonor. Die Bindung des 
Spleißfaktors SF1/mBBP an die Verzweigungssequenz sowie die des Heterodimers U2AF65/35 an 
die Polypyrimidinsequenz und an das AG-Dinukleotid führen zur Erkennung der 3’ Spleißstelle. Das 
U2 snRNP ist schwach mit dem E-Komplex assoziiert. SC35 vermittelt eine Interaktion zwischen dem 
U1 snRNP und der kleinen Untereinheit von U2AF, FBP11 ist der Interaktionspartner zwischen dem 
U1snRNP und dem SF1. Durch die Verdrängung von SF1/mBBP mittels U2 snRNP geht der Komplex 
in den A-Komplex über. Der inaktive B1-Komplex entsteht mit dem Eintritt des tri-snRNPs U4/U6.U5. 
Umlagerungen der RNA:RNA Hybride bewirkt die Verdrängung der U1 snRNA von der 5’ Spleißstelle 
durch die U6 snRNA. Nachdem die U1 und die U4 snRNA das Spleißosom verlassen haben (B2) fin-
den die beiden Transesterreaktionen statt (Komplex C1 bzw. C2). Die Exons werden miteinander ver-
knüpft (Komplex C2) und das Intron-Lariat wird abgebaut (I). Die U snRNPs stehen für den nächsten 
Spleißzyklus zur Verfügung. Zum Zeitpunkt der Lariatbildung tritt das Upf 3 in den Spleißkomplex ein, 
ein Protein das zum Nonsense mediated decay (NMD) gezählt wird. Mit der zweiten katalytischen 
Umlagerung werden das Heterodimer Y14:Magoh und TAP angelagert, welches für die RNA-
Lokalisation von Bedeutung ist, ebenso wie das schon früh beim Spleißosomenassambly vorhandene 
Protein Aly/REF. Die letztgenannten Proteine bilden den Exon-Junction-Complex (EJC). Im Cytoplas-
ma dissoziieren die Transport-Proteine, während die Proteine des NMD bis zur ersten Runde der 
Translation an der RNA verbleiben. 
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Neben der Verbindung zum Spleißakzeptor bildet SF1/BBP auch eine Verbindung 

zum Spleißdonor aus. Es konnte eine Bindung an das Protein FBP11 nachgewiesen 

werden, welches wiederum mit dem U1 snRNP wechselwirkt (221). So entsteht  

bereits in diesem frühen Stadium der Assemblierung ein Kontakt zwischen dem 

Spleißdonor, der BPS und dem Spleißakzeptor. Unterstützt wird die Verbindung der 

beiden Spleißstellen durch einen weiteren Kontakt, der durch SR-Proteine hergestellt 

wird speziell des U1-70K und des U2AF (441). 

Die Umwandlung des Spleißosoms zum A-Komplex geht mit der ATP-abhängigen 

Verdrängung des SF1/BBP durch das U2 snRNP einher (25,220,304,389). Ähnlich 

wie bei der U1 snRNA-Bindung lässt auch hier die Degeneration der Konsensus- 

sequenz in Metazoen bereits erkennen, dass die Bindung des U2 snRNPs durch 

Proteinfaktoren unterstützt wird. Hierbei handelt es sich um die essentiellen Spleiß-

faktoren SF3a und SF3b, die sowohl die 5’-, als auch die 3’-Sequenz und auch das 

Verzweigungsnukleotid selbst binden (164,236,438). Biochemische und massen-

spektroskopische Analysen verschiedener nativer A-Komplexe zeigten ein  

prä-Spleißosom auf, welches aus mehr als 70 Proteinen bestand (430). Neben den 

erwarteten Proteinen, wie snRNPs und deren assoziierte Faktoren und nicht snRNP-

Spleißfaktoren, wurden auch Proteine aufgereinigt, die keine Funktion beim Spleißen 

ausüben. Hierzu gehören beispielsweise Export-Faktoren wie Aly und HuR, aber 

auch RNA-Helicasen wie DDX9 und p68 (151,265,459). 

 

1.2.1.2 Der Eintritt des U4/U6*U5 tri-snRNPs und die Transester-Reaktionen 
 

Der Eintritt des U4/U6*U5 tri-snRNPs kennzeichnet den Übergang zum B-Komplex. 

Er enthält alle für das Spleißen notwendigen Komponenten, ist jedoch noch spleiß- 

inaktiv (45). Die Aktivierung des Spleißosoms erfolgt durch Umlagerung von 

RNA/RNA-Bindungen zwischen der U4 und der U6 snRNA. Im Folgenden bindet die 

U6 snRNA an die 5’-Spleißstelle und verdrängt das U1 snRNP aus dem Spleißosom. 

Das Lösen bestehender RNA-Duplexe erfolgt durch ATP-abhängige DExD/DExH 

(Asp-Glu-X-Asp/His)-box Helicasen (179,437). In der Hefe Saccharomyces cerevi- 

siae konnte gezeigt werden, dass zum Beispiel Prp28, ein Homolog zur U5-snRNP 

assoziierten U5-100 kDa Helicase, an der Ablösung der U1 beteiligt ist, indem es ein 

U1 snRNP-assoziiertes Protein verdrängt (83,390). 
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Neben der Interaktion mit der 5’-Spleißstelle sind auch Wechselwirkungen des U6 

snRNPs mit der U2 snRNA beschrieben, die anscheinend das katalytische Zentrum 

des Spleißosoms bilden (276,418). 

Im C-Komplex erfolgen abschließend die Transveresterungen, die unter ATP-

Hydrolyse zur Verknüpfung der Exons und Freisetzung des Lariats führen (310,389). 

Eine wichtige Rolle scheint hierbei dem U5 snRNP zuzukommen. Durch eine Inter- 

aktion mit dem 5’ Exon stellt es eine räumliche Nähe zum 3’ Exon her und übt  

vermutlich auch bei der Ligation der beiden Exons eine Funktion aus (322,326). 

 

1.2.1.3 Der nukleocytoplasmatische Export 
 

Da bei den Eukaryonten, im Gegensatz zu den Prokaryonten, die RNA-Sythese in 

einem anderen Kompartiment als die Proteinsynthese lokalisiert ist, müssen erstere 

permanent Makromoleküle zwischen Kern und Cytoplasma transportieren. Dies er-

folgt durch den Kernporen-Komplex (NPC), welcher mit einer Größe von 125 MDa 

und 50 bis 80 unterschiedlichen Proteinen als wässriger Kanal die Kernmembran 

durchdringt. Der aktive Transport wird durch Signale der zu transportierenden Sub-

strate (NES, NLS) direkt oder durch Adaptor-Proteine an die Transportrezeptoren 

vermittelt. Je nach Substrat werden unterschiedliche Kern-Export-Wege unterschie-

den, die jedoch zum Teil identische Komponenten verwenden können (105). So wer-

den z. B. U snRNAs, ein Teil der 5S rRNAs und auch die späten HIV-RNAs durch 

den Export-Rezeptor CRM1 exportiert, wobei der interagierende Export-Faktor  

jeweils unterschiedlich ist. Das HI-Virus codiert für den Export-Faktor Rev, die 5S 

rRNAs verwenden den schon an der Transkription beteiligten Transkriptionsfaktor 

IIIA (TFIIIA). Für die U snRNAs ist der Export-Faktor nicht bekannt, es wird jedoch 

angenommen, dass eine Wechselwirkung des NES-tragenden Adapters zum CAP-

binding-complex (CBC) aufgebaut wird (105). 

Die stark posttranskriptional veränderten t-RNAs werden im Gegensatz zu den ande-

ren Substraten, direkt von einem Export-Rezeptor gebunden. Das humane Homolog 

Exp-t, des zuerst in S. cerevisiae identifizierten Proteins Los1 (192), bindet aus-

schließlich reife t-RNAs und verläßt als Komplex den Kern.  

Am wenigsten ist über den Export der 28S, 18S und 5,8S rRNAs bekannt. Während 

die 28S und die 5,8S rRNAs in einem komplexen Vorgang mit 50 ribosomalen Prote-

inen die 60S-Untereinheit des Ribosoms ausbilden, assembliert die 18S rRNA mit 33 

13 



Einleitung   

Proteinen zur 40S Untereinheit. In Hefen konnte bereits gezeigt werden, dass diese 

Komplexe in Abhängigkeit von der Ran-GTPase exportiert werden. Allerdings ist un-

klar, welche weiteren Faktoren von Bedeutung sind. Da alle bisher beschriebenen 

Transportwege Export-Rezeptoren der Importin-ß/Karyopherin ß1-Familie verwen-

den, ist die Nutzung eines solchen in diesem Transportweg ebenfalls wahrscheinlich.  

Die Rezeptoren dieser Familie können sowohl mit dem Substrat (C-terminale  

Domäne), als auch mit Komponenten des NPCs und der GTPase Ran (N-terminale 

Domäne) interagieren. Letztere ist für die Richtungsabhängigkeit von Kernimport und  

-export von Bedeutung. Während im Cytoplasma die GTP-ase Aktivität (Ran-specific 

GTPase-activating protein) überwiegt, erfolgt im Kern der Austausch des gebunde-

nen GDP gegen GTP (Ran-specific guanine nucleotide exchange factor).  

 

Der Export von mRNAs erfolgt in Metazoen hauptsächlich über den TAP/NXF1:p15-

abhängigen Transportweg als Ribonukleoprotein-Komplexe (mRNP). Hierzu wird das 

Protein UAP56 (in S.cer.: Sub2) benötigt, welches den Faktor Aly/Ref (in S.cer.: Y-

ra1) an die mRNA rekrutiert (154,208,271), der wiederum mit dem Heterodimer 

TAP/NXF1:p15 (in S.cer.: Mex67/Mtr2) interagiert. Das letztgenannte Protein ist der 

eigentliche Export-Rezeptor, da es mit dem NPC wechselwirken kann 

(224,254,349,396,459). Die beschriebenen Proteine gehören als assoziierte Fakto-

ren zum Exon-Junction-Komplex (EJC), der sich spleißabhängig 20-24 Nukleotide  

5’-wärts der Exon-Exon-Grenze assembliert (255,256,455). Als weitere nukleär  

assoziierende Proteine sind der Spleißkoaktivator SRm160, der alterantive Spleiß-

faktor pinin und das Upf3b, welches zum Nonsense-mediated-decay (NMD) gehört, 

nachgewiesen worden (218,224,253-255,262,271,397). Diese Proteine dissoziieren 

größtenteils während oder kurz nach dem Export, spätestens aber nach der ersten 

Translation der mRNA (253,254). Das Upf2-Protein, welches ebenso wie das Upf3, 

als essentieller Faktor des NMDs charakterisiert wurde, bindet erst im  

Cytoplasma an den Komplex (154,224). 

Zu den wenigen „Kern“-Proteinen des EJC werden neben Aly/Ref das Heterodimer 

Y14:Magoh und das eIF4AIII-Protein gezählt. Der Translations-Initiation-Faktor 

eIF4AIII gehört zu den DEAD-box-Helikasen und kann zwischen Kern und Cytoplas-

ma pendeln. Eine große Bedeutung kommt ihm im Kern wahrscheinlich als soge-

nannter „anchoring factor“ zu, also einem der Proteine, die aufgrund ihrer RNA-

bindenden Eigenschaften die Plattform zur Assemblierung des EJC bilden (372). 

14 



  Einleitung 

Dreyfuss konnte in vitro die Interaktion mit Y14:Magoh und die Bindung an die RNA 

an der Position des EJC zeigen, sowie durch die Verwendung von anti-eIF4AIII-

Antikörpern oder RNAi Störungen des EJC-Aufbaus nachweisen (372). Zur Zeit ge-

hört das Y14:Magoh zu den am besten charakterisierten Komponenten des EJCs. 

Das Heterodimer kann bereits in den Spleißsosomen nachgewiesen werden (211), 

die den ersten katalytischen Schritt abgeschlossen haben, eine Assoziation mit der 

RNA findet aber erst nach der zweiten Transester-Reaktion statt (218,225,253,254). 

Beide Proteine sind sowohl durch ihre Funktion beim NMD, als auch bei der mRNA-

Lokalisation charakterisiert (407). 

 

Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Effizienz des RNA Exportes erheb-

lich von der RNA-Prozessierung abhängt. So konnte nachgewiesen werden, dass 

sowohl das Cappen, als auch die Polyadenylierung den Export (124,180,206)  

fördern, das Spleißen aber den stärksten Effekt bewirkt (173,178). Dieser Wirkung 

geht wahrscheinlich unter anderem auf Proteine zurück, die an cis-regulatorischen 

Sequenzen gebunden sind und neben der Beeinflussung des Spleißens weitere 

spleißunabhängige Funktionen besitzten. Beispiele hierfür sind SR- und hnRNP-

Proteine, die im Abschnitt 1.3 detaillierter beschrieben werden. Die hauptsächlich 

spleißfördernden SR-Proteine binden im hyperphosphorylierten Zustand an die 

mRNA und werden während des Spleißens dephosphoryliert. Bisher wurde davon 

ausgegangen, dass dies zu einer Verringerung der Bindeaffinität und zur Lösung der 

SR-Proteine von der mRNA führt. Neuere Ergebnisse lassen jedoch auf eine zusätz-

liche Funktion beim Export schließen. So konnte Steitz (193) zeigen, dass die  

hypophosphorylierten Formen von ASF/SF2 und 9G8 sowohl in vitro, als auch in vivo 

eine stark erhöhte Affinität zum TAP/NXF1:p15 aufweisen. Erst im Cytoplasma 

kommt es zu einer erneuten Phosphorylierung, die zur Trennung der SR-Proteine 

vom TAP/NXF1:p15 und der mRNA und im Folgenden zum Re-Import der SR-

Proteine führt (242). 

Neben den SR-Proteinen regulieren auch Proteine der hnRNP-Familien das Splei-

ßen und den RNA-Export. So konnte z. B. für die Proteine hnRNP A1 und K gezeigt 

werden, dass sie an die RNA gebunden ins Cytoplasma gelangen und sich erst dort 

lösen, um wieder in den Kern re-importiert zu werden (202,285). 
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1.3 Spleißregulierende Sequenzen und trans-wirkende Faktoren 
 

Neben den oben beschriebenen Spleißstellensequenzen können weitere cis-

wirkende Elemente innerhalb der Exons oder des Introns die Spleißeffizienz modulie-

ren und die Auswahl alternativer Spleißstellen beeinflussen. Hierbei können spleiß-

fördernde ESEs oder ISEs (exonic/intronic splicing enhancer;101,187,301,403) von 

spleißinhibierenden ESS und ISS (exonic/intronic splicing silencer;32,75,159,215) 

Sequenzen unterschieden werden. Bei den trans-wirkenden Faktoren handelt es sich 

häufig um nicht-snRNP Spleißfaktoren aus den Familien der SR- oder hnRNP-

Proteinen (383). Dabei zeigen SR-Proteine bevorzugt eine spleißfördernde Wirkung 

(42,165,166,400), während die Bindung von hnRNP-Proteinen meistens zu einer  

Inhibition des Spleißens führt (32,64,80,460). Innerhalb beider Proteinfamilien gibt es 

jedoch auch Ausnahmen (65,169,215,237,318). 

 

1.3.1 Die SR-Proteinfamilie und SR-ähnliche Proteine 
 

SR-Proteine (Ser-Arg-Proteine) bilden eine Familie hochkonservierter, mit dem 

Spleißen von RNA-Polymerase II-Transkripten assoziierter Proteine. Sie enthalten  

N-terminal ein oder zwei RNA-Bindedomänen (RRM) und C-terminal die namensge-

bende Arginin- und Serin-reiche Domäne (RS-Domäne). Die meisten Mitglieder die-

ser Familie wurden durch Verwendung des monoklonalen Antikörper mAb104 identi-

fiziert, der spezifisch phosphorylierte Epitope der RS-Domäne detektiert. 

Mitglieder wurden in allen bisher untersuchten Metazoen und Pflanzen identifiziert 

(160,252,267,268). Bei den Pilzen gibt es klassentypische Unterschiede. So konnten 

SR-Protein-Homologe in Schizosaccharomyces pombe, jedoch nicht in Saccharomy-

ces cerevisiae nachgewiesen werden (171,272,404). In Säugern werden 10 Proteine 

zu den sogenannten klassischen SR-Proteinen gezählt (165,450), wobei im Verlauf 

weiterer Untersuchungen neue Proteine mit einem vergleichbaren Aufbau und ähnli-

cher Funktion identifiziert wurden (23,373).  

Die RS-Domäne der SR-Proteine vermittelt die Interaktion mit anderen RS-

Domänen-tragenden Proteinen, die als SR-ähnliche Proteine (SRrps;43) bezeichent 

werden. Hiezu gehören unter anderem snRNP-Komponenten (U1-70k und U5-100k), 

Spleißregulatoren (die Tra-Familie), Spleißkoaktivatoren (SRm160/300), RNA-

Helikasen (hPRP16) und Proteinkinasen (Clk/Sty). Untersuchungen von Xiao und 
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Abb. 4: Übersicht über den Aufbau einiger spleißregulierender Proteine. A: Klassische SR-
Proteine (165); B: Beispiele für SR-ähnliche Proteine (165); C: Einige Proteine der hnRNP-Familie: 
hnRNP A/B: 33,64,198,303; Auf1: 338;PTB: 331;hnRNP U: 111;RS: Arginin/Serin-reiche Domänen; 
RRM: RNA-Recognition Motif; RRMH: RRM Homology; Z: Zinc knuckle; RGG: Arginin-Glycin Box; M9: 
Protein M9 target site (Import- und Exportsignal); var.: Durch alternatives Spleißen variable Region; Q: 
Glutaminreiche Region; acidic: Region saurer AS. 
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Manley (444) zeigten, dass obwohl RS-Domänen generelle Interaktionsdomänen 

sind, bestimmte Protein-Wechselwirkungen spezielle Anforderungen an die Sequenz 

stellen. Aufgrund des modularen Aufbaus der SR-Proteine konnte durch Austausch-

experimente bezüglich der RS-Domäne gezeigt werden, dass die Funktionalität mit 

dem Auftreten von RSRS-Tetrapeptiden korreliert (168,442). 

Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass die Serinreste innerhalb der RS-

Domäne vielfach phosphoryliert werden können (298). In vitro wurden drei Kinase-

Familien identifiziert, die hierzu in der Lage sind: die SR-Protein-Kinase-Familie 

(SRPK 1+2), die Clk/Sty-Familie und die DNA-Topoisomerasen 

(98,175,230,320,354,426). Der Phosphorylierungszustand beeinflusst sowohl die 

Aktivität der SR-Proteine (426,445) als auch deren subzelluläre Lokalisation 

(99,300,426,448). 

Die Bindung der SR-Proteine an die prä-mRNA erfolgt sequenzspezifisch durch die 

RRMs. Mit einer Länge von 80 AS wird eine dreidimensionale Struktur gebildet, die 

aus vier antiparallelen ß-Faltblättern besteht, welche wiederum von α-Helices flan-

kiert werden. Die Kontakte zur RNA erfolgen über Stapel-Wechselwirkungen (313). 

Obwohl die einzelnen SR-Proteine deutlich unterschiedliche Bindungseigenschaften 

besitzten, erscheinen die Konsensussequenzen stark degeneriert. In einigen Fällen 

können beschriebene Bindungsstellen von mehreren SR-Proteinen erkannt werden 

(264,399). Diese Unterschiede in der Spezifität könnten damit zusammenhängen, 

dass SR-Proteine sowohl redundante als auch spezifische Funktionen innerhalb des 

Spleißprozesses ausüben.  

SR-Proteine akkumulieren überwiegend in nukleären Strukturen, die als „speckles“ 

oder auch Spleißfaktor-Kompartimente (SFCs) bezeichnet werden. Es wird ange-

nommen, dass es sich hierbei um Vorrats- und Recycling-Orte handelt. Obwohl die 

SR-Proteine ein Kernlokalisationssignal besitzten, wird die subnukleäre Lokalisation 

durch die Phosphorylierung bestimmt (59). So konnten sowohl Duncan (122) als 

auch Wang (426) zeigten, dass eine verstärkte Phosphorylierung zur Freisetzung der 

Proteine ins Nukleoplasma führt, wodurch sie zu den Orten der Transkription gelan-

gen können. Die Lösung des Spleißkomplexes von der prozessierten RNA setzt die 

Dephosphorylierung der SR-Proteine voraus. Diese gelangen nun entweder wieder 

in die „speckles“ oder werden zusammen mit der RNA ins Cytoplasma exportiert. 

Letztere Eigenschaft besitzten nur die SR-Proteine mit einem NES (nuclear export 

signal), wie z. B. ASF/SF2 und 9G8. Für diese beiden Proteine konnten auch Funkti-
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onen unabhängig vom Spleißen beschrieben werden. So zeigte Caceres (358) eine 

Erhöhung der Translationseffizienz durch ASF/SF2 im Cytoplasma und Steitz (193) 

und Tarn (244) eine direkte Verbindung von beiden Proteinen zum Export.  

Der Import der cytoplasmatischen SR-Proteine erfolgt wiederum abhängig vom 

Phosphrylierungszustand über zwei spezifische Import-Rezeptoren: Transportin 1 

und 2 (TRN-SR1+2). Beide sind alternativ gespleißte Genprodukte und weisen eine 

Homologie zur Importin-beta/Transportin-Familie auf (216,242,243). 

 

Zu den wahrscheinlich am besten charakterisierten Funktionen der SR-Proteine  

gehört die Erkennung der Spleißstellen und die Rekrutierung von Spleißfaktoren an 

die prä-mRNA (165). So zeigten die Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen eine 

Stabilisierung der U1 snRNA-Bindung an die 5’ Spleißstelle in Anwesenheit von SR-

Proteinen (62,205,229,335), wobei in vitro eine starke Erhöhung der Konzentration 

sogar zu einer U1 snRNP-Unabhängigkeit des Spleißens führen kann (104,270). Im 

ersten Fall scheint die Aktivierung der 5’ Spleißstelle über die direkte Bindung des 

SR-Proteins an die Spleißstelle und der Wechselwirkung mit den U1-spezifischen 

Proteinen U1-70K zu erfolgen (61,229,444), während die Umgehung der U1 snRNP-

Bindung aus der direkten Rekrutierung des U6 snRNP resultiert (408). Dies korreliert 

mit Ergebnissen, dass SR-Proteine zu einem späteren Zeitpunkt der Spleißsosomen-

Assemblierung für die Anlagerung des U4/U6*U5 tri-snRNPs eine Rolle spielen 

(353). 

Die Erkennung der 3’ Spleißstelle durch ESE-gebundene SR-Proteine erfolgt entwe-

der durch die Rekrutierung des U2AF65/35 Heterodimers (170,431,464) oder durch 

eine direkte Interaktion mit dem Branchpoint (167,371). 

Neben der unterstützenden Rolle bei der Definition der Spleißstellen, sind SR-

Proteine auch an der Definition der Intron- und Exonsequenzen beteiligt. Unterschie-

den werden hier das „Intron-“ und das „Exon-Definitions-Modell“. Kennzeichnend für 

beide Modelle ist die jeweilige Sequenz, die von den beiden betrachteten Spleißstel-

len flankiert wird: das Intron oder das Exon (28,347,351,402). In Genen mit erheblich 

längeren Intron- als Exonsequenzen, wird das Exon-Defnitions-Modell als das wahr-

scheinlichere angenommen. Die SR-Proteine vermitteln hierbei die Interaktion zwi-

schen U2AF35 an der 3’ Spleißstelle und dem U1-70K an der 5’ Spleißstelle (342). 

Die Definition von Intronsequenzen erfolgt entweder wie bei der Exondefinition direkt 

durch die SR-Proteine oder in Kombination mit dem SRm160/300-Komplex. Beide 
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SRm-Proteine besitzten zwei RS-Domänen, jedoch kein RNA-Erkennungsmotiv. Es 

konnte gezeigt werden, dass sie sowohl mit dem U1 snRNP, als auch mit den SR-

Proteinen interagieren und durch gebundenes U2 snRNP stabilisiert werden 

(126,147,165). 
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Abb. 5: SR- und SR-ähnliche Proteine sowie hnRNP-Proteine regulieren die Erkennung von 
Spleißstellen und die Definition von Intron- und Exonsequenzen (modifiziert nach 42,165,343). Im 
E-Komplex wird durch die Interaktion von SR-Proteinen (z.B. ASF/SF2) mit der SR-Domäne von U1-
70K das U1 snRNP an die 5‘-Spleißstelle rekrutiert [1]. SR-Proteine können außerdem mit der SR-
Domäne von U2AF35 interagieren [2], was die Assoziation von U2AF35, 65 und SF1/mBBP an die 3‘-
Spleißstelle und die Verzweigungssequenz fördert und die Voraussetzung für die Anlagerung des U2 
snRNPs im A-Komplex ist. In internen Exons bilden SR-Proteine nach dem Exon-Definitions-Modell 
(28) eine exonübergreifende Interaktion zwischen der 3‘- und 5‘-Spleißstelle [3]. Hinweise gibt es auch 
auf die Überbrückung von Introns [4] durch die Interaktion zwischen U2AF35 und U1-70K über SR-
Proteine (U2AF recruitment model,SC35) oder durch die Interaktion des SR-ähnlichen Proteins 
SRm160/300 mit SR-Proteinen an Spleißdonor, Spleißakzeptor und U2 snRNP (Coactivator model) 
(165). Zu einer negativen Regulation der Spleißstellenerkennung tragen die hnRNP-Proteine bei. Die 
Bindungsstellen können zum Einen im Intron (ISS) liegen [5] und mit der Bindung von U2AF65 an den 
PPT konkurrieren (405), zum größeren Teil liegen die Silencer jedoch innerhalb der Exonsequenz und 
unterbinden die Anlagerung des U2 snRNPs [7] (109) oder des U2AF-Komplexes [6] (118,377). Auch 
der downstream liegende Spleißdonor kann durch die Anwesenheit eines Silencers negativ beein-
flusst werden [8] (109,129). 
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SR-Proteine sind nicht nur in konstitutiven Spleißprozessen involviert, sondern  

dienen auch der Regulation alternativen Spleißens. Durch die Bindung von SR-

Proteinen an ISEs oder ESEs, kann eine schwache Spleißstelle aktiviert und das  

Exon eingeschlossen werden. Da die Aktivität bzw. die nukleäre Lokalisation der SR-

Proteine durch deren Phosphorylierung moduliert wird, ist eine zelltyp- oder zellzyk-

lusspezifische Regulation der Menge an aktiven SR-Proteinen möglich (156,299).  

Die Gruppe um Screaton konnte zeigen, dass abhängig von der relativen Expression 

verschiedener SR-Proteinen dasselbe Exon eingeschlossen oder geskippt werden 

kann (411). 

Eine weitere Möglichkeit der Regulation bieten antagonisierende Proteine. So konnte 

mehrfach gezeigt werden, dass einer positiven Regulation der SR-Proteine ASF/SF2 

oder SC35 durch die Bindung von hnRNP A1 entgegengewirkt werden kann 

(129,182,286,287,449). 

 

1.3.2 Die hnRNP-Proteinfamilie 
 

Heterogene nukleäre Ribonukleoproteine (hnRNPs) wurden zunächst als Chromatin-

assoziierte RNA-Bindeproteine beschrieben, die kotranskriptionell naszierende 

Transkripte binden. Hierbei wird die RNA in 700 Nukleotide umfassende, nukleoso-

men-ähnliche Strukturen verpackt (26,120). Inzwischen sind weitere regulatorische 

Funktionen der Proteine bekannt. So beeinflussen sie neben der Transkription, dem 

Transport und der Translation der RNA auch das Spleißen und die RNA-Stabilität 

(237). Die mittlerweile mehr als 30 Mitglieder umfassende hnRNP-Familie splittet sich 

weiterhin durch mehrere Isoformen verschiedener Mitglieder auf, die durch alternati-

ves Spleißen und posttranslationelle Modifikationen unterschiedliche Funktionen 

ausüben. Allen gemeinsam ist der modulare Aufbau aus einer oder mehreren RNA-

Bindedomänen (RBD - RNA-binding-domain; RGG – Arg/Gly-rich box; KH – hnRNP 

K homology domain-typ) und einer häufig Glycin-reichen Domäne zur Protein-

Interaktion (237,375). Im Folgenden werden einige hnRNP-Proteinfamilien beschrei-

ben, für die unter anderem ein Einfluss auf das Spleißen oder die RNA-Stabilität 

nachgewiesen wurde. 

 

Neben der Einteilung der Familien in strukturell ähnliche Gruppen, kann auch eine 

Einordnung nach Funktion oder Bindesequenz erfolgen. Die hnRNP-Familien A, D 
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und E unterscheiden sich sowohl im strukturellen Aufbau, als auch in ihrer Funktion, 

besitzten jedoch überraschenderweise eine nahezu identische Bindungsstelle. Die 

Sequenz TTAGGG wurde zuerst in den humanen Telomeren Identifiziert und als 

DNA-Bindestelle mit eher geringer Affinität für diese drei Proteinfamilien charakteri-

siert (38,200). Als hochaffine Bindestelle gilt die RNA-Sequenz TTAGG, welche  

sowohl als Teil der 3’ Spleißstelle, als auch als Exon-Sequenz erkannt wird (200).  

Aufgrund der übereinstimmenden Bindesequenz, jedoch der unterschiedlichen Funk-

tionen der verschiedenen bindenden Proteine, ergibt sich eine große Anzahl von Re-

gulationsmöglichkeiten auf den unterschiedlichsten Ebenen der Expression. 

 

Die hnRNP A/B-Familie umfasst die vier Isoformen A1, A1b, A2 und B, welche beim 

Spleißen ähnliche und teilweise redundante Funktionen besitzten (33,64,198,303). 

Als strukturelle Gemeinsamkeit weisen alle N-terminal zwei RNA-Bindedomänen 

(RRM) und C-terminal eine Arginin-Glycin-reiche Region (RGG-Box) zur Interaktion 

mit anderen hnRNPs (70) und snRNPs (58) auf. Ebenfalls C-terminal befindet sich 

die M9-Region. Hierbei handelt es sich um ein nicht-kanonisches Kernlokalisations-

signal, welches für die haupsächliche Kernlokalisation des Proteins, aber auch für 

den nukleären Export essentiell ist (Abb. 4;201,202,293,315,316,381).  

HnRNP A1 ist einer der Hauptfaktoren der negativen Regulation alternativer Spleiß-

ereignisse. So konnte in Bezug auf den Spleißdonor gezeigt werden, dass die  

Bindung von hnRNP A1 die Nutzung der distalen 5’ Spleißstelle (ausgehend von der 

hnRNP A1 Bindungsstelle) stimuliert, indem die Bindung des U1 snRNPs an der  

proximalen Spleißstelle durch eine Konkurrenzreaktion reduziert wird (129), ohne 

jedoch die distale Bindungsstelle zu beeinflussen (75,109,198,287,288). Für den 

Spleißakzeptor konnte ebenfalls eine verringerte Nutzung der proximalen Spleißstel-

le nachgewiesen werden (20). Auch hier führte die Interaktion des hnRNP A1-

Proteins mit der RNA zur direkten Verdrängung anderer Faktoren des Spleißosoms: 

so haben beispielsweise Untersuchungen an Silencern des HIV-1 gezeigt, dass  

sowohl das U2AF65 vom Polypyrimidintrakt (118,377), als auch das U2 snRNP vom 

Branchpoint (109) ferngehalten werden können. Eine wichtige Voraussetzung hierfür 

ist die Multimerisierung der hnRNP A1-Proteine. Ausgehend von den meist mehrfach 

vorhandenen Bindungsstellen kommt es zu einer kooperativen Bindung von Molekü-

len, die größere Bereiche der RNA abdecken (109,198,460) und so in Konkurrenz zu 

anderen Spleißfaktoren stehen. 
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Die Multimerisierung ist jedoch nicht nur bei der Wahl alternativer Spleißstellen von 

Bedeutung, es konnte auch gezeigt werden, dass das alternative ein- oder aus-

schliessen von Exons durch hnRNP A1 reguliert wird. Befinden sich Bindungsstellen 

für hnRNP A1 in den zwei Introns, die ein Exon flankieren, so kann letzteres durch 

Interaktion der gebundenen Proteine ausgelooped werden. Die Spleißstellen des 

voranliegenden und folgenden Exons werden somit in eine „spleißbare“ Position  

gebracht (40,41,75,286). 

Bisher weniger gut untersucht sind die Effekte der Bindung von hnRNP A1 an desta-

bilisierende Elemente, wie sie von Black (36) und von Najera (314) nachgewiesen 

wurden. Letztere zeigten, dass der Rev-abhängige Kernexport davon abhängig ist, 

ob hnRNP A1 an das Instabilitätselement im p17 von HIV-1 bindet. Inwieweit ein Ef-

fekt auf die Stabilität auftrat, wurde hierbei allerdings nicht untersucht. 

 

HnRNP D gehört zur Proteingruppe, die 2xRBD und 1x RGG-Bindemotiv tragen und 

das durch alternatives Spleißen in mindestens vier Isoformen auftritt. Diese haben 

eine Größe von 37, 40, 42 und 45 kDa und entstehen durch den wahlweisen  

Einschluss des N-terminalen Exons 2 (p40, p45) und des C-terminalen Exons 7  

(p42, p45). Das bei den kleineren Isoformen vorhandene NLS (nuclear localisation 

signal) im C-Terminus wird durch den Einschluss des Exons 7 inaktiviert und durch 

ein NES (nuclear export signal) ersetzt. Damit besitzten je zwei Proteine ein Import- 

und Export-Signal. Durch Interaktionen und dadurch ausgelöste Konformationsände-

rungen sind alle vier Formen in der Lage zwischen Kern und Cytoplasma zu pendeln 

(251,359,423). 

Aus der beschriebenen Variabilität ergibt sich wahrscheinich die Vielfalt der Funktio-

nen. Eversole beschrieb einen Zusammenhang zwischen hnRNP D und der  

Aufrechterhaltung der Telomere (132), Laroia konnte einen Einfluss auf die Transla-

tionsinitiation nachweisen (249) und Ling eine Aktivierung der Transkription 

(148,410). Obwohl auch eine Stabilisierung der mRNA beschrieben wurde (223,447), 

ist die Destabilisierung von RNAs am besten untersucht (51,114,249,266). 

Neben der bereits oben beschriebenen TTAGGG-Bindungssequenz bindet hnRNP D 

auch hochaffin an AU-reiche Elemente (AREs) und führt Zelltyp-abhängig zu einer 

RNA Degradation. Widersprüchliche Befunde gibt es allerdings zum Einfluss der ver-

schiedenen hnRNP D Isoformen. Auf der einen Seite konnte gezeigt werden, dass 

nur die Überexpression von p37 und p42 zur stärkeren RNA Degradation führt 
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(266,359), auf der anderen Seite wies Raineri durch RNAi-Experimente einen  

Einfluss lediglich von p40 und p45 nach (339). Die Ergebnisse weiterer Gruppen 

(360,447) führten bisher zu dem Ergebnis, dass wahrscheinlich die relativen Mengen 

der einzelnen stabilisierenden und destabilisierenden Proteine den Ausschlag geben. 

Für die beiden kleineren Isoformen konnte eine Kopplung an den Ubiquitin-

Proteasomen-Abbauweg nachgewiesen werden (250,439) und es wurde auch ein 

Zusammenhang mit dem RNA-Abbau durch das Exosom gezeigt (308). 

 

HnRNP I oder auch PTB (Polypyrimidine Tract Binding protein) wird in drei Isoformen 

exprimiert, ist stark konserviert und hat eine Größe von etwa 62 kDa. Alle Isoformen 

weisen ein N-terminales Kernlokalisationssignal (331) und vier RNA-

Erkennungsmotive auf (158). Das erste RRM dient zur Dimerisierung, der Bildung 

der aktiven Proteinform (331), das zweite RRM mit den flankierenden Sequenzen 

ermöglicht die Oligomerisierung (325,331). Mit dem dritten RRM wird die RNA  

gebunden und für das vierte RRM wird die Bindung eines Ko-Represssors diskutiert 

(424). Identifiziert wurde das Protein aufgrund seiner Affinität zu U-reichen Polypyri-

midin-Trakten verschiedener Introns. Die spleißinhibierende Wirkung des Proteins 

wurde zuerst von Mulligan am Beispiel des ß-Tropomyosingens nachgewiesen (309) 

und ist mit zahlreichen Beispielen aus Genen des α-Tropomyosins, c-src, α-actinin, 

fibronectin und anderen belegt (16,68,76,162,385). Im Gegensatz zu anderen Re-

pressoren bindet PTB fast ausschließlich im Intron. Sowohl in vitro-

Depletionsexperimente, als auch in vivo-Untersuchungen mittels RNAi haben  

gezeigt, dass die Verminderung der Proteinmenge zum verstärkten Einschluss eines 

Exons führt (79,89,425), während die Überexpression oder in vitro die Zugabe  

rekombinanten PTBs die Repression wieder herbeiführt. Obwohl PTB einen essen-

tiellen Beitrag zur Repression beisteuert, konnte jedoch auch gezeigt werden, dass 

die Repression nur in Abhängigkeit von Korepressoren wie hnRNP A1, oder „schwa-

chen“ Spleißstellen auftritt (68,76,113,155,172). 

Mechanistisch gibt es mehrere Möglichkeiten: Im einfachsten Fall überlappen die 

PTB-Bindugsstellen mit der Bindungsstelle für U2AF65 und die Inhibition wird durch 

eine Kompetition hervorgerufen (16,263,380,419). Da PTB ähnlich wie hnRNP A1 

multimerisieren kann, werden auch für dieses Protein die Möglichkeiten des „Ausloo-

pens“ eines Exons und die „Zone of Silencing“ diskutiert. Im ersten Fall befinden sich 

Proteinbinungsstellen in den flankierenden Introns des reprimierten Exons und die 
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daran gebundenen Proteine interagieren in der Art, dass eine Schlaufe entsteht, die 

eine Erkennung des Exons durch Komponenten des Spleißosoms unterbindet 

(89,325,331). Im zweiten Fall multimerisiert PTB entlang der RNA und maskiert das 

gesamte Exon (424). 

Ausser der negativen Regulation des Spleißens konnten für PTB auch weitere Funk-

tionen beschrieben werden. So wird die endonukleolytische Spaltung der RNA 3’-

wärts der poly(A)-site (305), die cytoplasmatische RNA-Lokalisation (100) und eine 

Cap-unabhängige Translation beeinflußt (197,212). 

 

Neben diesen intensiv untersuchten hnRNP-Proteinen, können auch noch für die 

Familien hnRNP C, G, H, (F), K, L und M spleißregulierende Eigenschaften ange-

nommen werden, wobei jedoch häufig nur einer oder wenige Fälle beschrieben sind. 

 

1.3.3 Identifizierung spleißregulierender Sequenzen 
 

Die Zusammenfassung experimentell ermittelter individueller Bindungssequenzen 

verschiedener spleißregulierender Proteine zu entsprechenden sogenannten  

Konsensussequenzen, führt gleichzeitig zu einer Einschränkung der Verlässlichkeit 

ihrer Vorhersagemöglichkeit. Beim klassischen SELEX (systematic evolution of  

ligands by exponential enrichment) wird eine Bibliothek kurzer DNA-Fragmente (z.B. 

20-25 Nt) zwischen bekannte Sequenzen eingefügt und mit dem zu untersuchenden 

rekombinanten Protein inkubiert (Abb 6Aa). Die RNA-Protein-Komplexe werden iso-

liert und die gewonnene RNA durch RT-PCR amplifiziert. Nach mehreren Wiederho-

lungen der Bindung und Isolierung kann eine hinreichend spezifische Bindungsse-

quenz gewonnen werden. Basierend auf dieser Methode wurden viele Bindestellen 

für z. B. SR-Proteine (73,399), die humanen Tra2-Homologe (401), PTB (330) und 

hnRNP A1 (55) nachgewiesen. Ein Nachteil dieser Methode ist allerdings, dass die 

unter diesen Bedingungen gefundene Sequenzen in vivo nicht funktionell sein  

müssen. Auch ist durch den Versuchsaufbau eine Über- oder Unterrepräsentierung 

spezifischer Motive möglich.  

Um eine bessere Korrelation zwischen Funktionalität und Proteinbindung herzustel-

len, wurde ein Versuchsaufbau mit einer in vitro transkribierten, spleißbaren Ein-

Intron-prä-RNA entwickelt (Abb. 6Ab).  
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Das zweite Exon enthält einen natürlichen Enhancer, der durch zufällige 20-25 Nt 

lange Sequenzen ersetzt wird. Der so entstandene Pool an RNAs wird in vitro 

gespleißt, wobei entweder ein S100-Extrakt oder ein depletierter NE-Extrakt unter 

Zugabe von rekombinantem Protein verwendet wird. Nach jeder Selektionsrunde 

werden die gespleißten Produkte aufgereinigt, amplifiziert und in den Ausgangsvek-

tor zurückkloniert. Nach 3-4 Runden kann mit dem Pool der Enhancer-Sequenzen 

eine Matrix erstellt werden, die in jeder zu untersuchenden RNA potentielle Protein-

bindestellen identifiziert. Auf diese Weise wurde unter anderem die Sequenzspezifität 

von ASF/SF2, SRp40, SC35 und SRp55 unter Spleißbedingugen untersucht (264). 

Obwohl die ermittelten Konsensussequenzen der beiden SELEX-Arten Ähnlichkeiten 

aufweisen, z. B. eine purinreiche Binderegion für ASF/SF2, gibt es signifikante  

Unterschiede, die wahrscheinlich versuchsbedingt sind. So wird durch ein typischer-

weise durchgeführtes Depletionsexperiment üblicherweise nicht nur ein Protein ge-

fällt und die Zugabe eines rekombinanten Proteins kann somit nicht die Funktion des 

ursprünglichen Gemisches von Proteinen wiederherstellen. Aufgrund der Ergebnisse 

dieses funktionellen SELEX-Experimentes konnte ein Algorithmus entwickelt werden, 

der innerhalb beliebiger RNA-Sequenzen potentielle SR-Bindemotive vorhersagt 

(http://rulai.cshl.edu/tools/ESE/;71,72). Ein SELEX-Versuchsaufbau zur Identifizie-

rung neuer cis-wirkender Sequenzen wurde ebenfalls von verschiedenen Arbeits-

gruppen entwickelt (101,362,415,440). Hierbei wird ein Zwei-Intron-Konstrukt ver-

wendet, bei dem das mittlere Exon schwache Spleißstellen enthält, die durch inse-

rierte 19 Nt-Sequenzen aktiviert werden sollen (Abb. 6Ac). Der Spleißprozess kann 

sowohl in vitro als auch in vivo durchgeführt werden. Aus dem gespleißten Produkt 

mit Einschluss des mittleren Exons können neue spleißmodulierende Sequenzen 

isoliert werden.  

 

 

 

___________________________________________________________________  
Abb. 6: Identifizierung potentieller Proteinbindestellen. A: SELEX-basierte Untersuchungen zur 
Identifizierung proteinbindender Sequenzen mit spleißfördernder Wirkung. a: Diagramm der Durchfüh-
rung des klassischen SELEX-Verfahrens zur Identifizierung von Proteinbindestellen. Eine Library kur-
zer DNA-Fragmente (20-25 Nt) wird zwischen bekannte Sequenzen kloniert und mit einem rekombi-
nanten Spleißfaktor inkubiert. Die RNA-Protein-Komplexe werden isoliert und die gewonnene RNA 
kann durch RT-PCR angereichert werden. Nach mehreren Wiederholungen kann eine hinreichend 
spezifische Bindesequenz gewonnen werden. b: In dieser Versuchsanordnung wurde zusätzlich die 
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Funktionalität der Proteinbindung untersucht. Ein natürlich auftretender Enhancer wird durch zufällige, 
20 Nukleotide lange Sequenzen ersetzt. Von dieser DNA werden Transkripte hergestellt, die in S100 
oder depletiertem NE unter Zugabe des zu untersuchenden rekombinanten Spleißfaktors in vitro 
gespleißt werden. Nach jeder Selektionsrunde werden die gespleißten Produkte aufgereinigt, amplifi-
ziert und wieder in den Ausgangsvektor zurückkloniert. Nach 3-4 Runden kann mit dem Pool der En-
hancer-Sequenzen eine Matrix erstellt werden, die in jeder zu untersuchenden RNA potentielle Prote-
inbindestellen identifiziert. c: Mit dieser dritten Anwendung können auch neue Enhancer-Sequenzen 
untersucht werden. In einem zwei Intron Konstrukt wird im mittleren Exon ein Teil der Sequenz ersetzt 
und mit diesen Vektoren werden Cervix-Karzinom-Zellen transfiziert. Aus dem gespleißten Produkt mit 
Einschluss des mittleren Exons können so neue enhancende Sequenzen isoliert werden (54). d: Eine 
noch stärkere Modifizierung stellt das dem Rescue-ESE zugrundeliegende SELEX-Verfahren dar. Das 
mittlere Exon enthält nur schwache Spleißstellen, die durch inserierte 19 Nukleotid-Sequenzen akti-
viert werden sollen. Diese inserierten Sequenzen wurden durch Computeranalysen ermittelt und stel-
len Hexamere dar, die mit einer signifikant höheren Frequenz in Exons mit Nicht-Konsensus-
Spleißstellen vorkommen, verglichen mit Introns und Exons mit starken Spleißstellen. Diese Durchfüh-
rung führte zur Identifizierung von 238 potentiellen ESE-Sequenzen. 
B: Proteinbindestellen von vier SR-Proteinen. Sie wurden mit Hilfe der unter 1.3.3 beschriebenen Me-
thode ermittelt und sind im Internet als Vorhersageprogramm potentieller Proteinbindestellen zu fin-
den: ESEfinder: (http://exon.cshl.org/ESE/). 
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Eine Modifikation des vorherigen SELEX-Aufbaus liegt dem Programm RESCUE-

ESE (http://genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese;135) zugrunde. Während der  

Versuchsaufbau identisch ist, wurden die potentiell spleißmodulierenden Sequenzen 

durch statistische Computeranalysen ermittelt. Es handelt sich um Hexamere, die mit 

einer signifikant höheren Frequenz in Exons mit Nicht-Konsensus-Spleißstellen  

vorkommen, verglichen mit Intron- und Exonsequenzen, die von starken Spleißstel-

len flankiert sind. Diese Durchführung führte zur Identifizierung von 238 potentiellen 

ESE-Sequenzen, ohne dabei eine Aussage über die trans-wirkenden Faktoren  

erlauben zu können. 

Weiter Entwicklungen beschäftigen sich mit der Punktmutationsanalyse innerhalb 

ganzer Exons im kompletten Gen-Kontext, wobei ebenfalls wieder über SELEX-

Verfahren, die regulierenden Sequenzen angereichert werden (379). 

 

1.3.4 Spleißregulierende Elemente im HIV-1 Genom 
 

Die Nutzung von Spleißstellen wird nicht nur durch die reine Spleißstellensequenz, 

sondern auch durch cis-regulatorische Sequenzen in deren Nachbarschaft bestimmt. 

Im HIV-Genom sind sowohl positiv als auch negativ wirkende Elemente beschrieben 

worden. Häufig treten beide in Kombination innerhalb eines Exons auf. So wird das 

Spleißen beider tat-Exons sowohl durch Silencer, als auch Enhancer reguliert. Im 

ersten Exon sind zwei Silencer (ESS2 und ESS2p) und ein Enhancer (ESE2) nach-

gewiesen worden (11,12,64,204,376), im zweiten Exon jeweils ein positiv und ein 

negativ regulierendes Element (ESS3 und ESE3;12,387) und ein weiteres im 

upstream liegenden Intron (ISS;406). Beide Enhancer binden ASF/SF2 und der flan-

kierende Silencer und das ISS bindet das anatgonistisch wirkende Protein hnRNP 

A1. ESS2p wird durch hnRNP H erkannt, welches je nach Kontext das  

Spleißen fördern oder inhibieren kann.  

Ein weiteres zweiteiliges Element wurde im Exon 6 lokalisiert (435). Dieses Exon 

wird nur in einigen HIV-Isolaten inseriert und codiert eine tev-mRNA, die Teile des 

tat- rev- und env-Leserahmens beinhaltet. Ein Einschluss dieses Exons, aufgrund 

einer natürlichen Punktmutation, führt zur Abnahme der genannten Transkripte, was 

zu einer erheblichen Reduktion der Virusreplikation führt (65,435). 

Für den Silencer im Exon 3 konnte eine hnRNP A1 Bindung nachgewiesen werden, 

die zu einer Reduktion des Exoneinschlusses führte (32). Im Rahmen der vorliegen-
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den Arbeit konnte aber unter anderem gezeigt werden, dass auch dieser Silencer in 

Kombination mit mindestens einem Enhancer vorliegt. 

Eine einzeln auftretende Enhancer-Sequenz konnten bisher nur im Exon 5 identifi-

ziert werden. Hierbei handelt es sich um einen bidirektionalen Spleißenhancer, der 

sowohl den Spleißdonor, als auch den Spleißakzeptor unterstützt und neben 

ASF/SF2 auch SRp40 bindet (63).  

 

 

 

 

bb. 7: Bekannte Silencer und Enhancer im HIV-1 Genom mit trans-wirkenden Faktoren. 
Lokalisation der einzelnen cis-regulatorischen Elemente im Kontext der ORFs (B) und der Spleiß-
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A: 
stellen (C) 
 
Exon 3: E
E
 ESE2 – SF2/ASF (11,64,3
Exon 5: Bidirektionaler Spleißenhancer – SF2/ASF und S
E ESS/ESE (65,435) 
Intron 5: ISS – hnRNP A1 (405) 
Exon 7: ESS3 – hnRNP A/B
 
ESS: Exon splicing silencer (blau); ESE: Exon splicing enh
(b
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1.4 Die Leaderexons 2 und 3 in den HIV-1 mRNAs 
 

ung der Spleißdonoren 2 

nd 3, sowie der zugehörigen Spleißakzeptoren 2 und 3 zu vier unterschiedlichen 

 

en Sequenzen als wahr-

 

.5 RNA-Stabilität 
 

NA destabilisierender Einfluss nachgewiesen wurde (238), 

oll im folgenden Abschnitt die Regulation der Genexpression durch verschiedene 

ente (ARE) zugeordnet werden. Sie wurden haupt- 

Beim Spleißen der HIV-1 mRNA führt die wahlweise Nutz

u

Leadersequenzen. Neben dem Einschluss eines Exons, können auch beide gleich-

zeitig oder keines von beiden inseriert werden. Hierbei gibt es erhebliche Unter-

schiede bezüglich des nächsten verwendeten Spleißakzeptors und der Replika-

tionsphase des Virus (Abb. 8;336). In der Klasse der 4 kb-Transkripte enthalten nur 

13% der mRNAs überhaupt ein Leaderexon, wobei in den tat-mRNAs die Insertion 

des Exons 2 und in den env-mRNAs die Insertion des Exons 3 bevorzugt auftritt. In 

der frühen Phase der Replikation ist die Einbaurate der Leaderexons erheblich  

höher. Während sie bei der rev-mRNA bei nur 20 % liegt, konnten in den nef-mRNAs 

42% und in den tat-mRNAs 53% Leaderexonseinschluss nachgewiesen werden. 

Ähnlich wie in der späten Phase der Replikation wird nur bei den tat-mRNAs der  

Exon 2-Einschluss bevorzugt. Ein Zusammenhang mit den regulierenden Elementen 

des SA4 (ESS2, ESS2p, ESE2) ist nicht auszuschliessen. 

Die Konservierung und die Häufigkeit des Auftretens in der frühen Replikationspha-

se, lässt eine regulatorische Funktion der nicht-kodierend

scheinlich erscheinen. Über ihre Funktion existieren jedoch widersprüchliche Befun-

de. Während Schwartz et al. keine relevanten Unterschiede bei der Expression 

beobachten konnten (365), zeigte Muesing einen Einfluss auf die Expression (307) 

und Lenz und Krummheuer wiesen wiederum einen Einfluss auf die nukleäre Stabili-

tät nach (258). 

 

1

Da für das Exon 3 ein R

s

destabilisierende Sequenzen und die nachfolgenden Schritte beim RNA Abbau  

beschrieben werden.  

Viele der bisher in der Literatur beschriebenen destabilisierenden Sequenzen können 

der Gruppe der AU-reichen Elem
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A
(3

bb. 8: Verteilung der Leaderexons innerhalb der 1,8 kb und 4 kb Klasse. Purcell und Mitarbeiter 
36) isolierten RNA aus HeLa, die mit HIV-1 NL4.3 infiziert worden waren. Im oberen Teil sind die 

üh exprimierten RNAs dargestellt im unteren Teil die spät exprimierten. Die erste Spalte deklariert 

Verteilung der Leader-Exons in der 1.8 kb Klasse

Ohne 2,3,23 2 3           2+3

Nef (56%) 54 % 42 % 11 %       24 % 7 %            57% aller Leader-RNAs 
enthalten nur das Exon 3

Rev (34%) 80 % 20 % 3 %       12 % 5 %            60% aller Leader-RNAs
enthalten nur das Exon 3

Tat1 (9%) 48 % 53 % 28 % 16 %      9 %             52% aller Leader-RNAs
enthalten nur das Exon 2

30,5%             7 %           37,5% der frühen RNAs
enthalten mindestens 
ein Leader-Exon

Verteilung der Leader-Exons in der 4 kb Klasse

Ohne 2,3,23 2           3             2+3

Tat2 (5%) 85 % 15 % 9 % 6 %          0 %        60% aller Leader-RNAs 
enthalten nur das Exon 2

Env (92%) 92 % 11 % 4 %       6 % 1 %        55% aller Leader-RNAs
enthalten nur das Exon 3

12,5%             0,5 %      13% der späten RNAs
enthalten mindestens 
ein Leader-Exon

Verteilung der Leader-Exons in der 1.8 kb Klasse

Ohne 2,3,23 2 3           2+3

Nef (56%) 54 % 42 % 11 %       24 % 7 %            57% aller Leader-RNAs 
enthalten nur das Exon 3

Rev (34%) 80 % 20 % 3 %       12 % 5 %            60% aller Leader-RNAs
enthalten nur das Exon 3

Tat1 (9%) 48 % 53 % 28 % 16 %      9 %             52% aller Leader-RNAs
enthalten nur das Exon 2

30,5%             7 %           37,5% der frühen RNAs
enthalten mindestens 
ein Leader-Exon

Verteilung der Leader-Exons in der 4 kb Klasse

Ohne 2,3,23 2           3             2+3

Tat2 (5%) 85 % 15 % 9 % 6 %          0 %        60% aller Leader-RNAs 
enthalten nur das Exon 2

Env (92%) 92 % 11 % 4 %       6 % 1 %        55% aller Leader-RNAs
enthalten nur das Exon 3

12,5%             0,5 %      13% der späten RNAs
enthalten mindestens 
ein Leader-Exon

fr
das jeweilige Protein, wobei in Klammern der Anteil an der Expression in der jeweiligen Phase ange-
geben ist. Die zweite Spalte zeigt in wie viel Prozent der Transkripte ein oder mehrere Leaderexons 
eingebaut werden, wobei die folgenden Spalten eine genauere Aufschlüsselung angeben. In der letz-
ten Spalte ist ein Kommentar zum statistischen Ergebnis aufgeführt. 
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sächlich in den 5’ und 3’ untranslatierten Regionen (UTRs) von Transkripten unter-

chiedlicher Proto-Onkogene, Zytokine und Wachstumsfaktoren identifiziert und  

(39,246), wahrscheinlich das KH-Typ Spleißregulations-Protein 

xosom aufgereinigt und ist daher dem 3’ – 5’ RNA-Abbau  

ente nachgewiesen 

e beispielsweise in den kodierenden Bereichen der lentiviralen Prote-

 

s

verkürzen die Halbwertszeit der Transkripte (374). Experimentell wurden drei ver-

schiedene Typen unterteilt: Typ I (c-fos-Typ) und Typ II (GM-CSF-Typ) sind sensitiv 

für Actinomycin D und besitzten das Sequenzmotiv AUUUA, Typ III (c-jun-Typ) be-

schreibt motivunabhängige, uracilreiche Elemente. Im Gegensatz zur Typ II-AREs 

werden Typ I und Typ III-AREs schon während der Deadenylierung degradiert 

(82,329,446).  

Zu den trans-wirkenden ARE-bindenden Proteinen zählen hnRNP D (AUF1;1.3.2), 

Tristetraprolin 

(KSRP;269) und HuR (49,273). Letzteres gehört zur einzigen Protein-Familie von der 

zur Zeit bekannt ist, dass sie AREs stabilisieren können. Antisense-Experimente 

zeigten einen eindeutigen Rückgang der Halbwertszeit AU-reicher mRNAs durch die 

Entfernung endogenen HuRs (260,339,350,429). Zum Schutz vor dem Abbau wird 

ein Mechanismus vermutet, bei dem HuR zum Einen mit der RNA interagiert und 

zum Anderen durch seine Wechselwirkung mit Transportin 2 die AU-reiche RNA ins 

Cytoplasma eskortiert. 

Die übrigen drei Proteine sind negative Regulatoren der Stabilität. KSRP wurde  

zusammen mit dem E

zuzuordnen (81), Tristetraprolin interagiert mit der poly(A)-RNase (PARN) und führt 

zur Deadenylierung der mRNA (50,245). Die Isoformen des hnRNP D sind sowohl 

mit dem Ubiquitin-Proteasomen-Netzwerk (250), als auch mit dem Exosom (308) 

verbunden und führen hierdurch zum schnellen Abbau der RNA. 

Neben dem destabilisierenden Einfluss auf posttranskriptioneller Ebene, konnte auch 

eine negative Regulation der Translation durch AU-reiche Elem

werden. Hierzu ist eine Bindung der Proteine TIA-1 (T-cell internal antigen-1) und 

TIAR (TIA-1-related protein), die eng verwandt mit dem HuR-Protein sind, Voraus-

setzung (333). 

Neben den kanonischen AREs gibt es noch weitere AU-reiche destabilisierende Se-

quenzen, wie si

ine gag (364), pol (363) und env (319,463) identifiziert wurden. Die selektive Erhö-

hung des GC-Gehaltes dieser sogenannten INS/CRS-Elemente im HIV-1 führten zur 

Stabilisierung der mRNAs (115,234,363,364). Als trans-wirkende Proteine dieser 

AU-reichen Sequenzen konnten bisher unter anderem PTB/hnRNP I, hnRNP A1, 
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PABP1 und PSF nachgewiesen werden (3,4,36,37,314,366,463). Die Relevanz  

dieser lentiviralen destabilisierenden Sequenzen liegt wahrscheinlich in der Entfer-

nung der nicht vollständig prozessierten RNAs aus dem Spleißweg. Die Markierung 

als instabile RNA ermöglicht den Zugang zu einem anderen Kern-Export-Weg. Im 

Falle von HIV-1 wird die Interaktion mit dem Rev-Protein und der Export über den 

CRM1/RanGTPase-Weg ermöglicht. Die im Cytoplasma angelangte RNA kann trans-

latiert werden. 

Eine weitere Möglichkeit der Destabilisierung stellen CA-Wiederholungen dar. Diese 

führen zu einer Markierung der direkt 5’-wärts gelegenen Sequenz als Spaltstelle für 

ruppen nicht zuzuordnen sind, jedoch in Ein-

rt SC35 lediglich das alternative Spleißen seiner eigenen 

A am 5’ Ende durch die Cap-Struktur 

eine Endonuklease. Während das 5’-gelegene Spaltprodukt stabil ist, wird der 3’  

Bereich degradiert. In den meisten Fällen wird die CA-Sequenzwiederholung von 

hnRNP L hochaffin gebunden und dadurch maskiert (195). Durch die Bindung von 

hnRNP L tritt eine zweite Funktion dieser Elemente auf. Abhängig von der Lage der 

CA-Wiederholungen zum proximalen Spleißdonor können sie als Enhancer oder  

Silencer beim Spleißen wirken (194). 

Durch neuere Untersuchungen werden immer wieder Proteinbindungsstellen identifi-

ziert, die den bereits beschriebenen G

zelfällen die Stabilität beeinflussen können. Ein Beispiel hierfür wäre das SR-Protein 

ASF/SF2. Eigentlich als Spleißregulator identifiziert, konnte Lafyatis (257) zeigen, 

dass sowohl die Inhibition von ASF/SF2, als auch die Mutation der Bindungsstelle die 

Halbwertszeit der PKCI-r mRNA (Proteinkinase C-Interaktionsprotein-ähnlich) um 

das 6,6 fache erhöht.  

Zu unterscheiden ist dieser Effekt von der Stabilitätsregulation durch das SR-Protein 

SC35. In diesem Fall regulie

RNA. Eine Überexpression des Proteins führt zum Einschluss eines alternativen  

Exons, welches die RNA destabilisiert (398). 

Für den Abbau cytoplasmatischer RNA gibt es zwei unterschiedliche Wege. Nach 

der vollständigen Prozessierung ist die mRN

und am 3’ Ende durch den poly(A)-Schwanz vor dem Abbau geschützt 

(281,297,370). Der erste Schritt beider Abbauwege besteht in der Kürzung des po-

ly(A)-Schwanzes durch sogenannte Deadenylasen. Bei Säugern handelt es sich um 

die Poly(A)-Ribonuclease (PARN;233), die abhängig von der CAP-Struktur die Dea-

denylierung und den RNA-Abbau stimuliert (112,152), bei Hefen sind die Proteine 

pan2p und pan3p identifiziert worden (44,52). Unabhängig von der An- oder Abwe-
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senheit der CAP-Struktur kann nach diesem Vorgang die RNA durch einen Multi- 

enzymkomplex, dem Exosom, abgebaut werden. Hierbei handelt es sich um einen 

Proteinkomplex aus 10 oder mehr 3’-5’ Exonucleasen. Das Exosom ist stark konser-

viert und sowohl im Kern (47), als auch im Cytoplasma (203) nachzuweisen. Neben 

dem mRNA-Abbau werden auch rRNAs (9), nukleäre und nekleoläre RNAs (8) 

prozessiert. Einige Komponenten des humanen Exosoms sind bekannt: Ähnlich wie 

in der Hefe sind rRNA-prozessierende Proteine (hRrp4, 40, 41, 42, 43, 46,  

PM/Scl75, Mtr3) nachzuweisen und zusätzlich eine RNase D-like Untereinheit 

(PM/Scl100;10), eine putative Helicase (Kiaa0052) und das Protein mpp6, welches 

zellzyklusabhängig phosphoryliert werden kann.  

Der genauere Mechanismus der Zuführung instabiler RNAs zum Exosom ist zur Zeit 

noch unklar. Für einige ARE-bindenenden Pro

 

teine konnte jedoch eine direkte 

us. Hierzu wird unter 

.6 Zielsetzung 
 

 HIV-1 Spleißstellen innerhalb der verschiedenen HIV-1 Isolate 

cht-kodierenden HIV-1 Leaderexons in der 

Wechselwirkung mit dem Exosom nachgewiesen werden (81). 

Ein zweiter, hauptsächlich in Hefen, selten bei Säugern verwendeter Abbauweg, 

setzt neben der Deadenylierung das Decapping der RNA vora

anderem ein Komplex aus den LSM-Proteine 1-7 benötigt (412) der die enzymati-

sche Aktivität der Decapping-Enzyme Dcp1/Dcp2 stimuliert (123,241). Im Folgenden 

wird der RNA-Rumpf durch die Exonuclease Xrn1p in 5’-3’ Richtung degradiert. In 

vielen Fällen sind die humanen Homologe bereits identifiziert. 

 

1

Die Konservierung der

und die Häufigkeit des Auftretens der ni

frühen Infektionsphase, lässt eine regulatorische Funktion dieser Exons bei der vira-

len Genexpression als wahrscheinlich erscheinen. Die vorliegende Arbeit untersucht 

die Spleißregulation der alternativen HIV-1 Leaderexons 2 und 3. Zum Einen wird in 

diesen beiden Exons nach neuen cis-wirkenden regulatorischen Sequenzen gesucht 

und es soll ihr Einfluss auf die Exon-Erkennung geprüft werden. Zum Anderen soll 

die Frage beantwortet werden, ob nach dem Herausspleißen des zwischen Exon 2 

und 3 liegenden Introns die cis-wirkenden spleißregulatorischen Elemente, der bei-

den flankierenden Exons 2 und 3 als gemeinsames, cis-wirkendes Element mit neu-

en Eigenschaften das weitere Spleißen des Transkriptes beeinflussen können. 
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Bei der Analyse cis-wirkenden spleißregulatorischen Elemente im Mehr-Intron-

Kontext, soll neben ihrerm Einfluss auf das Spleißmuster auch ihr Einfluss auf die 

Reihenfolge der Intronentfernung untersucht werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien und Medien 

Wenn nicht anders aufgeführt, wurden Chemikalien der Firmen Merck, Serva und 

Roth verwendet. Die Zusammensetzung der Medien und Lösungen sind im jeweili-

gen Versuchsprotokoll angegeben oder entstammen andernfalls den gängigen  

Laborhandbüchern (19,357). 

 

2.1.2 Restriktionsendonukleasen 

Es wurden Enzyme der Firmen Roche, MBI Fermentas und New England Biolabs 

(NEB) verwendet. Die Anwendung erfolgte unter Verwendung der mitgelieferten  

Puffer nach den Protokollen der Hersteller. 

 

2.1.3 E.coli-Stämme 

Für die Transformation und Vermehrung von Plasmid-DNA wurde der Escherichia 

coli Stamm DH5αF’IQ (Invitrogen Life technologies) verwendet.  

 

2.1.4 Zellkultur 

Die Expressionsstudien wurden mit der humanen Cervix-Karzinom-Zellinie HeLa-T4+ 

durchgeführt. Diese exprimiert aufgrund einer stabil integrierten Genkopie konstitutiv 

den membranständigen CD4-Rezeptor (275). Bei der Transfektion der Zellen mit 

Env-Expressionsvektoren interagiert das exprimierte Env-Glykoprotein (gp120) auf 

der Zelloberfläche mit dem CD4-Rezeptor der Nachbarzellen. Dies führt zur Bildung 

von mehrkernigen Riesenzellen durch eine Fusion der Plasmamembranen (Synzy-

tien). Die Größe der gebildeten Fusionen, sowie die Anzahl der Kerne pro Synzytium 

erlauben Rückschlüsse auf die exprimierte Env-Glykoproteinmenge. 
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2.1.5 Oligonukleotide 

Die Synthese der verwendeten Oligonukleotide wurde mit einem automatischen 

DNA-Synthesizer (Modell 381A, Applied Biosystems) durchgeführt. Zur Abspaltung 

vom Träger (3 x 20 min) wurde NH4OH verwendet, die Entfernung der Schutzgrup-

pen erfolgte über Nacht bei 55°C. Die Aufreinigung erfolgte mit NAP25-Säulen 

(Pharmacia) und die Elution mit TE-Puffer (10mM Tris-HCl pH 8; 1mM EDTA). Die 

Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch bei 260 nm (Ultrospec II-4050, 

Pharmacia). Hierbei entspricht 1 OD260: 50 µg ds DNA, 30 µg RNA bzw. 25 µg ss 

DNA.  

 

2.1.6 Rekombinante Plasmide 

Die verwendeten HIV-1 Sequenzen stammen vom Plasmid pNLA1 (395), einem 

cDNA-Derivat von HIV-NL4-3 (231). Diesem Klon fehlen durch ein vorausgegange-

nes Spleißereignis von SD1 auf SA2 die kodierenden Bereiche für Gag und Pol. 

Plasmide die zur RNA-Expression verwendet wurden, enthalten einen Replikation-

sursprung (ori) für die Replikation in E.coli unter relaxierter Kontrolle, das für β-

Lactamase kodierende Ampicillinresistenzgen (amp) als prokaryotischen Selektions-

marker, den HIV-1 LTR (ohne seine ersten 110 Nukleotide) und die SV40early Poly-

adenylierungsstelle. Die Plasmide zur env-Expression enthalten anstelle des HIV-1 

LTRs einen SV-Promotor und im 3’ Bereich der Transkriptionseinheit das Simian Vi-

rus (SV40)t-Antigen Intron. Die verwendete Nummerierung der HIV Sequenzen be-

zieht sich auf die Ausgangssequenz des HIV-NL4-3 Isolates. 

Der Sequenzabschnitt BssHII-EcoRI, der die alternativen Leaderexons 2 und 3  

enthält, stammt aus einer cDNA-Sequenz, die von RNA aus HIV NL4-3 infizierten 

H9-Zellen revers transkribiert wurde (395). Das verwendete Nummerierungssystem 

bezieht sich auf die Ausgangssequenz HIV NL4-3 (311). 

In diesem Teil nicht beschriebene Plasmide wurden bereits in der Diplomarbeit (189) 

beschrieben oder stammen aus unserem Labor und wurden daher bereits in anderen 

Diplom- bzw. Dissertationen beschrieben. 

 

2.1.7 RNA-Expressionsvektoren 

Alle verwendeten RNA-Expressionsvektoren enthalten den Promotor des HIV-1 LTRs 

(ab nt 110) und Sequenzen bis zum Ende des Exons 1. Der Intronbereich entspricht 
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der Sequenz des Introns 3’-wärts des SD4, der Bereich des Spleißakzeptors  

entstammt dem SA7, das 3’-wärts liegende Exon ist das Exon 4, wobei der env-

Leserahmen durch das CAT-Gen (Chloramphenicolacetyltransferase) ersetzt wurde. 

Im 3`-Bereich wurde das RRE (Rev responsive element) eingefügt, um eine Rev-

Reaktion testen zu können. 

 

2.1.7.1 Ein-Intron Vektoren mit intronisierten Exonsequenzen 

Das Plasmid LTRSD SAtatCAT RRE pA wurde von Dr. Jörg Krummheuer zur  

Verfügung gestellt, die Vektoren mit Einschluss der Exon 2,3 bzw. 23 und 23inv  

Sequenz wurden bereits während der eigenen Diplomarbeit hergestellt. Die Insertion 

der Mutationen ∆M1 im Exon 2 erfolgte durch Restriktion des Plasmids mit EcoRI 

und AvaII und Insertion des Linkers (#1096/#1097). Die Mutation des ESS-

Elementes erfolgte durch Insertion des Linkers (#1777/#1778) zwischen die Schnitt-

stellen StuI und PstI. 

 

LTRSD4SA7 LTRSD4Ex23SA7 

LTRSD4Ex2SA7 LTRSD4Ex23SA7 ∆M1 

LTRSD4Ex2SA7 ∆M1 LTRSD4Ex23SA7 ESS- 

LTRSD4Ex3SA7 LTRSD4Ex23SA7 ∆M1 ESS- 

LTRSD4Ex3SA7 ESS- LTRSD4Ex23invSA7 

 

#1777: CCTTATTCTGACACATAGTTCTCCCTCTGTGTGAATATCAAGCAGGA 
            CATAACAAGCGCTGCA 

#1778: GCGCTTGTTATGTCCTGCTTGATATTCACACAGAGGGAGAACTATGT 
            GTCAGAATAAGG 

#1096: AATTCGGACAGCAGAGATCCACTTTGCTATC 
 
#1097: GTCGATAGCAAAGTGGATCTCTGCGTTCCG 

 
 

2.1.7.2 Drei-Exon-zwei-Intron Vektoren mit Exon 2 

(formal: Ein-Intron-Minigenkonstrukte mit zwei alternativen Spleißakzeptoren oder –donoren) 

 

Diesen Plasmiden wurde der vor dem Exon 2 liegende Spleißakzeptor oder der  

hinter dem Exon 2 liegende Spleißdonor hinzugefügt. Im ersten Fall wurde mit den 
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Primern (#1182;#1183) ein EcoRI/AvaII Fragment erzeugt, im zweiten Fall mit den 

Primern (#1910;#1911) ein AvaII/PstI Fragment. Die Mutation ∆M2 wurde nachträg-

lich durch eine PCR mit den Primern (#1249;#1252) am Plasmid 

LTRSD4SA2Ex2SA7 ∆M1 eingefügt. 

 
LTRSD4SA2Ex2SA7 LTRSD4Ex2SD2SA7 

LTRSD4SA2Ex2SA7 ∆M1 LTRSD4Ex2SD2SA7 ∆M1 

LTRSD4SA2Ex2SA7 ∆M1∆M2 

 
#1182: TGCTGGTCCTTTCCAAAGTGGATCTCTGCTGTCC 

#1183: CTAGAATTCAGCAACAGACATACA 

#1910: GACCAGCAAAGCTCCTCTGGAAAGGTGAAGGGGCAGTAGTAATAC 
            AAGATAATAGTGACATAAAAGTACTGCA 

#1911: GTACTTTTATGTCACTATTATCTTGTATTACTACTGCCCCTTCACCT 
            TTCCAGAGGAGCTTTGCTG 

#1249: GATCGGACCAGCAAAGCTCCTCTGCTATCACTCTGCTATAA 

#1252: GATCCCTAGGGCTAACTATGTGTCCTAATAAGGCCTTTCTTATAGCAGA 

 

2.1.7.3 Drei-Exon-zwei-Intron Vektoren mit Exon 2 

 
Plasmide dieser Reihe enthalten sowohl den Spleißdonor SD2 als auch den Splei-

ßakzeptor SA2. Die Spleißstellen wurden wie oben (2.1.7.2) beschriebenen einge-

fügt. Die Mutationen ∆M1 SF2-, ∆M2 SF2-, wurden mittels Linker (#2033; #2035 bzw. 

#2055; #2056) nachträglich eingefügt, die Mutation ∆M1 pNL mittels PCR am Vektor 

LTRSD4SA2Ex2SD2SA7 (#1814; #2116). 

 
LTRSD4SA2Ex2SD2SA7 

LTRSD4SA2Ex2SD2SA7 ∆M1 

LTRSD4SA2Ex2SD2SA7 ∆M2 

LTRSD4SA2Ex2SD2SA7 ∆M1 SF2- 

LTRSD4SA2Ex2SD2SA7 ∆M2 SF2- 

LTRSD4SA2Ex2SD2SA7 ∆M1 pNL 

 
#1814: GCGCGCACGGCAAGA 

#2033: GTCTTTACCAA 

#2035: CACTTTGGTAAA 
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#2055: TTATTACAGGGACAGCAGAGATCCACTTTGGAAAGGACTAGCA 
            AAGCTCCTCTGGGAAGGTGAAGGGGCAGTAG 

#2056: TATTCTGCAGTACTTTTATGTCACTATTATCTTGTATTA 
            CTACTGCCCCTTCAC 

#2116: AGCTGGGACAGCAGAGATCCACTTTGGAAGGGACCAGCAAAGCTC 
 

2.1.7.4 Drei-Exon-zwei-Intron Vektoren mit Exon 3 

(formal: Ein-Intron-Minigenkonstrukte mit zwei alternativen Spleißakzeptoren oder –donoren) 

 
Diesen Plasmiden wurde der vor dem Exon 3 liegende Spleißakzeptor oder der hin-

ter dem Exon 3 liegende Spleißdonor hinzugefügt. Im ersten Fall wurde mit den Pri-

mern (#1908;#1909) ein EcoRI/StuI Fragment erzeugt, im zweiten Fall mit den Pri-

mern (#1188;#1189) ein AvrII/PstI Fragment.  

 

LTRSD4SA3Ex3SA7 LTRSD4Ex3SD3SA7 

LTRSD4SA3Ex3SA7 ESS- LTRSD4Ex3SD3SA7 ESS- 

 

#1188: CTACTGCAGGGTTTTATTAATGCTGC 

#1189: CTACCTAGGTGTGAATATCAAGCA 

#1908: GATCGAATTCGATATAGCACACAAG 

#1909: GATCAGGCCTTTCTTATAGCAGAGTCTGAAA 

 

2.1.7.5 Drei-Exon-zwei-Intron Vektoren mit Exon 3 

Plasmide dieser Reihe enthalten sowohl den Spleißdonor SD3, als auch den Splei-

ßakzeptor SA3, welche in der oben (2.1.7.4) beschriebenen Art eingefügt wurden. 

Die Mutation SRp55 wurde nachträglich durch eine PCR mit den Primern 

(#2034;#1817) am Plasmid LTRSD4SA3Ex3SD3SA7 ESS- eingefügt. 

 
LTRSD4SA3Ex3SD3SA7 

LTRSD4SA3Ex3SD3SA7 ESS- 

LTRSD4SA3Ex3SD3SA7 ESS- SRp55- 

 
#1817:   CTTTACGATGCCATTGGGA 

#2034: GATCAGGCCTTATTCTGACACATAGTTCTCCCTCTGTGTAAATATCAAGC 

              AGGACATAAC 
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2.1.7.6 Drei-Exon-zwei-Intron Vektoren mit Exon 23 

(formal: Ein-Intron-Minigenkonstrukte mit zwei alternativen Spleißakzeptoren oder –donoren) 

 
 
Diesen Plasmiden wurde der vor dem Exon 2 liegende Spleißakzeptor oder der  

hinter dem Exon 3 liegende Spleißdonor hinzugefügt. Im ersten Fall wurde mit den 

Primern (2.1.7.2 ) ein EcoRI/AvaII Fragment erzeugt, im zweiten Fall mit den Primern 

(2.1.7.4) ein AvrII/PstI Fragment.  

 

LTRSD4SA2Ex23SA7 LTRSD4Ex23SD3SA7 

LTRSD4SA2Ex23SA7 ∆M1 LTRSD4Ex23SD3SA7 ∆M1 

LTRSD4SA2Ex23SA7 ESS- LTRSD4Ex23SD3SA7 ESS- 

LTRSD4SA2Ex23SA7 ∆M1 ESS- LTRSD4Ex23SD3SA7 ∆M1 ESS- 

 

2.1.7.7 Drei-Exon-zwei-Intron Vektoren mit Exon 2 und 3 

Plasmide dieser Reihe enthalten sowohl den Spleißdonor SD3 als auch den Splei-

ßakzeptor SA2 welche in der oben (2.1.7.4 und 2.1.7.2) beschriebenen Art eingefügt 

wurden. 

 
LTRSD4SA2Ex23SD3SA7 

LTRSD4SA2Ex23SD3SA7 ∆M1 

LTRSD4SA2Ex23SD3SA7 ESS- 

LTRSD4SA2Ex23SD3SA7 ∆M1 ESS- 

 

2.1.7.8 Vier-Exon-drei-Intron Vektoren 

Die Vektoren dieser Reihe enthalten Sequenzen des Plasmids pNL 4-3. Der  

Abschnitt zwischen dem ersten Spleißdonor (nt 629) und dem terminalen Spleißak-

zeptor (nt 1105 bzw. nt 1341) wurde mit den Primern (#1814; #1817) amplifiziert und 

als EcoRI/PstI Fragment in den Vektor LTRSDSA kloniert. Die Mutationen in den E-

xons 2 und 3 wurden durch nahtlose Ligation mittels der Primerpaare (#1814/#2147 

und #2150/#1817) eingefügt. Das gekürzte mittlere Intron entstand durch direkte Li-

gation der SD2 Sequenz mit der SA3 Sequenz. 
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LTR SD SA2Ex2SD2 komplett SA3Ex3SD3 SA7 alles gpt (dsEx2dsEx3 kompl.) 

LTR SD SA2Ex2SD2 kurz SA3Ex3SD3 SA7 (dsEx2dsEx3 kurz) 

 

LTR SD SA2Ex2SD2 komplett SA3Ex3SD3 SA7 ∆M1 alles gpt (dsEx2dsEx3 kompl. ∆M1) 

LTR SD SA2Ex2SD2 komplett SA3Ex3SD3 SA7 ESS- alles gpt (dsEx2dsEx3 kompl. ESS-) 

LTR SD SA2Ex2SD2 komplett SA3Ex3SD3 SA7 ∆M1 ESS- alles gpt (dsEx2dsEx3 kompl. 

 ∆M1 ESS-) 

 

#1814 : GCGCGCACGGCAAGA 

#1817 : CTTTACGATGCCATTGGGA 

#2147: GATCGAAGACAAATAGCAAAGTGGATCTCTG 

#2150: GATCGAAGACAACTATCGACCAGCAAAGCTCCT 

 

2.1.8 Env-Expressionsvektoren 

SVsdxSD4∆vpuenv : Das Plasmid SVGARSD4∆vpuenv wurde von Dr. Marcel 

Freund zur Verfügung gestellt. Die zu untersuchenden Exonsequenzen wurden an 

die Stelle des GAR-Fragmentes kloniert, welches von einer EcoRI und SacI Restrik-

tionsschnittstelle flankiert wird. Wenn nicht anders erwähnt wurden die Sequenzen 

als Linker eingefügt. 

 

SV sd2 SD4 Zur Verfügung gestellt von Dr. Marcel Freund. 

SV sd2 SD4 ∆M1 #1904: AATTCGGACAGCAGAGATCCACTTTGGTAAAG 
              ACCAGCAAAGCTCCTCTGGAAAGGAGCT 

 #1905: CCTTTCCAGAGGAGCTTTGCTGGTCTTTACC 
             AAAGTGGATCTCTGCTGTCCG 

SV sd3 SD4 Zur Verfügung gestellt von Dr. Marcel Freund. 

SV sd3 SD4 ESS- #1906: GATCGAATTCACTCTGCTATAAGAA 

 #1907: GATCGAGCTCCTTGTTATGTCCTGC 

SV sd3 SD4 ESS-SF2- #922:   GAGCGAATTCACTCTGCTATAAGAAAGGCCT 

#2066: GATCGAGCTCGTTATGTCCTGGTTGATATTCA 
            CACAG 

SV sd3 SD4 5’ Bereich    #1958: AATTCACTCTGCTATAAGAAAGGCCTTATGAGCT 

 #1959: CATAAGGCCTTTCTTATAGCAGAGTG 

SV sd3 SD4 mittlerer  #1960: AATTCTTTAGGACACATAGTTAGCCCTAGGGA 
Bereich            GCT 
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 #1961: CCCTAGGGCTAACTATGTGTCCTAAAG 

SV sd3 SD4 mittlerer  #1962: AATTCTTTCTGACACATAGTTCTCCCTCTGTGA 
Bereich ESS-             GCT 

 #1963: CACAGAGGGAGAACTATGTGTCAGAAAG 

SV sd3 SD4 3’ Bereich #1964: AATTCTTGTGAATATCAAGCAGGACATAACG 
             AGCT 

 #1965: CGTTATGTCCTGCTTGATATTCACAAG 

SV sd3 SD4 3’ Bereich  #1968: AATTCTTGTGAATATCAACCAGGACATAACG 
SF2-             AGCT 

 #1969: CGTTATGTCCTGGTTGATATTCACAAG 

SV sd3 SD4 3’ Bereich  #1966: AATTCTTGTAAATATCAAGCAGGACATAACG 
SRp55-             AGCT 

 #1967: CGTTATGTCCTGCTTGATATTTACAAG 

SV sd23 SD4 #923:  GAGCGAATTCGGACAGCAGAGATCC 

 #1534: GATCGAGCTCCTTGTTATGTCCT 

SV sd23 SD4 ∆M1 #1904: AATTCGGACAGCAGAGATCCACTTTGGTAAAG 
             ACCAGCAAAGCTCCTCTGGAAAGGAGCT 

 #1905: CCTTTCCAGAGGAGCTTTGCTGGTCTTTACCA 
             AAGTGGATCTCTGCTGTCCG 

SV sd23 SD4 ∆M1∆M2 #2184: GTACAGGCCTTTCTTATAGCAGAGTGATAGCA 
             GAGGAGGCTTTGCTGGTCG 

 #2187: GTACGAATTCGGACAGCAGAGATCCACTTTGC 
             TATCGACCAGCAAAGCTC 

SV sd23 SD4 ESS- #1777: CCTTATTCTGACACATAGTTCTCCCTCTGTGTG 
             AATATCAAGCAGGACATAACAAGCGCTGCA 

 #1778: GCGCTTGTTATGTCCTGCTTGATATTCACACAG 
             AGGGAGAACTATGTGTCAGAATAAGG 

 

2.1.9 Plasmide zur Kotransfektion  

SVcrev wurde durch Austausch des EcoRI-XhoI Fragments aus pSVT7 gegen das 

EcoRI-XhoI Fragment aus pUHcrev (239,361) kloniert. Das Plasmid exprimiert die 

NL4-3 rev-cDNA Sequenz unter der Kontrolle des SV40 „early“ Promotors. 

 
SVctat enthält den tat ORF 3´-wärts des SV40 early Promotors. Die Bildung funktio-

nellen Rev-Proteins wird durch eine Deletion des BamHI/XhoI-Fragmentes 3´-wärts 

des tat ORFs, welche das HincII/XhoI Fragment und den 3´-kodierenden Bereich des 

zweiten rev Exons beinhaltet, ausgeschlossen. 
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pGL3control (Promega) wurde als Reporterplasmid zur Normierung der Transfekti-

onseffizienz in Protein-Präparationen verwendet. Es exprimiert das Luciferase-Gen 

des Glühwürmchens (Photinus pyralis) unter der Kontrolle des SV40early-Promotors 

(6). 

 

pXGH5 (368) wurde als Reporterplasmid zur Normierung der Transfektionseffizienz 

in RNA-Präparationen verwendet. Es exprimiert das menschliche Wachstumshormon 

(hGH) unter der Kontrolle des Maus-Metallothionein-1 Promotors (mMT1). Norma-

lerweise wird das Gen nur in den Zellen des Hypophysen-Vorderlappens exprimiert. 

 

pSVT7 (35) wurde bei Transfektionsexperimenten zur Protein-Analyse als Negativ-

kontrolle und zum Ausgleich der DNA-Mengen verwendet. 

 

2.1.10 Plasmide für die in vitro Transkription  

Die Plasmide pSVT7Exon2 und pSVT7Exon3 wurden über eine EcoRI-PstI Restrik-

tion, 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. 
 

2.1.11 Plasmide zur Kontrolle der Kern-/Cytoplasma Aufreinigung 

pT7cytCoxII (239) enthält die Nukleotide 7576-8102 der humanen mitochondrialen 

Cytochrom C Oxidase II (Genbank Acc. No. 001807) die als EcoRI/XhoI Fragment in 

pSP73 inseriert worden waren. Mittels der RT-PCR Primer #789 und #788 konnte ein 

557 Nt langes DNA-Fragment amplifiziert werden, welches zur Überprüfung der 

Kern-RNA auf Verunreinigung mit Cytoplasma-RNA verwendet wurde. 

 

pβ-actin intron (239) enthält die Nukleotide 1729-2050 des Intron C des humanen  

β-Aktins (Genbank Acc. No. E00829). Es war als EcoRI/XhoI-Fragment in pSP73 

inseriert worden. Mittels der RT-PCR Primer #822 und #823 konnte ein 338 Nt lan-

ges DNA-Fragment amplifiziert werden, welches zur Überprüfung der Cytoplasma-

RNA auf Verunreinigung mit Kern-RNA verwendet wurde. 

 

45 



Material und Methoden   

2.1.12 Primer für die PCR 

Probe 

#481/1814: 5'- GCGCGCACGGCAAGA 

#559/1817: 5'- CTTTACGATGCCATTGGGA 

 

hGH 

#1070: 5'- GATGCGGAGCAGCTCTAGGTTGGATTT 

#1071: 5'- TTGACACCTACCAGGAGTTTGAAGAAG 

 
Cytochrom C 

#789: 5'-GATGAATTCATATATCTTAATGGCACATGC 

#788: 5'- GGCCTCGAGCTGTTTTTAAGCCTAATGTG 

 

ß-Actin 

#822: 5'-TCTAGAATTCTCTCTTCTGCCGTT 

#823: 5'-AGCGCTCGAGGGACAGCCAGGCCA 

 

2.1.12.1 Primer für die Spleißreihenfolge 

E1 (=1814): 5'- GCGCGCACGGCAAGA 

E2 (=2142): 5'- GCTCTCCTCTGTCGAGTAACGCC 

E3 (=2123): 5'-CTTTCCAGAGGAGCTTTGCT 

E4 (=2142): 5'-GGACAGCAGAGATCCAGTTTG 

E5 (=2142): 5'-CTTGTTATGTCCTGCTTGATATTC 

I1 (=2141): 5'-CAAAAATTCAAAATTTTCGGGTTTATTACAG 

I2 (=2113): 5'-TTAATGCTGCTAGTGCCAAG 

I3 (=2122): 5'-CTAATTCTCCCCCGCTTAAT 

I4 (=2142): 5'-GTAGACCCTGACCTAGCAGACC 

I5 (=2142): 5'-GGTCAGGGTCTACTTGTGTGC 
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2.2 Methoden 

Molekularbiologische Standardmethoden wie Restriktionsanalyse und Auftrennung 

von DNA durch Agarosegele (1%) und Low melt Gele (0,8%), Ligation von DNA und 

Transformation kompetenter Zellen wurden den Laborhandbüchern Molecular Clo-

ning (357) und Current Protocolls in Molecular Biology (19) entnommen. 

 

2.2.1 Klonierung rekombinanter Plasmide 

2.2.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die Amplifikation der für die Klonierungen benötigten DNA-Fragmente wurden in 50 

µl Volumen mit 1,25 U Pwo-Polymerase (Roche Molecular Biochemicals), 0,1 Volu-

men 10 x PCR-Puffer + MgSO4 (Roche Molecular Biochemicals), je 330 µM Desoxy-

nukleosidtriphosphat (Perkin Elmer), je 0,5 µM 3’- und 5’-Primer und 1 ng Plasmid-

DNA durchgeführt. Die PCR erfolgte in einem Robocycler Gradient 96 (Stratagene) 

(Denaturierung: 1 x 3 min 94°C; Amplifikation: 30 x 30 sec 94°C, 1 min 54°C, 1 min 

72°C; Extension: 1 x 10 min 72°C). Die PCR-Produkte wurden Phenol/Chloroform 

(24:1) extrahiert, in 2,5 Vol EtOH und 1/10 Vol 4 M LiCl präzipitiert und in 25 µl Tris-

EDTA (TE) resuspendiert.  

 

2.2.1.2 Restriktion und Aufreinigung von Plasmidfragmenten über Low melt 
Gelelektrophorese 

PCR-Produkte oder Plasmid-DNA wurden mit den gewünschten Restriktionsenzy-

men nach Herstellerangaben (Roche, MBI Fermentas und New England Biolabs) 

geschnitten. Dabei wurden, je nach Größe des benötigten DNA-Fragments, zwischen 

1-3 µg DNA in einem Gesamtvolumen von 20 µl eingesetzt. Die Reaktionsansätzte 

wurden auf ein 0,8 % Low melt Agarosegel (Biozym) mit TB1/10E als Laufpuffer auf-

getragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Unter einer UV-Handlampe (λ=320 nm) 

wurde die gewünschte Bande ausgeschnitten, 10 min bei 65°C erhitzt, um die Aga-

rose zu schmelzen und die Restriktionsenzyme zu inaktivieren und direkt in die Liga-

tion eingesetzt. 
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2.2.1.3 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 bei 37°C inku-

biert und 5 µl zur Transformation eingesetzt. Die verbleibenden 15 µl wurden über 

Nacht bei RT inkubiert und gegebenenfalls erneut zur Transformation verwendet. 

 

2.2.1.4 Nahtlose Ligation 

Zur Klonierung von Punktmutationen in Abwesenheit adäquater Restriktionsschnitt-

stellen wurden zwei-Insert-Klonierungen über zwei PCR-Reaktionen vorgenommen 

(Abb. 8). Einer der inneren Primer trug dabei die zu setzenden Mutationen sowie an 

seinem 5’-Ende eine Erkennungsstelle für ein TypII Restriktionsenzym wie beispiels-

weise BbsI oder Esp3I. Der zweite, innere Primer trug ebenfalls eine Erkennungsstel-

le für ein TypIIs Restriktionsenzym. Ein Restriktionsdau beider PCR-Produkte mit 

diesem TypIIs Enzym entfernt die Erkennungssequenz und führt gleichzeitig zu kom-

patiblen, ligierbaren Überhängen innerhalb der Ursprungssequenz. So kann eine  

Mutation ohne Naht bzw. Restriktionsstelle in die zu mutierende DNA-Sequenz ein-

gefügt werden (327). 
 

x
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REIIs

x

x
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CTATCC

GATAGG
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TAGG
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GATAGG
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x
RE II
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Abb. 8: Schematische Darstellung der nahtlosen Ligation. Um an einem bestimmten Punkt (X) 
eine Mutation einzufügen, obwohl in deren unmittelbarer Nähe keine Restriktionsschnittstelle vorhan-
den 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. 
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2.2.1.5 Herstellung kompetenter E.coli Bakterien mit Rubidium-Chlorid 

E.colis DH5αF’IQTM (GIBCO BRL) wurden aus einem Glycerin-Stock auf LB-

Kanamycinagar ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. 2 ml LB-Medium 

(25 µg Kanamycin/ml) wurden mit einer Kolonie beimpft, 1 h bei 37°C inkubiert, in 

eine 200 ml Kultur überführt und bis zu einer Dichte von OD600 = 0,5 inkubiert. Die 

Bakterienkultur wurde 15 min mit 600 x g bei 4°C zentrifugiert und die Präzipitate in 

je 20 ml TFB1 (100 mM RbCl, 50 mM MnCl2*4 H2O, 30 mM KAc, 10 mM CaCl2*2 

H2O, 15% Glycerol, pH 5,8 mit Essigsäure eingestellt, steril filtriert) resuspendiert, 90 

min auf Eis inkubiert und erneut 5 min bei 600 x g, 4°C zentrifugiert. Das Präzipitat 

wurde in je 4 ml TFB2 (10 mM MOPS, 10 mM RbCl, 75 mM CaCl2, 15 % Glycerol, 

pH 6,8 mit NaOH eingestellt, autoklaviert) resuspendiert, zu je 50 µl Aliquots in  

vorbereitete Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt und sofort in einem Trocke-

neis/Methanol–Bad schockgefroren. Die Lagerung der kompetenten Zellen erfolgte 

bei –80°C. 

 

2.2.1.6 Transformation kompetenter E.coli Bakterien 

Für eine Transformation wurden ein Aliquot (50 µl) der kompetenten E.coli Bakterien 

kurz aufgetaut, 10 min auf Eis gekühlt und, nach Zugabe von 5 µl des Ligationsan-

satzes, weitere 20 min auf Eis gehalten. Nach einem 90 Sekunden dauernden Hitze-

schock bei 42°C wurde die Reaktion kurz auf Eis abgekühlt, in 800 µl SOC aufge-

nommen und 1 h bei 37°C unter Schütteln (220rpm) inkubiert. 400 µl der Bakterien-

suspension wurden über Nacht auf Ampicillin-haltigem (100 µg/ml, Roche Molecular 

Biochemicals) LB-Agar (Gibco BRL, Luria Broth Base) ausplattiert und bei 37°C in-

kubiert. Bei Klonierungen mit mehreren Fragmenten wurden die Reste des Ligations- 

und Transformationsansatzes über Nacht bei Raumtemperatur für eine eventuelle 

Wiederholung der Transformation aufbewahrt. 

 

2.2.2 Analytische Präparation von Plasmid-DNA  

Zur analytischen Plasmidisolierung wurden 3 ml Luria Broth Base-Medium, supple-

mentiert mit Ampicillin (100 µg/ml; Boehringer Mannheim), mit einer Einzelkolonie 

angeimpft und über Nacht inkubiert. Die Plasmid-DNA wurde nach dem "QIAscreen 

Mini preparation"-Protokoll (QIAGEN) isoliert. Die Kontrolle der präparierten Plasmid-
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DNA erfolgte durch Restriktionsanalyse mit geeigneten Enzymen und analytischer 

Gelelektrophorese. 

 

2.2.3 Präparative Plasmid-Isolierung 

Zur präparativen Plasmidisolierung wurden 150 ml Luria Broth Base-Medium, 

supplementiert mit Ampicillin (100 µg/ml; Boehringer Mannheim), mit 50 µl Kultur ei-

nes positiven Klons angeimpft und über Nacht inkubiert. Die Plasmid-DNA wurde 

nach dem "Qiagen Maxi preparation"-Protokoll (QIAGEN) isoliert. Die Kontrolle der 

präparierten Plasmid-DNA erfolgte durch Restriktionsanalyse mit geeigneten Enzy-

men und analytischer Gelelektrophorese. Positive Klone wurden zusätzlich am Biolo-

gisch-Medizinischen Forschungszentrum (BMFZ) der Heinrich-Heine-Universität 

Düsseldorf ansequenziert. 

 

2.2.4 Zellkultur 

Die Expressionsstudien wurden in HeLa-T4+ Zellen transient, unter nichtreplikativen 

Bedingungen ausgeführt. Die Zellen wurden in DMEM (Dulbecco’s modified Eagles’s 

medium) supplementiert mit 10 % fötalem Kälberserum (FKS, Roche Molecular Bio-

chemicals) und 100 µg/ml Geneticin (Invitrogen) in T175-Zellkulturflaschen (Nunc) 

und bei 37°C und 7 % CO2 kultiviert. Für die Transfektion wurden subkonfluente Zell-

Monolayer durch zweimaliges Waschen mit 10 ml PBSdef (phosphate buffered saline 

deficient in Ca2+ and Mg2+; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 1,47 mM KH2PO4*H20; 8,1 

mM Na2HPO4*2H2O; pH 7,4) und 8 minütiger Inkubation mit 2,5 ml ATV (0,025% 

(w/v) N-acetyliertes Trypsin; 0,05 % (w/v) EDTA in PBSdef) bei 37°C abgelöst. 

 

2.2.5 Transfektion mittels nicht-liposomalem Transfektionsreagenz (FuGeneTM6) 

Es handelt sich um ein transientes Transfektions-Protokoll, bei dem die transfizierte 

DNA nicht stabil in das Genom integriert und nicht repliziert wird. Die Transfektions-

methode wurde für Western Blot-Analysen und RT-PCR verwendet. 

Nach Ablösen der Zellen mit Trypsin wurde die Lebendzellzahl durch Trypanblau-

Ausschlußfärbung (0,5 % w/v Trypanblau) in einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. 

2,5 x 105 Zellen wurden in 6-well-Platten (Nunc) mit 3 ml DMEM supplementiert mit 

10% FKS ausplattiert. Die Transfektion wurde nach 24 h mit FuGeneTM6 Transfekti-
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onsreagenz (Roche Molecular Biochemicals) gemäß dem Herstellerprotokoll durch-

geführt. Für Western Blot-Analysen erfolgte 24 h nach der Transfektion ein Medium-

wechsel und nach 48 h wurden die Proteine präpariert. Transfizierte Zellen für die 

RT-PCR wurden nach 30 h geerntet. 

 

2.2.6 Proteinanalysen mittels Immunoblot 

2.2.6.1 Proteinpräparation transfizierter Zellen 

HeLa-T4+ Zellen wurden 48 h nach der Transfektion mit Hilfe eines Zellschabers in 

das Medium überführt, kurz abzentrifugiert (10 sec, 20.000 x g), mit 1 ml PBS gewa-

schen, erneut abzentrifugiert und in 500 µl PBS resuspendiert. Von dieser Suspen- 

sion wurden 70 µl Aliquots zur Bestimmung der Proteinmenge und der Transfektion-

seffizienz abgenommen. Der Zellaufschluß dieser Aliquots erfolgte durch dreimaliges 

Einfrieren in einem Methanol/Trockeneis-Bad und Auftauen bei 37°C für jeweils 1 

min. Die festen Zellbestandteile wurden abzentrifugiert und der Überstand in ein 

neues Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Die restlichem 430 µl Zellsuspension 

wurde erneut abzentrifugiert und das Präzipitat in 200 µl Treatment-Buffer (2 % SDS; 

65 mM Tris-HCl, pH 6,8; 10% Glycerol; 10% Dithiotreitol [DTT]) und 0,05 Volumen 

Gel-Ladepuffer (50 % Glycerin; 0,25 % Bromphenolblau; 0,25 % Xylencyanol)  

resuspendiert und 10 min bei 95°C denaturiert.  

 

2.2.6.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford  

Die Proteinkonzentrationen wurden nach der Bradford-Methode bestimmt. Sie beruht 

auf der Verschiebung des Absorptionsmaximums einer sauren Coomassie Brilliant 

Blue G-250 Lösung von 465 nm nach 595 nm aufgrund der Bindung von Proteinen 

(48). Die Konzentrationsbestimmung wurde für jede Probe in zwei Verdünnungen 

(1:20, 1:40) und in Doppelbestimmung durchgeführt. Jeder Ansatz enthielt 50 µl  

verdünnten Zellextrakt und 200 µl Bradford-Reagenz (Protein-Assay, Bio-Rad, 1:5 

verdünnt). Die Messung der Absorption bei 595 nm erfolgte in Mikrotiterplatten 

(Nunc) in einem ELISA-Reader (SLT Rainbow, SLT Labinstruments) gegen einen 

BSA (Rinderserum-albumin)-Standard von 0-20 µg Protein. 
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2.2.6.3 Normierung der Transfektionseffizienz mittels Luciferase-Assay 

Zur Normierung der Transfektionseffizienz wurden die für den Western Blot bestimm-

ten Transfektionsansätze mit 0,5 µg pGL3-control cotransfiziert. Das von diesem 

Vektor exprimierte Luciferase-Enzym des Glühwürmchens (Photinus pyralis) oxidiert 

das Substrat Luciferin in einer ATP- und Mg2+-abhängigen Reaktion zu Oxiluciferin. 

Dabei wird Biolumineszenz freigesetzt, die in einem Luminometer (EG&G Berthold, 

Microlumat LB96P) in Form relativer Lichteinheiten (RLU, relative light unit) gemes-

sen wurde. Der verwendete Luciferase-Assay (Luciferase-Assay-Reagenz, Promega) 

erfolgte als Doppelbestimmung mit 5 und 10 µl Zellextrakt in mit 10 µl Rinderserum-

Albumin (BSA, 2 µg/µl) beschichteten Mikrotiterplatten (Nunc). Die Messung der Bio-

lumineszenz erfolgte 2 sec nach der Substratzugabe über einen Zeitraum von 15 

sec. Anhand der RLU-Werte erfolgte eine Normierung der Western Blot-Proben auf 

gleiche Transfektionseffizienzen. 

 

2.2.6.4 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Nachdem die Proben auf gleiche RLU-Werte normiert und die Proteinmengen mit 

mock-transfiziertem Zellextrakt (pSVT7) angeglichen wurden, erfolgte die Auftren-

nung der Proteine unter denaturierenden Bedingungen in einer vertikalen Flachbett-

Elektrophorese in diskontinuierlichen 0,1 % SDS/ 7 % Polyacrylamid-Gelen (Roth, 

Rotiphorese Gel 30) bei 50 V in ca. 14 h. Als Laufpuffer wurde 1 x SDS-Puffer (0,8 % 

SDS, 0,2 M Tris-Base, 1,9 M Glycin) und als Molekulargewichtsstandard der 

„prestained proteinmarker low range“ (BioRad) verwendet. 

 

2.2.6.5 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 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 (137,138).  
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2.2.6.6 Western Blot 

Der Transfer der Proteine aus dem Polyacrylamid-Gel erfolgte durch einen  

Elektroblot in Transferpuffer (200 mM Glycin; 25 mM Tris-Base; 20% Methanol) für 

eine Stunde unter Durchflusskühlung bei 70 V auf eine PVDF-Membran (Millipore, 

Immobilon-P). Beim Nachweis exprimierter Glykoproteine wurde die Membran 15 min 

mit Milchpulver-Blockierung (10 % (w/v) Milchpulver in PBS, 0,1 % Tween) inkubiert. 

Die Erstantikörper-Inkubation erfolgte für 1 h mit einem monoklonalen Maus-anti-

gp120-Antikörper (87-133/026, Dade Behring; 1:5000 verdünnt in PBS mit 5 % 

Milchpulver, 0,1 % Tween). Nach 3-maligem Waschen für 10 min mit PBS folgte die 

Zweitantikörper-Inkubation (POD-gekoppelte Schaf-anti-Maus-F(ab’)2-Fragmente, 

NA9310, Amersham; 1:1000 verdünnt in PBS mit 10 % Milchpulver, 0,1 % Tween) 

und 5-maliges Waschen für je 10 min in PBS.  

 

Alternativ zu diesem Protokoll wurden Membranen mit SR- oder hnRNP-Proteinen 

über Nacht in Blockierlösung (PBS; 10% Tween-20; 10% BSA) inkubiert. Vor, zwi-

schen und nach der 1-stündigen Antikörperinkubation wurde die Membran jeweils für 

1 x 15 min und 2 x 5 min in Waschpuffer (PBS; 1% Tween-20; 1% BSA) gewaschen. 

Als Erstantikörper diente ein polyklonaler anti-ASF/SF2-Antikörper (Santa Cruz Bio-

technology, anti-goat 1:2000 verdünnt in Waschpuffer) bzw. ein polyklonaler anti-

hnRNP A1-Antikörper (Santa Cruz Biotechnology ; anti-goat, 1:2000 verdünnt in 

Waschpuffer) und als Zweitantikörper wurden mit Meerrettich-Peroxidase (POD)-

gekoppelte Schaf-anti-mouse-F(ab’)2-Fragmente (NA9310, Amersham; 1:1000 ver-

dünnt in Waschpuffer) verwendet. 

Die Detektion erfolgte über das ECL-System (Amersham bzw. Pierce Ultra) nach den 

Angaben der Hersteller und Quantifizierung im Lumi-Imager F1 (Roche Molecular 

Biochemicals) mit der LumiAnalystTM 3.1 Software. 

 

2.2.7 RNA-Analysen mittels RT-PCR 

2.2.7.1 Präparation von Gesamt-RNA 

(nach einem modifizierten Protokoll von 87). 

30 h nach der Transfektion wurden die transfizierten HeLa-T4+ oder –Bristol Zellen 

eines Wells einer 6-well Platte zweimal mit PBS gewaschen und danach mit einem 

Zellschaber in 500 µl 1x SolD (4 M Guanidinium-Isothiocyanat; 25 mM Na-Acetat pH 
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7; 0,5 % N-Lauroylsarkosin; 0,1 M β-Mercaptoethanol) gekratzt und in Eppendorfge-

fäße überführt. Es folgte die Ansäuerung der Fraktion mit 60 µl 4M Na-Acetat pH 4 

und die Zugabe von 600 µl wassergesättigtes Phenol. Der Zugabe von 100µl Chloro-

form/Isoamylalkohol (24:1) und Inkubation für 20 Minuten auf Eis folgte die Zentrifu-

gation (20 min, 4°C, 8.500 x g) zur Phasentrennung. Die RNA aus der wässrigen 

Phase wurde durch Zugabe von 1 Volumen Isopropanol bei 4°C über Nacht gefällt, 

präzipitiert (4°C, 10.300 x g, 20 min), 2-mal mit je 150 µl 70% DMDC-Ethanol gewa-

schen, getrocknet und in 16 µl DMDC-ddH2O resuspendiert.  

 

2.2.7.2 Präparation von Kern- und Cytoplasma-RNA mit hypotonischem Ly-
sispuffer 

(nach einem modifizierten Protokoll von 87). 

Es wurde ein Natriumdeoxycholat-haltiger, hypotonischer Lysispuffer verwendet, der 

neben der freien RNA auch die membrangebundene cytoplasmatischen RNA frei-

setzten soll (34,421). HeLa-T4+-Zellen wurden 30 h nach der Transfektion mit eiskal-

tem PBS sowie mit hypotonischem Waschpuffer (1,5 mM KCL; 2,5 mM MgCl2; 5 mM 

Tris HCl; pH 7,4) gewaschen und mit 2 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 (413). Unlösliche Bestandteile sowie Verunreini-

gungen der cytoplasmatischen Fraktion durch Zellkerne wurden durch 5 minütige 

Zentrifugation (500xg; 4°C) sedimentiert und der Überstand mit gleichem Volumen 

heißer (80°C), doppelt konzentrierter Solution D (8 M Guanidinium-Isothiocyanat; 50 

mM Na-Citrat pH 7; 1 % N-Laurylsarkosin; 0,2 M ß-Mercaptoethanol) versetzt. Die 

Zellkerne wurden in 500 µl hypotonischem Waschpuffer geschabt, zentrifugiert (500x 

g; 0°C) und in 200 µl Solution D (4 M Guanidinium-Isothiocyanat; 25 mM Na-Citrat 

pH 7; 0,5 % N-Laurylsarkosin; 0,1 M ß-Mercaptoethanol) aufgenommen. Es folgt die 

Ansäuerung der Fraktionen mit 0,1 Volumen Na-Acetat (2 M; pH 4). Nach Zugabe 

von 1 Volumen Phenol und 0,1 Volumen Chloroform-Isoamylalkohol (24:1), gründli-

chem Mischen und Inkubation auf Eis (15 Minuten) folgte die Phasentrennung durch 

Zentrifugation (20 Minuten; 9200 x g; 4°C). Die wässrige Phase wurde mit 1 Volumen 

Isopropanol versetzt und die RNA über Nacht bei 4°C gefällt. Die cytoplasmatische 

RNA wurde mit 500 µl 70 % DMDC-Ethanol gewaschen, getrocknet und in 16 µl 

DMDC-H2O gelöst, während die nukleäre RNA mit 100 µl 70 % DMDC-Ethanol ge-

waschen und in 8 µl DMDC-H2O resuspendiert wurde. Konzentrationen und Ausbeu-
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te wurden durch spektralphotometrische Absorptionsmessungen bei 260 und 280 nm 

bestimmt. Zur Qualitätskontrolle der Kern- und Cytoplasma-RNA-Fraktionen wurde 

innerhalb des RT-PCR-Nachweises auch RNA der cytoplasmaspezifischen mito-

chondriale Cytochrom C Oxidase Untereinheit II (pT7CCII) und des kernspezifischen 

humanen β-Actin Intron C (pβ-actin intron) nachgewiesen. 

 

2.2.7.3 DNase Inkubation und cDNA-Synthese 

Jeweils 4 µg RNA (8 µl der Cytoplasma- und Gesamt-RNA-Ausbeute, die gesamte 

RNA der Kern-Präparation) wurden mit 1 µl DNase Puffer (50 mM Tris; 10 mM 

MgCl2) und 1 µl DNase (20 U; Boehringer Mannheim) für 1 Stunde bei Raumtempe-

ratur inkubiert und danach 10 Minuten bei 80 °C inaktiviert. Die Konzentration der 

RNA wurde durch spektralphotometrische Absorptionsmessung bei 260 und 280 nm 

bestimmt. 1-2 µg der RNA wurde zur cDNA-Synthese eingesetzt (je 875 µM Deoxy-

nucleosidtriphosphate [Perkin-Elmer]; je 375 nM dT(15) -Primer [Boehringer Mann-

heim]; 10 mM DTT; 20 U rekombinanter RNase-Inhibitor [Perkin-Elmer]; 200 U RT-

MMLV-RT [Promega]; 1x First Strand Buffer [Gibco BRL]; 30 min; 37°C). 

 

2.2.7.4 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die Amplifikation erfolgte mit 1/10 Volumen des cDNA-Ansatzes und in einem Volu-

men von 50 µl (420 nM 5'-Primer und 3'- Primer; 0.1 Volumen 10x PCR-Puffer [Per-

kin-Elmer]; 8 U AmpliTaq [Perkin-Elmer]; 550 µM Deoxynucleosidtriphosphate [Per-

kin-Elmer]) im Robocycler Gradient 96 (Stratagene). Die PCR-Reaktion zur Detektion 

der gespleißten hGH-RNA erfolgte mit den Primern #1070 und #1071 (2.1.12), die 

Detektion der RNA der Exon 2/3 Konstrukte mit den Primern #481 und #559 (2.1.12) 

gemäß folgendem Protokoll: Denaturierung 1 x 94°C, 3 min; Amplifikation: 28 x 

(94°C, 30 sec; 56°C, 1 min; 72°C, 1 min); Extension: 1x 72°C, 10 min. Der lineare 

Bereich der PCR wurde vorher durch Probenentnahme nach jedem Zyklus und Aus-

wertung der Amplifikatmenge ermittelt. 

Die Auftrennung der PCR-Produkte zur Detektion des Spleißmusters erfolgte auf ei-

nem 3 % Metaphorgel. Banden, die ansequenziert werden sollten, wurden auf einem 

PAA-Gel aufgetrennt, herausgeschnitten und über Nacht in 300 µl ppt-Puffer (0,3 M 
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NaAc, 1 mM EDTA) inkubiert. Der Acrylamid-freie Überstand wurde mit mit dem Qia-

gen Purification Kit gereinigt und aufkonzentriert. 

 

2.2.8 Prokaryotische in vitro Transkription 

Die T7 in vitro Transkriptionskonstrukte wurden mit Eco47III linearisiert,  

Phenol/Chloroform extrahiert, mit 2,5 Volumenteilen EtOH präzipitiert, mit 70 % EtOH 

gewaschen und in TE resuspendiert. Zur Transkription wurde der T7-Megashortskript 

Ansatz von Ambion gemäß den Herstellerangaben verwendet. 

 

2.2.9 Pull down  

1000 pmol RNA wurden mit 1M NaOAc-Lösung pH 5 und 0,1 M Na-m-Periodat-

Lösung für 1 Stunde im Dunkeln inkubiert und danach mit 2 Volumen Ethanol gefällt. 

Über Nacht wurde die iodierte RNA an die gereinigten Dihydrazid-Agarose-Beads in 

0,1 M NaOAc bei 4°C gebunden. Der Entfernung ungebundener RNA folgte die 30 

minütige Inkubation in 500 µl Hela Kernextrakt (Dignam) in Puffer D. Nach mehrmali-

gem Waschen der Beads bzw. der gebundenen RNA wurde das letzte Präzipitat in 

100 µl 2x Probenpuffer aufgenommen, für 10 Minuten auf 90 °C erhitzt und 75 µl des 

Überstandes in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und auf einem SDS-

Polyacrylamidgel aufgetrennt. 

 

56 



  Material und Methoden 

57 



Ergebnisse   

3 Ergebnisse 
 

Sowohl transkriptionelle als auch ko- und posttranskriptionelle Mechanismen wie 

Capping, Spleißen und Polyadenylierung tragen zur Regulation der HIV-1 Expression 

bei. Dabei werden durch das Spleißen zum Einen die entsprechenden Transkripte für 

die jeweiligen HIV-1 Protein bereitgestellt, zum Anderen durch den alternativen Ein-

schluss nicht-kodierender Exons, diese in ihrer Menge reguliert, da die nicht-

kodierenden Exons die Stabilität der mRNAs variieren können (239). Somit trägt das 

alternative Spleißen in zweierlei Hinsicht zur HIV-1 Genregulation bei. Untersuchun-

gen des HIV-1 Genoms zeigten, dass die Verwendung von alternativen Spleißstellen 

meistens durch sogenannte „splicing enhancer“ oder „splicing silencer“ reguliert wird, 

die sowohl im Exon (ESS/ESE) als auch im Intron (ISS/ISE) liegen können (s. S. 34, 

Abb. 7; 319,363,364,366). Im Folgenden sollte der molekulare Mechanismus unter-

sucht werden, der zum Einschluss bzw. Ausschluss der beiden nicht-kodierenden 

HIV-1 Leaderexons führt. Es sollte analysiert werden, welche cis-wirkenden Sequen-

zen und welche Proteine für das alternative Spleißen dieser beiden nicht-

kodierenden Exons verantwortlich gemacht werden können. 

 

 

3.1 Erstellung eines subgenomischen Minigenkonstruktes, dass bezüg-
lich der nicht-kodierenden Leaderexons 2 und 3 ein adäquates 
Spleißmuster wie im genomischen Kontext zeigt 

 

Um die molekularen Untersuchungen nicht unter S3 Bedingungen durchführen zu 

müssen, wurde zunächst ein subgenomisches, nicht-infektiöses Minigenkonstrukt 

hergestellt, dessen Spleißmuster bezüglich der nicht-kodierenden Leaderexons 2 

und 3, dem des HIV-Isolates NL4.3 gleichen sollte.  
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Abb. 9: Analyse der Leaderexpression im pNL4-3. A: Schematische Darstellung von pNL 4-3 mit 
Angabe der Primer für den spezifischen RNA-Nachweis. B: RNA-Nachweis mittels RT-PCR. PM1-
Zellen wurden mit pNL4-3 infiziert, nach 30 Stunden geerntet und die RNA aufgereinigt.  
2 µg der isolierten RNA wurden mit einem spezifischen Primer (E2, s. M&M 2.1.12.1, S. 51) revers 
transkribiert und in der folgenden PCR mit den Primerpaar E1/E2 ( s. M&M 2.1.12.1, S. 51) amplifi-
ziert. Den auf dem 3% Metaphor-Gel sichtbaren Banden wurden die rechts abgebildeten gespleißten 
Transkripte zugeordnet. 

 

 

3.1.1 Analyse des Spleißmusters der Leaderexons von HIV-NL4.3 in PM1 Zellen 
 

Für die Analyse des HIV-1 Spleißmusters wurde RNA verwendet, die nach der Infek-

tion von PM1 Zellen mit HIV-NL4.3 isoliert worden war und freundlicherweise von 

Prof. Hauber, Hamburg, zur Verfügung gestellt worden war. Die Primer wurden so 

gewählt, dass aus dem Pool der revers transkribierten cDNAs spezifisch eine tat-

mRNA amplifiziert werden konnte, welche neben den Exons 1 und 4 auch wahlweise 

die Leaderexons 2 und/oder 3 enthalten konnte (Abb. 9 A). Die Analyse des Spleiß-

musters zeigte einen starken Einschluss von Exon 3 (39 %) und einen deutlich 

schwächeren von Exon 2 (24 %). Der Einschluss bzw. Ausschluss beider Exons lag 

bei lediglich 17 % bzw. 19 %. Ein Vergleich dieser Daten mit denen von Purcell und 

Martin (336), bei denen das retrovirale Spleißmuster von HIV-NL4-3 infizierten HeLa 

Zellen untersucht worden war, zeigte eine deutliche Übereinstimmung mit den 

Spleißmustern der Leaderexons in der frühen Infektionsphase (Abb. 8 oben und Abb. 
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10 D, grün). Lediglich die Expression der RNA ohne Leaderexons war etwa sechs-

fach geringer (Abb. 10 D). Aus diesem Vergleich der Exonerkennung ließen sich zwei 

Erkenntnisse ableiten: Zum Einen war der qualitative Einschluss der Leaderexons 

unabhängig davon, ob PM1-Zellen oder HeLa-Zellen verwendet wurden, zum Ande-

ren beeinflusste offensichtlich der Zelltyp die quantitative Menge der Exonerkennung, 

also die Menge an RNA, die ohne Leaderexon nachgewiesen wurde. 

 

3.1.2 Aufbau des Minigenkonstruktes zur Untersuchung des Leaderexon- 
einschlusses und Vergleich des Spleißmusters mit HIV-NL4.3  

 

Um eine möglichst hohe Übereinstimmung des Spleißmusters zwischen HIV-NL4.3 

und dem Minigenkonstrukt zu erreichen, wurden subgenomische HIV-NL4.3 Bereiche 

wie in Abb. 2 D (S. 7) dargestellt, zusammengefügt (Plasmidbezeichnung: dsEx2 

dsEx3 komplett/kurz). Darüberhinaus wurde geprüft, ob auch die Länge der Intronse-

quenz gekürzt werden konnte, ohne das Spleißmuster zu ändern (Abb. 2 D und Abb. 

10 A). Verglichen mit dem Spleißmuster der HIV-NL4.3 RNA konnte nach Transfekti-

on von HeLa-T4+ mit jeweils einem der beiden Vektoren ebenfalls gespleißte RNA 

nachgewiesen werden, die bevorzugt das Exon 3 eingeschlossen hatte. Dagegen 

konnte deutlich weniger von der Spleißvariante nachgewiesen werden, die kein 

 

___________________________________________________________________ 
Abb. 10: Analyse der Leaderexon-Expression in Vier-Exon-drei-Intron-Vektoren. A: Schemati-
sche Darstellung der Vier-Exon-drei-Intron-Minigenkonstrukte mit vollständigem mittleren Intron (oben) 
oder gekürzter Form (unten). Die Vektoren enthalten die Sequenz des LTRs bis zum Ende des Exons 
1, das folgende Intron wurde gekürzt. Die Sequenz ab 77 Nt vor dem Spleißakzeptor 2 ist bis 60 Nu-
kleotide hinter dem Spleißdonor 3 ungekürzt und schließt die Exons 2 und 3 ein. Das Intron zum Exon 
4 weist wieder eine Kürzung auf, wobei das Exon 4 selbst bis zum Beginn des tat-Leserahmens un-
verändert ist. Der tat-Leserahmen wurde duch die Insertion eines CAT-Leserahmens ersetzt. B: RNA-
Nachweis mittels RT-PCR. 2,5 x 105 Hela-T4 Zellen wurden mit FuGeneTM6 transient mit je 2µg der 
Vier-Exon-drei-Intron-Vektoren, 1 µg SVctat und 1µg pXGH5 (Bestimmung der Transfektionseffizienz) 
cotransfiziert. Nach 30 Stunden wurde die Gesamt-RNA präpariert. Die Hälfte der isolierten RNA wur-
de mit DNase I inkubiert und anschließend mittels dT16 Primer und M-MLV revers transkribiert. Der 
Nachweis erfolgte durch Auftrennung der im linearen Bereich amplifizierten Produkte auf einem 3% 
Metaphor-Agarosegel. Die Auswertung erfolgte mit einem F1 Lumi-Imager der Firma Roche. Links des 
Gels ist die Zuordnung der gespleißten Produkte und deren theoretische Größe angegeben. Das unte-
re kleinere Gel zeigt die Kontrolle der Transfektionseffizienz (hGH). Spur 1: LTR ds2 ds3 komplett; 
Spur 2: LTR ds2 ds3 kurz. C: Weitere theoretisch nachweisbare Zwischenprodukte. D: Schematische 
Auswertung des Einschlusses von Exon 2, 3 und 2+3, sowie dem Anteil an RNA ohne Leaderexon. 
Zum Vergleich wurden Werte aus der Arbeit von Purcell und Martin ((336); grün), sowie des HIV-NL43 
(rot) hinzugezogen. 
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Leaderexon enthielt. Auffallend war der geringe Exon 2 Einschluss, der intronabhän-

gig zu sein schien. Während in Gegenwart des verkürzten mittleren Introns die 

Spleißvariante mit Exon 2 kaum nachweisbar war, so war die Menge dieser Spleiß-

variante in Gegenwart des vollständigen Introns deutlich erhöht, wenngleich sie nur 

halb so hoch war, wie nach der HIV-1 Infektion (Abb. 10 B/D). Der gleichzeitige Ein-

schluss beider Leaderexons erfolgte gleich häufig wie nach der Infektion und war 

nicht intronbeeinflusst.  

Aufgrund der qualitativen Übereinstimmung des Spleißmusters der Minigenkonstruk-

te und der größeren quantitativen Vergleichbarkeit der Spleißvarianten vom Minigen-

konstrukt mit ungekürztem Intron, wurde dieses für die nachfolgenden Untersuchun-

gen im Drei-Intron-Kontext verwendet. 

 

3.1.3 Charakterisierung der flankierenden Spleißstellen der Exons 2 und 3 
 

Die Erkennung einer Exonsequenz wird wesentlich durch die Stärke der flankieren-

den Spleißstellen beeinflußt. Zur Untersuchung der Spleißdonorstärke wurde ein 

Vektorsystem gewählt, bei dem die gebildete Glykoproteinmenge mit der Effizienz 

der U1 snRNA Bindung an der HIV-1 Spleißdonorstelle #4 korreliert 

(SVsd1SDx∆vpuenv;63,145,214). Dabei kann die Effizienz der U1 snRNA Bindung 

durch die Komplementarität zwischen dem 5’ Ende der U1 snRNA und der 5’ Spleiß-

stellensequenz beschrieben werden. Je höher die Komplementarität, desto mehr 

Protein kann gebildet werden und umso stärker ist der Spleißdonor einzuordnen.  

Abbildung 11 A zeigt rechts neben dem Vektoraufbau, die Western Blot Analyse von 

transient transfizierten HeLa T4+ Zellen mit Vektoren, die entweder den Spleißdonor 

2 (Exon 2) oder den Spleißdonor 3 (Exon 3) vor dem env-Leserahmen enthalten. Für 

die inserierte Sequenz des SD3s konnte eine deutliche env-Expression nachgewie-

sen werden, während der Nachweis in Abhängigkeit vom SD2 nur gering war. Damit 

wurde der Spleißdonor des Exons 3 als deutlich effizienter eingestuft, als der des 

Exons 2. 

Basierend auf einer umfangreichen Mutationsanalyse der 5’ Spleißstelle #4 (SD4) in 

dem oben beschriebenen U1 snRNP-abhängigen env-Expressions-Vektor wurde ein 

computergestütztes Analyseprogramm entwickelt (Splicefinder: www.splicefinder.net; 

145,214), welches die Stärke der Spleißdonor-Sequenzen bewertet. 
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Abb.11: Charakterisierung der Spleißdonorse-
quenzen SD2 und SD3 sowie der Spleißakzeptor-
sequenzen SA2 und SA3. A: Schematische Darstel-
lung des Vektors zur Untersuchung der SD-Stärke, 
rechts ein Western Blot dieses Vektors mit den inse-
rierten Spleißdonorsequenzen SD2 bzw. SD3. Die 
Tabelle zeigt das Wasserstoffbrückenmuster 
(HBB;Spalte 2), wobei Längsstriche jeweils eine Fehl-
basenbpaarung darstellen. Die Spalten 3 und 4 zeigen 
die Bewertung der Stärke anhand des Splicefinders 
(www.splicefinder.net) und des MaxEntScore 
(http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_
scoreseq.html; w: weak; HC: High Complementarity; 
LC: Low Complementarity). Die letzten beiden Spalten 
geben Auskunft über die Nutzung der Donorsequen-
zen abhängig von der Replikationsphase des Virus 
(336). B: Die Tabelle zeigt neben der Nutzung der 
Spleißakzeptorsequenzen in Abhängigkeit von der 
Replikationsphase des Virus (Spalte 5 und 6), die 
Komplementarität der Verzweigungsstelle mit der U2 
snRNA (Spalte 4) und die Einordnung der Effizienz 
der Akzeptoren (Spalte 2 und 3; (134,213); 
http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_s
coreseq.html). Hierzu sind auch der Northern Blot und 
die statistische Auswertung abgebildet (entnommen 
aus 213). 
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Spleißdonoren, die nur eine geringe Komplementarität zur U1 snRNA aufweisen und 

im oben beschriebenen Vektorsystem nicht zur env-Bildung führen, werden mit LC – 

Low Complementarity – bezeichnet, Spleißdonoren, die zur env-Expression führen, 

als HC – High Complementarity. Liegt die Komplementarität einer Spleißdonor- 

sequenz nahe dem Schwellenwert des für die Erkennung durch das U1 snRNP not-

wendigen Wasserstoffbrückenmusters, wird sie zusätzlich mit einem w (weak)  

markiert. Letzteres traf für beide untersuchten Spleißdonoren zu, wobei der SD2  

unterhalb und der SD3 geringfügig oberhalb des Schwellenwertes lag (Abb. 11 A). 

Obwohl der SD2 nicht zum env-Nachweis führte, also nur eine geringe Komplemen-

tarität zur U1 snRNA aufwies, wird er in der frühen Phase der HIV-1 Replikation in 16 

% aller Transkripte verwendet (Abb. 11 B, Spalte 5 und 6;336). Dies deutete auf eine 

zusätzliche positive Regulation der Spleißdonorsequenz durch cis-regulatorische  

Elemente hin.  

Die Ergebnisse des Splicefinders wurden mit einem zweiten Programm: MaxEntScan 

(http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq.html;134) verglichen. 

Im Gegensatz zum Splicefinder beruhen die ermittelten Werte auf dem Prinzip der 

maximalen Entropie-Bestimmung (MEP). Die maximale Entropie weist dabei einen 

Wert von 0 auf, also keinen Informationsgehalt. Bei einer Konsensussequenz würde 

dies einer Position entsprechen, an der alle Nukleotide mit gleicher Häufigkeit vor-

kommen. Die Untersuchung einer beliebigen Spleißdonorsequenz beruht auf dem 

Vergleich mit einer spezifischen Untergruppe einer Konsensus-Spleißdonorsequenz, 

bei der der relative Informationsgehalt (relative Entropie) und die Frequenz der Ba-

sen an jeder Position bestimmt wurden. Aus diesen beiden Werten läßt sich ein Ver-

gleichswert ableiten. Je größer dieser Wert ist, desto höher ist die Übereinstimmung 

mit dieser spezifischen Konsensussequenz, und umso effizienter ist der Spleißdonor 

einzuordnen. Für die Bildung der Untergruppen der Konsensus-Spleißdonorsequenz 

wurden Nachbarschaftsbeziehungen zwischen den Nukleotiden der Spleißdonorse-

quenz berücksichtigt.  

Die Untersuchung der Spleißdonoren 2 und 3 ergab Werte von 5,73 bzw. 9,45 (Abb. 

11 B, Spalte 4). Damit konnte die relative Stärke der Spleißdonoren bestätigt werden. 

Aufgrund ihrer geringeren Aussagekraft wurden andere Analyseprogramme wie z. B. 

NNSPLICE, SpliceView, GeneID-3 und NetGene2 nicht verwendet. 
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Die experimentelle Bestimmung der Effizienz der Spleißakzeptorsequenzen beruhte 

auf der RNA Analyse transient transfizierter HeLa-T4+ Zellen mit Ein-Intron-Vektoren, 

bei denen jeweils nur die 3’ Spleißstelle ausgetauscht worden war (213). Wie schon 

für die Spleißdonoren beobachtet, zeigte die Spleißakzeptor-Sequenz des Exons 2 

eine geringere intrinsische Effizienz, als die des Exons 3. Erwartungsgemäß fiel auch 

die Nutzung der untersuchten Spleißakzeptoren im HIV-Genom aus: 16% der 

Transkripte wurden unter Nutzung des SA2s gespleißt, 26% unter Nutzung des 

SA3s.  

Für die Einordnung der Stärke der Spleißakzeptor-Sequenzen gibt es ebenfalls einen 

Algorithmus (MaxEntScan-Programm), der die Exon-Intron-Grenze und einen Teil 

des Polypyrimidintraktes (-20 bis +3) bewertet. Der Vergleich der Spleißakzeptoren 

#2 und #3 zeigte für den Spleißakzeptor #3 eine deutlich höhere Effizienz: 9,43 zu 

6,41. 

Zusammenfassend ließ sich sagen, dass in Übereinstimmung mit den experimentel-

len Ergebnissen, dass nämlich das Exon 3 häufiger als das Exon 2 eingeschlossen 

wurde, beide flankierenden Spleißstellen des Exons 2 deutlich schwächer bewertet 

wurden, als die des Exons 3. 

 

3.2 Analyse cis-wirkender Elemente im Exon 2 
 

Da das Exon 2 real häufiger eingeschlossen wurde als aufgrund seiner schwachen 

Spleißstellen zu erwarten gewesen wäre, legte dies die Vermutung nahe, dass das 

Exon 2 positive spleißregulierende Sequenzen enthalten könnte (vgl. 247). Um diese 

identifizieren zu können, wurde ein Minigenkonstrukt hergestellt, welches neben dem 

Exon 2 und den flankierenden Spleißstellen SA2 und SD2, die Exons 1 und 4, wie 

unter Abb. 10 beschrieben, enthielt (Abb. 12 A; ds Ex2). Die transiente Transfektion 

von HeLa-T4+ -Zellen mit diesem Plasmid zeigte zwar, dass nahezu die gesamte 

nachweisbare RNA-Menge gespleißt wurde (>95 %) (Abb. 12 B, Spur 1 und C links), 

der Exoneinschluss aber lediglich bei 34 % lag. Der größte Anteil konnte einem Zwi-

schenprodukt zugeordnet werden, dass lediglich den ersten Spleißdonor und den 

SA2 genutzt hatte (46 %). Damit lag die Erkennung des SA2 bei insgesamt 80%.  

Erstaunlicherweise konnte fast nur das Zwischenprodukt nachgewiesen werden, bei 

dem das erste Intron entfernt worden war, während die Spleißvariante, welche nur 

das zweite Intron herausgespleißt hatte, so gut wie gar nicht detektiert wurde. 
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Diese Akkumulation der bereits einfach gespleißten RNA ließ darauf schließen, dass 

das zweite Spleißereignis, vom SD2 auf den terminalen Spleißakzeptor, der zeitlich 

limitierende Schritt für den Einschluss des Exons darstellte. Dies stimmt mit der  

Charakterisierung der flankierenden Spleißstellen des Exons 2 dahingehend überein, 

dass der Spleißakzeptor zwar schwach, aber nutzbar war, der Spleißdonor hingegen 

in eine Kategorie fiel, welche die U1 snRNP-Bindung nur unzureichend unterstützte 

(Abb. 11 A). Damit konnte für diese RNA auf eine Spleißreihenfolge geschlossen 

werden, die auf der zeitlich verzögerten Erkennung des Spleißdonors und der effi-

zienten Erkennung eines intrinsisch schwachen Spleißakzeptors beruhte. 

 

3.2.1 Die Erkennung des Exons 2 hängt von zwei Heptamer-Motiven ab 
 

Obwohl der SA2 intrinsisch schwach ist, wurde er dennoch bei 80% der RNAs zum 

Spleißen verwendet. Die Überprüfung der Exon 2 Sequenz auf potentielle cis-

regulatiorische Elemente, führte zur Identifizierung von zwei identischen purinreichen 

Heptamermotiven mit der Sequenz TGGAAAG (Abb. 13, pNLA1). Beide Elemente, 

nachfolgend als M1 und M2 bezeichnet, wurden einzeln durch Punktmutationen  

verändert (Abb. 13, ∆M1 und ∆M2) und deren Einfluss auf den Exon-Einschluss  

untersucht. Die RNA-Analyse ergab für beide Motive einen essentiellen Anteil an der 

Definition des Exons 2 beim Spleißen (Abb. 12 B, Spur 2, 3; Abb.12 C). Die Mutation 

des ersten Heptamermotivs führte zum vollständigen Verlust der SA2 Nutzung, die 

Mutation des zweiten Motivs verringerte seine Nutzung auf weniger als 6 %. Da mit 

diesem Experiment gezeigt worden war, dass beide Motive für den Exoneinschluss 

von herausragender Bedeutung waren, konnte es sich hier sowohl um einen Enhan-

cer mit zwei Bindungsstellen handeln, als auch um zwei Enhancer mit unterschiedli-

cher Ausrichtung, die in diesem Kontext jedoch beide benötigt wurden. 
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Abb 12: Expressionsanalyse des Exon 2 Minigenkonstruktes. A: Schematische Darstellung des 
Zwei-Intron-Minigenkonstrukte mit Exon 2 und den flankierenden Spleißstellen (LTR ds Ex2). B: RNA-
Nachweis mittels RT-PCR. 2,5 x 105 Hela-T4 Zellen wurden mit FuGeneTM6 transient mit je 2µg der 
Zwei-Intron Vektoren, 1 µg SVctat und 1µg pXGH5 (Bestimmung der Transfektionseffizienz) cotransfi-
ziert. Nach 30 Stunden wurde die Gesamt-RNA präpariert. Die Hälfte der isolierten RNA wurde mit 
DNase I inkubiert und anschließend mittels dT16 Primer und M-MLV revers transkribiert. Der Nachweis 
erfolgte durch Auftrennung der im linearen Bereich amplifizierten Produkte auf einem 3% Metaphor-
Agarosegel. Die Auswertung erfolgte mit einem F1 Lumi-Imager der Firma Roche. Die Banden „nur 
vorne gespleißt“ sind für die Spuren 2 und 3 mit verlängerter Belichtung abgebildet (weißes Kästchen). 
Rechts des Gels ist die Zuordnung der gespleißten Produkte und deren theoretische Größe angege-
ben. Das untere kleinere Gel zeigt die Kontrolle der Transfektionseffizienz (hGH). Spur 1: LTR ds 
Ex22; Spur 2: LTR ds Ex2 ∆M1; Spur 3: LTR ds Ex2 ∆M2. C: Statistische Auswertung von mindestens 
drei Transfektionen mit Standardfehler. Es wurde eine Einteilung in ungespleißte (us), nur vorne 
gespleißte (vs), nur hinten gespleißte (hs), sowohl vorne als auch hinten gespleißte (ds) und RNA 
ohne Einschluss eines Leaderexons (sk) vorgenommen. Die RNA-Menge jedes Vektors wurde auf 
100 normiert. 
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Sequenz Exon 2

Ohne Mutation: GGACAGCAGAGATCCACTTTGGAAAGGACCAGCAAAGCTCCTCTGGAAAG
∆M1 : GGACAGCAGAGATCCACTT CT TCTG A GACCAGCAAAGCTCCTCTGGAAAG
∆M2 : GGACAGCAGAGATCCACTT

 

 
Abb. 13: Sequenz des Exons 2 und mutierte Sequenzen. In rot und grün sind die Heptamermotive 
dargestellt, in blau die jeweils eingefügten Mutationen. Die Mutationen zur spezifischen Inaktivierung 
der ASF/SF2-Bindungsstelle enthalten jeweils eine weitere Mutation (schwarz, unterstrichen), die kei-
nen Einfluss auf das Proteinbindungsmuster zeigte (ohne Abbildung), jedoch zur Identifizierung positi-
ver Klone benutzt wurde. Bei der Mutation ∆M1 pNL43 handelt es sich bezüglich der überlagernden 
kodierenden Sequenz des Proteins pol, um eine stille Mutation, also ohne Einfluss auf die AS-
Sequenz, die in der untersten Zeile abgebildet ist. 

 
 

3.2.2 Beide Heptamersequenzen wirken positiv auf die Spleißakzeptorerken-
nung 

 

Um zu untersuchen, ob die identifizierten Motive unabhängig voneinander auf den 

Akzeptor wirken, wurde zunächst der Spleißdonor des Exons 2 deletiert (Abb. 14 A; 

SA2 Ex2). Innerhalb dieser Ein-Intron-Transkriptionseinheit mit alternativen Splei-

ßakzeptoren wurde dann ein oder wahlweise beide Heptamermotive mutiert. HeLa-

T4+ Zellen wurden mit diesen Vektoren und einem tat-exprimierenden Vektor zur Ak-

tivierung des LTR-Promotors cotransfiziert. Die RNA-Analyse zeigte, dass die  

Mutation des ersten Heptamermotivs eine Abnahme der Nutzung des SA2 von 83 % 

auf 51 % (Abb. 14; Spur 1 und 2) herbeiführte. Die zusätzliche Mutation des zweiten 

Motivs führte zu einem fast vollständigem Verlust der SA2-Erkennung (4 %) (Abb. 14 

B; Spur 3). Dieser Rückgang führte gleichzeitig zu einer verstärkten Nutzung des 

terminalen Spleißakzeptors. Bei Anwesenheit der unveränderten Heptamermotive 

wurden nur 10 % der RNAs auf den letzten Spleißakzeptor gespleißt, skippten also 

das Exon 2. Die Mutation beider Heptamermotive führte zu einem Anstieg auf 96 %. 

Diese Ergebnisse zeigten, dass beide Motive als cis-wirkende Elemente angesehen 

werden können, die im Sinne eines exonischen Spleißenhancers zur Aktivierung des 

Spleißakzeptors beitrugen. Nur die gleichzeitige Deletion des Spleißdonors und der 

Heptamermotive führten zum nahezu vollständigen Verlust der Spleißakzeptor-

TGGAAAGGACCAGCAAAGCTCCTCTGCTATC
∆M1 SF2-: GGACAGCAGAGATCCACTT TTGG AAAGACCAGCAAAGCTCCTCTGGAAAG
∆M2 SF2-: GGACAGCAGAGATCCACTTTGGAAAGGACTAGCAAAGCTCCTCTGGGAAG
∆M1 pNL43: GGACAGCAGAGATCCACTT GTGGAA GGACTAGCAAAGCTCCTCTGGAAAG

AS-Sequenz: Arg Asp Ser Arg Asp Pro Val Trp Lys Gly Pro Als Lys Leu Leu Trp Lys Gly

Sequenz Exon 2

Ohne Mutation: GGACAGCAGAGATCCACTTTGGAAAGGACCAGCAAAGCTCCTCTGGAAAG
∆M1 : GGACAGCAGAGATCCACTT CT TCTG A GACCAGCAAAGCTCCTCTGGAAAG
∆M2 : GGACAGCAGAGATCCACTTTGGAAAGGACCAGCAAAGCTCCTCTGCTATC
∆M1 SF2-: GGACAGCAGAGATCCACTT TTGG AAAGACCAGCAAAGCTCCTCTGGAAAG
∆M2 SF2-: GGACAGCAGAGATCCACTTTGGAAAGGACTAGCAAAGCTCCTCTGGGAAG
∆M1 pNL43: GGACAGCAGAGATCCACTT GTGGAA GGACTAGCAAAGCTCCTCTGGAAAG

AS-Sequenz: Arg Asp Ser Arg Asp Pro Val Trp Lys Gly Pro Als Lys Leu Leu Trp Lys Gly
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Erkennung. Da frühere Experimente gezeigt hatten, dass bereits nur die Deletion des 

Spleißdonors schon den Verlust der Exonerkennung herbeiführte, führten demnach 

die Heptamermotive zu einer Spleißdonor-unabhängigen Aktivierung des Spleißak-

zeptors. 

 

3.2.3 Die Heptatmersequenzen förden die Erkennung des Spleißdonors durch 
Unterstützung der U1 snRNP-Bindung 

 

Da beide Heptamermotive zur Spleißakzeptornutzung beitrugen, stellte sich die  

Frage, ob bei fehlendem Spleißakzeptor beide Elemente, im Sinne eines bidirektio-

nalen Enhancers, auch die Nutzung des Spleißdonors unterstützen könnten. Hierzu 

wurde ein dem oben beschriebenen Vektor (3.2.3) äquivalentes Konstrukt herge-

stellt, welches den Spleißdonor, aber nicht den Spleißakzeptor enthielt (Abb. 15 A; 

Ex2 SD2 formal: Ein-Intron-Konstrukt mit zwei alternativen Spleißdonoren). Die ge-

samte RNA wurde unter Auslassung des Exons 2 gespleißt, d.h. es wurde aus-

schließlich der Cap-proximale Spleißdonor genutzt. Die Enhancer-Elemente waren 

demnach nicht in der Lage den Spleißdonor 2 unabhängig vom Spleißakzeptor zu 

aktivieren (Abb. 15 B), wie es im vorigen Abschnitt für den Spleißakzeptor gezeigt 

werden konnte. 

Aus diesem Grund wurde der Untersuchungskontext dahingehend verändert, dass 

das Exon 2 mit seinem Spleißdonor anstelle des GAR Enhancers und des Spleiß- 

donors SD4 kloniert wurde und auf seine Fähigkeit getestet wurde die U1 snRNA 

Bindung am Spleißdonor SD2 zu unterstützen. Dieser Austausch erfolgte in einem 

Glykoprotein-Expressionsvektor, bei dem die gebildete Glykoproteinmenge mit der 

Effizienz der U1 snRNA Bindung an der HIV-1 Spleißdonorstelle #4 korreliert 

(63,145,214). Abb 16 A zeigt den Aufbau dieses Vektors (SV(leader)SD4∆vpuenv; 

Leader => Ex2). HeLa-T4+ Zellen wurden transfiziert und die env-Expression im 

Western Blot nachgewiesen. Erste Ergebnisse zeigten, dass diese Kombination nicht 

zur Bildung von env-Protein führte (Abb. 16 B; Spur 2). Da der SD2 nur eine geringe 

Komplementarität zur U1 snRNA aufwies, wurden die effizienteren HIV-1 Spleiß- 

donoren in diesen Vektor kloniert. Die Western Blot Analyse zeigte einen deutlichen 

Unterschied beim Nachweis des Glykoproteins: Die Spleißdonoren #1 und #4 wiesen 

bei einer Komplementarität von 16 bzw. 18 kontinuierlichen HBB zur U1 snRNA eine 

starke env-Expression auf (Abb. 16 B; Spuren 1 und 4), während der SD2 keine 
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Abb. 14: Einfluss des Heptamermotivs auf den Spleißakzeptor. A: Schematische Darstellung des 
Drei-Exon-Zwei-Intron-Minigenkonstrukts (formal: Ein-Intron-Minigenkonstrukt mit zwei alternativen 
Spleißakzeptoren) mit Exon 2, wobei der Spleißdonor als flankierende Spleißstelle deletiert wurde 
(LTR SA2 ex2). B: RNA-Nachweis mittels RT-PCR. 2,5 x 105 Hela-T4 Zellen wurden mit FuGENETM 6 
transient mit je 2µg der Drei-Exon-Zwei-Intron Vektoren, 1 µg SVctat und 1µg pXGH5 (Bestimmung 
der Transfektionseffizienz) cotransfiziert. Nach 30 Stunden wurde die Gesamt-RNA präpariert. Die 
Hälfte der isolierten RNA wurde mit DNase I inkubiert und anschließend mittels dT16 Primer und M-
MLV revers transkribiert. Der Nachweis erfolgte durch Auftrennung der im linearen Bereich amplifizier-
ten Produkte auf einem 3% Metaphor-Agarosegel. Die Auswertung erfolgte mit einem F1 Lumi-Imager 
der Firma Roche. Links des Gels ist die Zuordnung der gespleißten Produkte und deren theoretische 
Größe angegeben. Das untere kleinere Gel zeigt die Kontrolle der Transfektionseffizienz (hGH). Spur 
1: LTR SA2 Ex2; Spur 2: LTR SA2 Ex2 ∆M1; Spur 3: LTR SA2 Ex2 ∆M1∆M2. C: Statistische Auswer-
tung von mindestens drei Transfektionen mit Standardfehler. Es wurde eine Einteilung in nur vorne 
gespleißte (vs, grün) und RNA ohne Einschluss eines Leaderexons (sk, rot) vorgenommen. 
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(Spur 2) und der SD3 nur einen geringen Nachweis (Spur 3) zuließen. Da die Enhan-

cer-Funktion der cis-wirkenden Sequenzen im Exon 2 untersucht werden sollte, wur-

den die Heptamermotive analog zu den Mutationen in Abschnitt 3.2.3 mutiert und in 

Verbindung mit dem effizienteren Spleißdonor SD4 getestet. Nach transienter Trans-

fektion von HeLa-T4+ Zellen mit diesen Plasmiden wurde die env-Expression auf Pro-

tein-Ebene analysiert. Während die unveränderte Exon 2-Sequenz den Nachweis  
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Abb.15: Einfluss des Heptamermotivs auf den Spleißdonor. A: Schematische Darstellung des 
Drei-Exon-Zwei-Intron-Minigenkonstrukts (formal: Ein-Intron-Minigenkonstrukt mit zwei alternativen 
Spleißdonoren) mit Exon 2, wobei der Spleißakzeptor als flankierende Spleißstelle deletiert wurde 
(LTR Ex2 SD2). B: RNA-Nachweis mittels RT-PCR. 2,5 x 105 Hela-T4 Zellen wurden mit FuGENETM 6 
transient mit je 2µg der Zwei-Intron-Vektoren, 1 µg SVctat und 1µg pXGH5 (Bestimmung der Trans-
fektionseffizienz) cotransfiziert. Nach 30 Stunden wurde die Gesamt-RNA präpariert. Die Hälfte der 
isolierten RNA wurde mit DNase I inkubiert und anschließend mittels dT16 Primer und M-MLV revers 
transkribiert. Der Nachweis erfolgte durch Auftrennung der im linearen Bereich amplifizierten Produkte 
auf einem 3% Metaphor-Agarosegel. Die Auswertung erfolgte mit einem F1 Lumi-Imager der Firma 
Roche. Rechts des Gels ist die Zuordnung der gespleißten Produkte und deren theoretische Größe 
angegeben. Spur 1: LTR Ex2 SD2; Spur 2: LTR Ex2 SD2 ∆M1. 
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SD4

 

 

  
 
Abb.16: Einfluss des Heptamermotivs auf die U1 snRNP Bindung an den Spleißdonor.  
A: Schematische Darstellung des env-Expressionsvektors zur Untersuchung des Einflusses von Lea-
dersequenzen auf die Nutzung des Spleißdonors durch das U1 snRNP. Unterhalb befinden sich die 
beiden inserierten Leadersequenzen (Ex2 und Ex2 ∆M1. B/C: Env Glykoprotein-Nachweis im Western 
Blot. 2,5 x 105 Hela-T4+ Zellen wurden mit FuGENETM 6 transient mit je 2µg der env-exprimierenden 
Vektoren, 1 µg SVcrev und 1µg pGL3 (Bestimmung der Transfektionseffizienz) cotransfiziert. Nach 48 
Stunden wurden die Proteine präpariert und nach Normierung auf die Gesamtproteinmenge und 
Transfektionseffizienz auf einem 7% SDS-Gel aufgetrennt und geblottet.  
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von env-Glykoprotein ermöglichte, führte die Mutation des ersten Heptamermotivs zu 

einer starken Abnahme, die Mutation des ersten und zweiten Motivs zum nahezu 

vollständigen Verlust der Glykoprotein-Expression (Abb. 16 C/D). Ähnlich wie bei der 

Untersuchung des Einflusses der Heptamer-Sequenzen auf den Spleißakzeptor, 

zeigten auch hier beide Enhancer-Elemente einen Einfluss auf den Spleißdonor. Nur 

die gleichzeitige Mutation beider Heptamere führte zum Verlust der U1 snRNP-

Bindung an den Spleißdonor und damit zum Verlust der env-Expression.  

Der Vergleich mit einem ESE-Element im Exon 5 von HIV-1 (GAR;(63); Abb. 16 C, 

Spur 1) ermöglichte die Einordnung der relativen Stärke des im Exon 2 identifizierten 

Enhancer-Elementes. Mehrere Durchführungen des Experimentes zur Bestimmung 

der ESE-Stärke zeigten einen Rückgang der env-Expression um etwa die Hälfte bei 

Verwendung des Exon 2-Enhancers im Vergleich zum GAR Enhancer. Damit war die 

regulatorische Wirkung des Exon 2-Enhancers in diesem Kontext deutlich geringer. 

Zusammenfassend ließ sich sagen, dass beide Heptamermotive sowohl den Splei-

ßakzeptor als auch den Spleißdonor positiv regulieren konnten. In Abwesenheit einer 

Spleißstelle war die Mutation des ersten Heptamers nicht ausreichend, um die Ex-

pression zu unterbinden. Waren beide Spleißstellen vorhanden, wurden auch beide 

Heptamere für den Spleißvorgang benötigt. 

 
 

3.2.4 Charakterisierung der Heptamersequenzen mit dem ESEfinder und dem 
Rescue-ESE 

 

Aufgrund der vorangegangenen Untersuchungen lag eine sequenzspezifische Bin-

dung nukleärer Proteine an die Leaderexonsequenz nahe, welche die positiv-

regulierende Wirkung der Heptamermotive vermitteln. SR-Proteine werden sowohl 

als Proteine des konstitutiven als auch des alternativen Spleißens beschrieben und  

 

___________________________________________________________________  
Die Detektion erfolgte über einen Erstantikörper gegen gp120 (Boehringer), einem POD-gekoppelten 
Zweitantikörper und Chemilumineszenznachweis im F1-Lumi-Imager (Roche). B: Einfluss des Leade-
rexons 2 auf die vier HIV-1 Spleißdonoren. Spur 1: sd2SD1; Spur 2: SD2SD2; Spur 3: sd2SD3; Spur 
4: sd2SD4. C: Einfluss der Mutation des Heptamermotivs auf die env-Expression im Kontext des SD4. 
Spur 1: GARSD4; Spur 2: sd2SD4; Spur 3: sd2SD4 ∆M1; Spur 4: sd2SD4 ∆M1∆M2; Spur 5: Mock. D: 
Synzytienbildung der unter C beschriebenen Vektoren. Hierbei verschmelzen die Zellmembranen der 
env-exprimierenden Zellen mit denen der CD4-Rezeptor tragenden Zellen und bilden abhängig von 
der Menge oberflächen-ständigen env-Glykoproteins vielkernige Riesenzellen aus. 
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können positionsabhängig eine Inhibition, wie auch eine Verstärkung des Spleißens 

bedingen (383). Für vier der ~10 identifizierten klassischen SR-Proteine war im Laufe 

der hier vorgelegten Arbeit ein Algorithmus entwickelt worden, der potentielle SR-

Bindungsstellen vorhersagt (71,72; release 2.0). Mit Hilfe dieses Programms  

wurden daraufhin die Heptamermotive (M1 und M2) bzw. ihre Mutationen analysiert 

(Abb. 17; obere Hälfte). Beide Heptamermotive waren jeweils Teil einer möglichen 

ASF/SF2 Bindungsstelle und in beiden Fällen wurden diese Bindungsstellen durch 

die Mutation des Heptamers deletiert.  

Gleichzeitig entstand bei der Mutation des ersten Heptamers eine potentielle SRp40 

Bindestelle und die Mutation des zweiten Heptamers führte zu einer Abwertung einer 

überlappenden potentiellen SRp40 Bindungsstelle. Um zu klären, ob auch spezifi-

sche Änderungen im vorhergesagten SR-Proteinbindungsmuster den experimentell 

identifizierten ESE inaktivierten, wurden Mutationen ausgewählt, die lediglich die  

potentiellen ASF/SF2-Bindungsstellestellen inaktivieren sollten (Abb. 13; Abb. 17  

oben). Diese wurden mit einem weiteren Programm, dem Rescue-ESE (134) analy-

siert, welches bereits bekannte Enhancer-Sequenzen mit der zu untersuchenden 

Sequenz vergleicht (Abb. 17 unten). Dieses Programm zeigte an der Position des 

ersten Heptamermotivs eine Anhäufung schon identifizierter Hexamer-Enhancer (5), 

an der Stel- le des zweiten Heptamers einen bekannten Hexamer-Enhancer. Sowohl 

die oben untersuchen Mutationen der Heptamermotive, als auch die Mutationen zur 

Inaktivierung der theoretischen ASF/SF2-Bindungsstellen, führten zum Verlust der 

vom Rescue-ESE vorhergesagten Hexamer-Enhancer. Zur experimentellen Überprü-

fung dieser theoretischen Vorhersagen wurden die Mutationen der potentiellen 

ASF/SF2-Bindestellen in den Vektor mit der Exon 2-Sequenz und den beiden flankie-

renden Spleißstellen (Abb.18 A) eingefügt. Die RNA-Analyse zeigte sowohl für die 

Mutation der ersten, als auch für die Mutation der zweiten potentiellen ASF/SF2-

Bindestelle (ds Ex2 ∆M1; ds Ex2 ∆M1∆M2) einen Verlust der Exonerkennung. Nahe-

zu die gesamte RNA wurde unter Ausschluss des Exons 2 gespleißt. Hieraus konnte 

abgeleitet werden, dass die Regulation zur Erkennung des Exons 2 durch zwei Hep-

tamermotive bewirkt wurde, welche mit potentiellen ASF/SF2-Bindestellen überlager-

ten und deren Mutation ebenfalls zum Verlust der Exonerkennung führte. 
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Abb. 17: Darstellung potentieller cis-regulatorischer Elemente im Exon 2. Direkt oberhalb der 
Exon 2 Sequenz sind die mit dem ESEfinder (http://rulai.cshl.edu/tools/ESE/) vorhergesagten poten-
tiellen Bindestellen der Proteine SF2/ASF (rot), SRp40 (grün), SC35 (blau) und SRp55 (gelb) darge-
stellt. Darüber befindet sich das veränderte Bindungsmuster bei Mutation der Heptamermotive, noch 
einmal darüber die Mutation der potentiellen SF2/ASF Bindestelle, ohne Beeinflussung der anderen 
vorhergesagten Bindestellen. Unterhalb der Exon 2 Sequenz sind die Bindemotive dargestellt, die 
vom Rescue-ESE (http://genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese/) identifiziert werden. Hierbei wird keine 
Bindesequenz für ein bestimmtes Protein vorhergesagt. Die mit Klammern eingefassten Bindestellen 
fallen sowohl bei Mutation des Heptamermotivs als auch bei Mutation der potentiellen SF2/ASF Bin-
destelle weg, mit Ausnahme der markierten Sequenz (blauer Stern; in Klammern darunter die neue 
ESE-Sequenz). 
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Abb. 18: Unterbindung der Exonerkennung durch Mutation der potentiellen SF2/ASF Bindestel-
len. A: Schematische Darstellung des Zwei-Intron-Minigenkonstrukte mit Exon 2 und den flankieren-
den Spleißstellen (LTR ds Ex2). B: RNA-Nachweis mittels RT-PCR. 2,5 x 105 Hela-T4 Zellen wurden 
mit FuGENETM 6 transient mit je 2µg der Zwei-Intron Vektoren, 1 µg SVctat und 1µg pXGH5 (Bestim-
mung der Transfektionseffizienz) cotransfiziert. Nach 30 Stunden wurde die Gesamt-RNA präpariert. 
Die Hälfte der isolierten RNA wurde mit DNase I inkubiert und anschließend mittels dT16 Primer und 
M-MLV revers transkribiert. Der Nachweis erfolgte durch Auftrennung der im linearen Bereich amplifi-
zierten Produkte auf einem 3% Metaphor-Agarosegel. Die Auswertung erfolgte mit einem F1 Lumi-
Imager der Firma Roche. Zwischen den Gelen ist die Zuordnung der gespleißten Produkte und deren 
theoretische Größe angegeben. Das untere kleinere Gel zeigt die Kontrolle der Transfektionseffizienz 
(hGH). Spur 1: LTR ds Ex2 ∆M1SF2-; Spur 2: LTR ds Ex2 ∆M2 SF2-. 
 
 

3.2.5 Analyse der Interaktion von Proteinen des Kernextraktes mit der Exon 2 
Sequenz 

 

Aufgrund der vorangegangenen Versuche lag eine sequenzspezifische Bindung 

nukleärer Proteine, speziell von ASF/SF2, an die Exon 2 Sequenz nahe. Zum Nach-

weis differentieller Proteinbindungsmuster wurde ein „Pull-Down“ Experiment durch-

geführt. Hierzu wurden mit Iod markierte und an Adipindäure-Beads gekoppelte in 

vitro-Transkripte mit Kernextrakt inkubiert. Die spezifisch gebundenen Proteine wur-

den nach Reinigung durch stringente Waschschritte mit Gelladepuffer von der RNA 

eluiert und im SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Mittels einer reversiblen Zink-

Färbung wurde das Proteinbindungsmuster dargestellt (Abb. 19 A/C).  
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Abb. 19: Protein-Bindungs-Nachweis mittels Pull-Down Experimenten. In vitro transkribierte T7-
haltige RNA wurde 1h mit Na-Perjodat markiert und über Nacht zur Bindung mit Adipinsäure-Beads 
inkubiert. Nach Inkubation der Bead-RNA-Komplexe mit Hela Kern-Extrakt wurden die spezifisch ge-
bundenen Proteine in Probenpuffer aufgenommen und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Zur Kontrolle 
der Proteinmenge wurden die Gele reversibel mit Zink gefärbt (A und C), anschließend geblottet und 
mit monoklonalen Antikörpern gegen SF2/ASF (B) bzw. gegen die RS-Domäne von SR-Proteinen 
(mAb104) (D) inkubiert. Die Detektion erfolgte einem POD-gekoppelten Zweitantikörper und Chemilu-
mineszenznachweis im F1-Lumi-Imager (Roche). A/C: Spur 1: kDa-Leiter; Spur 2: Kernextrakt; Spur 
3: T7Ex2; Spur 4: T7Ex2 ∆M1. B/D: Spur 1: Kernextrakt; Spur 2: T7Ex2; Spur 3: T7Ex2 ∆M1.  
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Zur Analyse wurden Transkripte der Exon 2-Sequenz mit und ohne Mutation des Mo-

tivs 1 verwendet. Beide Zink-gefärbten Gele wiesen ein ähnliches Proteinbindungs-

muster auf. Es konnten Banden bei etwa 50 kDa und 55 kDa, sowie bei 30 kDa und 

36 kDa deutlich nachgewiesen werden. In keinem der Versuche konnte allein durch 

die Proteinfärbung ein sequenzspezifisches Proteinmuster nachgewiesen werden. 

Die Laufhöhe des Proteins ASF/SF2 wird im phosphorylierten Zustand bei 36 kDa 

angegeben, die Laufhöhe im nicht-phosphorylierten Zustand bei etwa 30 kDa. Pro- 

blematisch bei der Untersuchung gebundener SR-Proteine ist die fast identische 

Größe verschiedener SR-Proteine wie z. B. 9G8, ASF/SF2, SC35 und SRp30c. Soll-

te die Mutation des Heptamermotivs zur Aufhebung der Bindung eines Proteins füh-

ren und gleichzeitig die Bindung eines anderen, gleichgroßen Proteins ermöglichen, 

wäre im gefärbten SDS-Gel kein Unterschied detektierbar. Um unabhängig von der 

Proteinfärbung spezifische Unterschiede bei der Proteinbindung der verschiedenen 

Transkripte nachweisen zu können, wurden die Affinitätspräzipitations-Ansätze mit-

tels Immunoblot auf die Interaktion mit Proteinen untersucht, die bereits oben  

beschrieben wurden (ASF/SF2) bzw. für die die Beeinflussung der Regulation von 

Spleißstellen schon beschrieben worden sind (SR-Proteine). Die Verwendung des 

monoklonalen ASF/SF2-Antikörpers als Erstantikörper führte zur Detektion von 3 

Banden auf den Höhen von 36 kDa, 30 kDa und 24 kDa (Abb. 19 B). Für die beiden 

kleineren Proteine konnte eine etwa gleichstarke Abnahme der Intesität festgestellt 

werden, die unabhängig von der Mutation des Heptamermotivs war und die wahr-

scheinlich auf eine etwas geringere Auftragsmenge in der zweiten Spur zurückzufüh-

ren war. Bei der Proteinbande von 30 kDa handelte es sich um den Nachweis nur 

gering- oder unphosphorylierten ASF/SF2s; die Identität des Proteins mit einer Größe 

von 24 kDa blieb offen.  

Das Protein mit einer Größer von 36 kDa zeigte eine stärkere Abnahme der Intensität 

durch die Mutation des Motivs als die beiden anderen, wobei noch eine schwache 

Bande detektierbar war. Von der Laufhöhe abgeleitet, handelte es sich um phospho-

ryliertes ASF/SF2. Sowohl eine zu starke, als auch eine zu geringe Phosphorylierung 

des Proteins führt zu seiner Inaktivierung (426,445).  

Lediglich ein bestimmtes Muster an gebundenen Phosphaten, welches zu einem  

apparenten Laufverhalten von etwa 36 kDa führt, katalysiert die trans-wirkenden  

Eigenschaften des ASF/SF2s. Im Fall des Exons 2 konnte damit gezeigt werden, 
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dass die Mutation des Heptamermotivs, die zur Aufhebung der Exonerkennung führ-

te, gleichzeitig die Bindung von ASF/SF2 stark reduzierte. 

Um die Bindung weiterer SR-Proteine nachzuweisen, für die kein monoklonaler Anti-

körper käuflich erhältlich war, wurde ein Immunoblot mit einem monoklonalen Anti-

körper gegen die phosphorylierten RS-Domänen mehrerer SR-Proteine (mAb104) 

inkubiert. Die beiden detektierten Proteine wiesen apparente Laufhöhen von 36 kDa 

und 40 kDa auf (Abb. 19 D). Während bei der oberen Proteinbande durch die Mutati-

on des Heptamermotivs eher eine geringe Zunahme zu sehen war, nahm die Intensi-

tät der 36 kDa Bande ab. Im Gegensatz zum Nachweis mit dem spezifischen 

ASF/SF2 Antikörper blieb bei Verwendung des Phospho-Antikörpers eine deutliche 

Bande sichtbar. Diese stammte entweder von der Bindung weiteren ASF/SF2´s an 

das zweite Motiv oder es handelte sich um ein anderes SR-Protein mit gleicher Lauf-

höhe, da im oberen Blot nahezu kein verbleibendes ASF/SF2 nach Mutation des ers-

ten Heptamers nachgewiesen werden konnte. Diese Frage blieb auch im weiteren 

Verlauf der Arbeit offen. 

 

3.2.6 Die ESE-Sequenzen sind innerhalb der HIV-1 Subtypen und im SIV kon-
serviert 

Um zu untersuchen, ob die identifizierten Heptamermotive oder die ASF/SF2-

Bindestellen innerhalb der HIV-1 Subtypen konserviert sind, wurden die jeweiligen 

Exon 2-Konsensus-Sequenzen miteinander verglichen (Abb. 20). Auffällig war die 

generell hohe Konservierung der Exon 2 Sequenz. Lediglich 4 Positionen (13, 17, 37 

und 40) zeigten eine Variabilität um mehr als ein Nukleotid, wobei die Position 13 

durch ein Pyrimidin und die Position 37 durch ein Purin bestimmt war. An Position 17 

kam bevorzugt ein Purin vor (A, selten G), während die Position 40 des Exons 

scheinbar keine Präferenz zeigte. Sowohl die Heptamermotive (lila Balken unter-

halb), wie auch die ASF/SF2 Bindestellen (rote Balken unterhalb) waren innerhalb 

der untersuchten HIV-1 Stämme konserviert. Dies ließ auf eine einheitliche Regulati-

on des Exons 2 innerhalb der HIV-1 Subtypen schließen und unterstreicht die Bedeu-

tung der Exonsequenz bei der Regulation der Genexpression.  

Ein Vergleich der HIV-1 Exon 2 Sequenz mit dem Exon 2 des SIV zeigte lediglich 

eine Konservierung des zweiten Heptamermotivs. Ein genauerer Sequenzvergleich 

deutete auf eine Verschiebung des Motivs um 2 Nukleotide hin, wodurch die  

Sequenz von TGGAAAG nach TGTGGAA verändert wurde. Bei Verwendung des 
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Rescue-ESE (134) konnten ESE-Elemente innerhalb der verschobenen Heptatmer-

motive identifiziert werden, die positionell denen im HIV-1 entsprechen und die daher 

die cis-regulatorischen Elemente des SIV-Exons 2 darstellen könnten. 

 
 

 

 
Abb. 20: Konservierung der cis-wirkenden Sequenzen im Exon 2 innerhalb der HIV-Stämme 
und im Vergleich zum SIV. In lila sind die konservierten Heptamer-Sequenzen dargestellt, in rot die 
potentiellen SF2/ASF-Bindestellen, die rot gerasterten Balken zeigen benachbarte potentielle 
ASF/SF2 Bindestellen im SIV. 
 

 

3.2.7 Stille Mutation der ASF/SF2-Bindungsstelle in der kodierenden vif-
Region 

 

Die vorangegangenen Ergebnisse hatten gezeigt, dass die zwei identifizierten Hep-

tamermotive zusammen für die Erkennung des Exons 2 essentiell waren, da die Mu-

tation eines Motivs zum Verlust des Einschlusses vom Exon 2 führte. Aufgrund der 

Konservierung der cis-regulatorischen Elemente des Exons 2 innerhalb der HIV-1 

Subtypen wurde eine weitere Mutation des ersten Heptamermotivs untersucht, die im 

kodierenden Kontext des Pol-Proteins keinen Einfluss auf die Aminosäure-Sequenz 

haben sollte („stille Mutation“) und so die Untersuchung des Einflusses des ESEs auf 

die virale Replikation erlauben sollte. Die Transsition des dritten A’s innerhalb des 

Heptamers (Abb. 13) führte unter Erhalt eines Lysin-Codons zum nahezu vollständi-

gen Verlust der Exonerkennung (Abb. 21) im Minigenkonstrukt (Abb. 12 A). Es konn-

te nur eine geringe Mengen von RNA detektiert werden, deren erstes Intron gespleißt 
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wurde bzw. die ein korrekt gespleißtes Exon 2 beinhaltete. Im Gegensatz zu den zu-

vor beschriebenen Motiv-Mutationen, wurde der größte Anteil der RNA ungespleißt 

retardiert und nicht unter Ausschluss des Exons 2 gespleißt. Da keine weitere stille 

Mutation gleichzeitig die ASF/SF2 Proteinbindestelle betraf, sollte diese Mutation in 

HIV-NL4.3 kloniert werden, um die Auswirkung auf die Replikation infektiöser HIV-1 

Viren zu untersuchen. Diese Experimente sollen, mangels eigenem S3-Labor, im 

Labor von Prof. Hauber in Hamburg durchgeführt werden, waren jedoch bis zum Ab-

schluss der Arbeit noch nicht beendet. 
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p

p
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p 
p 

p 
p 

p 
p 134 b

154 b

220 b
201 b

298 b
346 b

hGH   dsEx2      dsEx2         
                  ∆M1 pNL 

 
 
Abb. 21: Verringerung der Exonerkennung durch eine stille Mutation in einer SF2/ASF Binde-
stelle. RNA-Nachweis mittels RT-PCR. 2,5 x 105 Hela-T4 Zellen wurden mit FuGENETM 6 transient 
mit je 2µg der Zwei-Intron Vektoren, 1 µg SVctat und 1µg pXGH5 (Bestimmung der Transfektionseffi-
zienz) cotransfiziert. Nach 30 Stunden wurde die Gesamt-RNA präpariert. Die Hälfte der isolierten 
RNA wurde mit DNase I inkubiert und anschließend mittels dT16 Primer und M-MLV revers transkri-
biert. Der Nachweis erfolgte durch Auftrennung der im linearen Bereich amplifizierten Produkte auf 
einem 3% Metaphor-Agarosegel. Die Auswertung erfolgte mit einem F1 Lumi-Imager der Firma  
Roche. Rechts neben dem Gel ist die Zuordnung der gespleißten Produkte und deren theoretische 
Größe angegeben. Spur 1: LTR ds Ex2; Spur 2: LTR ds Ex2 ∆M1pNL. 
 

 

3.3 Analyse cis-wirkender Elemente im Exon 3 
 

Die Untersuchungen der Spleißstellen des Exons 3 (3.1.3) hatten gezeigt, dass zum 

Einen der Spleißdonor #3 die Bindung der U1 snRNA ermöglicht und im entspre-

chenden Kontext damit zum Nachweis von Env-Protein führt, also funktionell war, 

und zum Anderen, dass der Spleißakzeptor #3 trotz einer schlechteren Verzwei-

gungsstelle, fünfmal effizienter war, als der Spleißakzeptor #2 (Abb. 11 B). Diese  
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Ergebnisse standen im Einklang mit dem verstärkten Auftreten der Spleißvariante mit 

inserierter Exon 3-Sequenz nach Infektion von PM-1 Zellen mit HIV-NL4.3. 

Aufgrund dieser Voruntersuchungen wurde ein Minigenkonstrukt hergestellt, das wie 

die Vektoren im Abschnitt 3.2, die Exons 1 und 4 enthielt, sowie das Exon 3 mit  

flankierenden Spleißstellen als mittleres Exon (ds Ex3; Abb. 22 A). Die transiente 

Transfektion von HeLa-T4+ Zellen führte nur zu einem geringen Nachweis sowohl 

von prozessierter, als auch von unprozessierter RNA (Abb. 22 B; Spur 1). Die Analy-

se des Spleißmusters zeigte, dass die Spleißvariante mit Exon 3 Einschluss 84% 

ausmachte. Da neben diesem Spleißprodukt auch Spleißvarianten mit nur einem 

prozessierten Intron nachgewiesen werden konnten, fand insgesamt eine Erkennung 

des alternativ gespleißten Exons an dem wenigstens einer der beiden Exon 3 

Spleißstellen beteiligt waren in 92 % statt. In nur 2 % wurde das Exon 3 völlig ausge-

schlossen. 

Da der Spleißdonor zwar effizienter als der des Exons 2 war, jedoch nicht als „star-

ker“ Spleißdonor eingestuft wurde (63), führte dieses Ergebnis zu der Annahme, 

dass ähnlich wie im Exon 2 eine positive Regulation des Spleißens durch cis-

wirkende Elemente vorliegen könnte. 

 

3.3.1 Das im Exon 3 beschriebene Silencer-Element führt zur RNA-
Degradation 

 

Bereits 2001 beschrieben Bilodeau et al. (32) im Exon 3 drei hnRNP A1-

Bindungsstellen, die als Silencer des SA3s wirken sollten. Dieses Ergebnis konnte im 

vorangegangenen Versuch jedoch nicht bestätigt werden, da in 90 % die Spleißvari-

anten nachgewiesen wurden, die den SA3 erkannten.  

Um den Effekt des hnRNP A1-Silencer-Elementes zu untersuchen, wurden die von 

Bilodeau beschriebenen Mutationen der Bindungsstellen in den oben beschriebenen 

Vektor eingebracht (Abb. 26 A) und ihr Einfluss auf die Exonerkennung nach tran-

sienter Transfektion von HeLa-T4+ Zellen analysiert. Erstaunlicherweise führte die 

Mutation des „Silencers“ (ds Ex3 ESS-) zum Anstieg der Gesamt-RNA-Menge (Abb. 

22 B; vgl. Spur 1 und 2). Dieser Anstieg war allerdings spezifisch auf die Menge der 

Spleißvariante mit Einschluss des Exons 3 zurückzuführen (4,7 facher Anstieg), ohne 

dass deswegen der Akzeptor effizienter genutzt worden wäre (1.1 facher Anstieg). 
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Abb. 22: Expressionsanalyse des Exon 3 Minigenkonstruktes mit und ohne ESS-Element. A: 
Schematische Darstellung des Drei-Exon-Zwei-Intron-Minigenkonstrukts mit Exon 3 und den flankie-
renden Spleißstellen SA3 und SD3 (LTR ds Ex3). B: RNA-Nachweis mittels RT-PCR. 2,5 x 105 Hela-
T4 Zellen wurden mit FuGENETM 6 transient mit je 2µg der zwei-Intron Vektoren, 1 µg SVctat und 1µg 
pXGH5 (Bestimmung der Transfektionseffizienz) cotransfiziert. Nach 30 Stunden wurde die Gesamt-
RNA präpariert. Die Hälfte der isolierten RNA wurde mit DNase I inkubiert und anschließend mittels 
dT16 Primer und M-MLV revers transkribiert. Der Nachweis erfolgte durch Auftrennung der im linearen 
Bereich amplifizierten Produkte auf einem 3% Metaphor-Agarosegel. Die Auswertung erfolgte mit 
einem F1 Lumi-Imager der Firma Roche. Rechts des Gels ist die Zuordnung der gespleißten Produkte 
und deren theoretische Größe angegeben. Das untere kleinere Gel zeigt die Kontrolle der Transfekti-
onseffizienz (hGH). Spur 1: LTR ds Ex3; Spur 2: LTR ds Ex3 ESS-. 
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Diese Untersuchungen zeigten, dass der hnRNP A1-Silencer in diesem Kontext die 

Stabilität der Exon 3 enthaltenden RNA deutlich negativ beeinflusst, ohne dabei das 

Spleißmuster als solches zu verändern.  

 

3.3.2 Das Exon 3 beeinflusst die Stabilität der RNA bereits vor dem Spleißen 
 

Um untersuchen zu können, ob die Beeinflussung der Stabilität durch die Exon 3-

Sequenz zeitlich vor oder nach dem Spleißen erfolgte, wurde diese Sequenz und zur 

Kontrolle die Exon 2-Sequenz, ohne ihre Spleißstellen als ein Teil des Introns kloniert 

(Intronisierung der Exonsequenzen, Abb. 23 A; SD Ex2 SA und SD Ex3 SA). Hier-

durch konnte eine sequenzspezifsche Beeinflussung der RNA-Stabilität nach dem 

Spleißen ausgeschlossen werden. Das Exon 2 bzw. die Mutationen der Heptamer-

motive hatten in allen vorangegangenen Versuchen keinen Einfluss auf die Stabilität 

erkennen lassen und zeigten, dass die nachweisbare Gesamtmenge an RNA hier-

durch nicht verändert wurde (Abb. 23 B). Die für das ESS-Element bereits gezeigte 

Destabilisierung der RNA (3.3.1;239) konnte in diesem Kontext ebenfalls nachgewie-

sen werden. Sie war jedoch nur gut halb so groß, wie bei Anwesenheit beider 

Spleißstellen.  

Daraus ließ sich schließen, dass die Sequenz des Exons 3, bereits vor dem Splei-

ßen, zu einer teilweisen Herabsetzung der RNA-Menge führte. Inwiefern der geringe-

re Einfluss auf die Stabilität auf die Deletion der Spleißstellen zurückzuführen war, 

wurde im Folgenden ebenfalls untersucht. 

In einem zweiten Experiment wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Jörg Krummheuer 

(238) ein Konstrukt verwendet, welches die Sequenzen der Exons 1, 3 und 4 als 

cDNA enthielt. Durch diese Versuchsanordnung sollte bestimmt werden, ob das 

Spleißen des Exons 3 eine Voraussetzung für die RNA-Degradation darstellt. Da 

auch hier eine Verminderung der RNA-Menge (46 %) nachzuweisen war, konnte die 

Instabilität als spleißunabhängig beschrieben werden. 
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   Stabilisierung  ESS+ : ESS- a)  im Intron:  2,7  (hier)  
b)  im ds-Kontext: 4,6  (Abb. 22 C) 

 
 
Abb. 23: Einfluss der cis-regulatorischen Elemente in den Exons 2 und 3 auf die ungespleißte 
RNA. A: Schematische Darstellung der Ein-Intron-Minigenkonstrukte mit den Exonsequenzen 2 oder 3 
im Intron ohne die flankierenden Spleißstellen. B/C: RNA-Nachweis mittels RT-PCR. 2,5 x 105 Hela-
T4 Zellen wurden mit FuGENETM 6 transient mit je 2µg der Ein-Intron Vektoren, 1 µg SVctat und 1µg 
pXGH5 (Bestimmung der Transfektionseffizienz) cotransfiziert. Nach 30 Stunden wurde die Gesamt-
RNA präpariert. Die Hälfte der isolierten RNA wurde mit DNase I inkubiert und anschließend mittels 
dT16 Primer und M-MLV revers transkribiert. Der Nachweis erfolgte durch Auftrennung der im linearen 
Bereich amplifizierten Produkte auf einem 3% Metaphor-Agarosegel. Die Auswertung erfolgte mit 
einem F1 Lumi-Imager der Firma Roche. Rechts der Gele ist die Zuordnung der gespleißten und un-
gespleißten Produkte und deren theoretische Größe angegeben. Das obere Gel (B) zeigt die Expres-
sion des Vektors SD Ex2 SA (Spur 1) und SD Ex2 SA ∆M1 (Spur 2), das untere Gel (C) den Nachweis 
gespleißter und ungespleißter RNA von SD Ex3 SA (Spur 1) und SD Ex3 SA ESS- (ESS-). Unterhalb 
des Gels ist der Faktor der Stabilisierung durch Mutation des ESS angegeben. 
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3.3.3 Das ESS-Element vermindert die Erkennung des SA3 ohne die RNA Sta-
bilität zu beeinflussen 

 

In den vorhergehenden Abschnitten konnte gezeigt werden, dass der hnRNP A1-

Silencer als destabilisierendes Element wirkt, wenn das Exon entweder beide oder 

keine flankierenden Spleißstellen besaß. Im Gegensatz zum bisher verwendeten  

Exon 3 Minigen-Konstrukt enthielt der Vektor von Bilodeau et al. (32) nur den Splei-

ßakzeptor #3 und nicht den Spleißdonor #3, wodurch eine vpr-mRNA kodiert wurde. 

Um die Abhängigkeit des beschriebenen Degradations-Effektes von der Anwesenheit 

nur einer Spleißstelle zu untersuchen, wurde in dem Exon 3 Minigen-Konstrukt zu-

nächst ebenfalls nur der Spleißdonor #3 deletiert (Abb. 24 A; SA3 Ex3). Nach Trans-

fektion von HeLa-T4+ Zellen und anschließender RNA-Analyse zeigte diese überra-

schenderweise, dass der hnRNP A1-Silencer jetzt nur noch einen geringen Einfluss 

auf die RNA Stabilität ausübte. Die Mutation des ESS-Elements führte zu einer Zu-

nahme der nachweisbaren RNA-Menge um den Faktor 1,7. Damit war die Steigerung 

erheblich geringer, als bei zusätzlicher Anwesenheit des Spleißdonors #3 (4,7 fach; 

ds Ex3), dem hierdurch eine entscheidende Rolle für die RNA Instabilität zukam. 

Einhergehend mit dem geringeren Einfluss des ESSs auf die RNA-Stabilität trat auch 

eine veränderte Spleißstellen-Nutzung auf. Die Mutation des ESS-Elementes (SA3 

Ex3 ESS-) führte zu einem stärkeren Auftreten der Spleißvariante, die den SA3 nutz-

te (Abb. 24). Während bei intaktem Silencer nur 46% der RNAs den SA3 erkannten, 

verdoppelte sich dieser Wert (94 %) bei dem mutierten Silencer. 

Damit konnte gezeigt werden, dass ohne die 5’ Spleißstelle zum Einen die hnRNP 

A1-Bindungsstellen als Silencer wirkten und zum Anderen, dass das Instabilitäts- 

element bei Anwesenheit nur der 3’ Spleißstelle lediglich eine geringe Auswirkung 

auf die RNA Stabilität zeigte. 

 

___________________________________________________________________ 
Abb. 24: Einfluss des ESS-Elementes auf die Stabilität und die Nutzung des Spleißakzeptors 3. 
A: Schematische Darstellung des Drei-ExonZwei-Intron-Minigenkonstrukts mit Exon 3 (formal: Ein-
Intron-Minigenkonstrukt mit zwei alternativen Spleißakzeptoren), wobei der Spleißdonor als flankie-
rende Spleißstelle deletiert wurde (LTR SA3 Ex3). B: RNA-Nachweis mittels RT-PCR. 2,5 x 105 Hela-
T4+ Zellen wurden mit FuGENETM 6 transient mit je 2µg der Zwei-Intron Vektoren, 1 µg SVctat und 
1µg pXGH5 (Bestimmung der Transfektionseffizienz) cotransfiziert. Nach 30 Stunden wurde die Ge-
samt-RNA präpariert. Die Hälfte der isolierten RNA wurde mit DNase I inkubiert und anschließend 
mittels dT16 Primer und M-MLV revers transkribiert. Der Nachweis erfolgte durch Auftrennung der im 
linearen Bereich amplifizierten Produkte auf einem 3% Metaphor-Agarosegel. Die Auswertung erfolgte 
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mit einem F1 Lumi-Imager der Firma Roche. Links des Gels ist die Zuordnung der gespleißten Pro-
dukte und deren theoretische Größe angegeben. Das untere kleinere Gel zeigt die Kontrolle der 
Transfektionseffizienz (hGH). Spur 1: LTR SA3 Ex3; Spur 2: LTR SA3 Ex3 ESS-. C: Statistische Aus-
wertung von mindestens drei Transfektionen mit Standardfehler. Es wurde eine Einteilung in nur vorne 
gespleißte (vs) und RNA ohne Einschluss eines Leaderexons (sk) vorgenommen. 
C: Statistische Auswertung von mindestens drei Transfektionen mit Standardfehler. Es wurde eine 
Einteilung in ungespleißte (us), nur vorne gespleißte (vs), nur hinten gespleißte (hs), sowohl vorne wie 
auch hinten gespleißte (ds) und RNA ohne Einschluss eines Leaderexons (sk) vorgenommen. Die 
Änderung der nachweisbaren RNA-Menge ergibt sich durch Summation aller Spleißvarianten jeweils 
eines Vektors und Vergleich der Werte der beiden untersuchten Vektoren. Die Effizienz der Spleißak-
zeptornutzung kann durch den prozentualen Anteil der Spleißvarianten mit prozessiertem ersten Intron 
beschrieben werden (vs und ds). 
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3.3.4 Die Mutation des hnRNP A1-Silencers ermöglicht die Env-Expression 
 

Offensichtlich beeinflusst der hnRNP A1-Silencer in An- und Abwesenheit beider 

flankierender Spleißstellen in hohem Maße die RNA-Stabilität, während die  

Anwesenheit nur des Spleißakzeptors, zwar dessen eigene Nutzung, jedoch nicht die 

RNA Stabilität reguliert. 

Um zu untersuchen, ob auch nur der Verlust des Spleißakzeptors #3 zum Verlust der 

RNA Instabilität führt, wurde im Folgenden nur die 3’ Spleißstelle deletiert (Abb. 25 A; 

Ex3 SD3). Dies führte, wie schon im vergleichbar aufgebauten Vektor mit der Exon 2-

Sequenz (vgl. 3.2.3, Abb. 15), zum vollständigen Verlust der Exonerkennung. Die 

gesamte RNA wurde unter Auslassung des Exons 3 gespleißt (Abb. 25 B/C). Auf-

grund des fehlenden Spleißereignisses vom SD3 auf den terminalen Spleißakzeptor 

konnte in diesem Kontext keine Aussage über die Beeinflussung der Nutzung des 

SD3 durch die Mutation der hnRNP A1-Bindungsstellen gemacht werden.  

Da die Mutation des ESS-Elementes jedoch keinen Einfluss auf die Gesamt-RNA-

Menge hatte, konnte abgeleitet werden, dass der RNA-destabilisierende Einfluss des 

Exons 3 den Spleißakzeptor voraussetzte. Es konnte gezeigt werden, dass die RNA 

Instabilität die gleichzeitige Anwesenheit beider Spleißstellen erfordert. Um in Abwe-

senheit des flankierenden Spleißakzeptors #3 den Einfluss des ESS-Elementes auf 

den Spleißdonor dennoch untersuchen zu können, wurde der bereits zuvor beschrie-

bene Leader-abhängige env-Expressionvektor (3.2.3; Abb. 27 A) verwendet. Dieser 

ermöglicht den Nachweis von Glykoprotein in Abhängigkeit von cis-regulatorischen 

Elementen upstream des Spleißdonors.  

Die unveränderte Exon 3-Sequenz (SV Ex3 SD4 ∆vpuenv) führte nicht zur Bildung 

von env-Glykoprotein. Inwieweit dieser Effekt auf eine Inhibiton des Spleißereig- 

nisses durch die Multimerisierung von hnRNP A1 oder auf die Instabilität zurückzu-

führen ist, kann somit auch in dieser Versuchsanordnung nicht geklärt werden.  

Allerdings konnte nach Mutation des ESS-Elementes eine deutliche Glykoprotein-

Expression nachgewiesen werden (Abb. 27 B vgl. Spur 1 mit 2). Hieraus ließ sich 

schlussfolgern, dass im Exon 3 neben den hnRNP A1-Bindungsstellen weitere Prote-

inbindungsstellen für positiv-regulierende Proteine sein müssten, da Arbeiten im  

eigenen Labor gezeigt hatten, dass ein funktioneller Spleißdonor positiv-cis-

regulatorische Elemente im Leader voraussetzt. 
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Abb. 25: Einfluss des ESS-Elementes auf den Spleißdonor 3. A: Schematische Darstellung des 
Drei-ExonZwei-Intron-Minigenkonstrukts mit Exon 3 (formal: Ein-Intron-Minigenkonstrukt mit zwei al-
ternativen Spleißdonoren), wobei der Spleißakzeptor als flankierende Spleißstelle deletiert wurde 
(LTR Ex3 SD3). B: RNA-Nachweis mittels RT-PCR. 2,5 x 105 Hela-T4 Zellen wurden mit FuGeneTM6 
transient mit je 2µg der Zwei-Intron Vektoren, 1 µg SVctat und 1µg pXGH5 (Bestimmung der Transfek-
tionseffizienz) cotransfiziert. Nach 30 Stunden wurde die Gesamt-RNA präpariert. Die Hälfte der iso-
lierten RNA wurde mit DNase I inkubiert und anschließend mittels dT16 Primer und M-MLV revers 
transkribiert. Der Nachweis erfolgte durch Auftrennung der im linearen Bereich amplifizierten Produkte 
auf einem 3% Metaphor-Agarosegel. Die Auswertung erfolgte mit einem F1 Lumi-Imager der Firma 
Roche. Links des Gels ist die Zuordnung der gespleißten Produkte und deren theoretische Größe 
angegeben. Spur 1: LTR Ex3 SD3; Spur 2: LTR Ex3 SD3 ESS-. C: Statistische Auswertung von min-
destens drei Transfektionen mit Standardfehler. Es wurde eine Einteilung in ungespleißte (us), nur 
vorne gespleißte (vs) und RNA ohne Einschluss eines Leaderexons (sk) vorgenommen. 
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3.3.5 Die Mutationen der hnRNP A1-Bindungsstellen beeinflussen die vom 
ESEfinder und Rescue-ESE beschriebenen Enhancer nur geringfügig 

 

Um zu untersuchen, ob neue SR-Proteinbindungsstellen bzw. Enhancer durch die 

Mutation des Silencers, also der drei hnRNP A1-Bindungsstellen, entstehen, wurde 

die Exon 3 Sequenz mittels der Analyse-Programme ESEfinder und Rescue-ESE 

geprüft.  

Beide Programme unterscheiden sich in der Art der identifizierten „Enhancer“. Mittels 

ESEfinder werden Proteinbindungsstellen von vier unterschiedlichen SR-Proteinen 

vorausgesagt. Da für SR-Proteine eine stark kontextabhängige Wirkung bekannt ist 

(215), kann grundsätzlich keine Aussage darüber gemacht werden, ob die beschrie-

benen Proteinbindungsstellen zu einer positiven oder negativen Regulation führen. 

Im Gegensatz hierzu, identifiziert das Rescue-ESE-Programm bekannte positiv 

spleißregulierende Sequenzen, jedoch ohne Angabe darüber, um welches RNA-

bindende Protein es sich handeln könnte.  

Abb. 26 B zeigt in der Mitte die Exon 3 Sequenz und darunter die Auswirkung der 

hnRNP A1-Bindungsstellen-Mutation nach dem Rescue-ESE. Keine der drei  

Dinukleotid-Mutationen führte zur Entstehung eines neuen Enhancer-Elementes, 

welches die Steigerung der SA3-Erkennung beeinflusst haben könnte.  

Ähnliche Ergebnisse konnten mit der Analyse durch den ESEfinder erzielt werden. 

Zwei der drei hnRNP A1-Bindungsstellen lagen in einem Sequenzabschnitt, in dem 

keine potentiellen SR-Proteinbindungsstellen vorausgesagt wurden. Die Mutationen 

dieser beiden Bindungsstellen führten lediglich zur Verdopplung einer potentiellen 

SRp55 Bindestelle. Durch die Mutation der ersten hnRNP A1-Proteinbindungsstelle 

entstanden dagegen keine neuen SR-Bindungsstellen. 

Neben den Elementen, die von den hnRNP A1 Bindungsstellen überlagert wurden, 

identifizierten sowohl der ESEfinder, als auch der Rescue-ESE weitere spleißregulie-

rende Elemente. Der 5’ Bereich des Exons 3 (23 Nt) enthielt laut ESEfinder vier 

SRp40 Bindungsstellen, laut Rescue-ESE zwei Enhancer. Im Sequenzbereich 3’-

wärts der dritten hnRNP A1 Bindungsstelle befanden sich laut dem ESEfinder eine 

potentielle SRp55 und eine potentielle ASF/SF2 Proteinbindungsstelle. Dem Rescue-

ESE zufolge überlagerten diese drei positiv spleißregulierenden Sequenz-

Elementen.  
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Abb. 26: Darstellung potentieller cis-regulatorischer Elemente im Exon 3. A: Sequenz des Exons 
3 und mutierte Sequenzen. In fetter Schrift sind die hnRNP A1 Bindestellen dargestellt und in rot die 
jeweils eingefügten Mutationen. B: Darstellung potentieller cis-regulatorischer Elemente im Exon 3. 
Direkt oberhalb der Exon 3 Sequenz sind die mit dem ESEfinder (http://rulai.cshl.edu/tools/ESE/) vor-
hergesagten potentiellen Bindestellen der Proteine SF2/ASF (rot), SRp40 (grün), SC35 (blau) und 
SRp55 (gelb) dargestellt, die hnRNP A1 Bindestellen sind als schwarze Balken wiedergegeben. Dar-
über befindet sich das veränderte Bindungsmuster bei Mutation des ESS (3 hnRNP A1 Bindestellen). 
Unterhalb der Exon 3 Sequenz sind die Bindemotive dargestellt, die vom Rescue-ESE 
(http://genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese/) definiert werden. Hierbei wird keine Bindesequenz für ein 
definiertes Protein vorhergesagt. Die innerhalb der geschweiften Klammer vorhergesagte Bindestelle 
fällt bei den Mutationen der hnRNP A1 Bindestellen weg. Die Mutation der vom ESEfinder vorherge-
sagten potentiellen SRp55 Bindestelle führt zu keiner Änderung von Bindestellen des Rescue-ESEs, 
die Mutation der potentiellen SF2/ASF Bindestelle entfernt eine Bindestelle (roter Stern).  
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3.3.6 Das Exon 3 enthält mehrere Silencer und Enhancer-Sequenzen 
 

Aufgrund der theoretischen Ausführungen des letzten Abschnitts, wurden Vektoren 

hergestellt, mittels derer der Einfluss der vorhergesagten Enhancer-Elemente bzw. 

der potentiellen Proteinbindungsstellen überprüft werden konnte. Der Ausgangsvek-

tor entsprach dem im Abschnitt 3.2.3 beschriebene Vektor (Abb. 27 A; SV (Leader) 

SD4 ∆vpuenv). Bei den untersuchten Leadersequenzen handelt es sich um Teilse-

quenzen des Exons 3: die 5’-, die mittlere und die 3’-liegende Region (Abb. 27 A; 

Einschub). Der mittlere Sequenzabschnitt enthielt die hnRNP A1-Bindungsstellen 

und wurde daher auch mit den oben analysierten Mutationen getestet. Zusätzlich 

wurden die in der 3’ Region beschriebenen potentiellen SRp55 und ASF/SF2-

Bindungsstellen durch Punktmutationen inaktiviert. HeLa-T4+ Zellen wurden mit die-

sen Vektoren transient transfiziert. Die Zellen wurden zusätzlich mit einem rev-

exprimierenden Vektor (SVcrev) cotransfiziert. Die Untersuchung der Teilabschnitte 

des Exons 3 mittels Western Blot Analyse bestätigte nur zu einem Teil die von den 

Computerprogrammen vorausgesagten Enhancer-Elemente. 

Sowohl die 5’ Region des Exons (Abb. 27 B; Spur 3) als auch die 3’ Region (Spur 6) 

waren in der Lage die U1 snRNP-Bindung zu unterstützen und führten zum Nach-

weis von Glykoprotein. Hierbei wies der 3’ Bereich des Exons eine deutlich stärkere 

env-Expression auf, als der 5’ Bereich. Die Insertion des mittleren Sequenzab-

schnittes führte weder ohne noch mit Mutation zum deutlichen env-Nachweis (Spu-

ren 4 und 5). Daraus konnte abgeleitet werden, dass die Mutationen der hnRNP A1-

Bindungsstellen nicht zur Entstehung starker Enhancer-Elemente führten, die den 

Exon-Einschluss positiv beeinflußten. Daher mussten die weiteren cis-

regulatorischen Elemente 5’- oder 3’-wärts von den hnRNP A1-Bindungsstellen für 

den Anstieg der Glykoprotein-Expression verantwortlich sein (Abb. 27 B; Spur 1 und 

2). 

Erstaunlicherweise führten weder der 5’ noch der 3’ Bereich des Exons für sich allei-

ne zu einer vergleichbar hohen Proteinexpression, wie die, die mit dem Exon 3 und 

seiner mutierten Silencer-Sequenz erzielt werden konnte. Dies könnte zum Einen mit 

einem synergistischen Effekt der Enhancer-Elemente erklärt werden, zum Anderen 

könnte aber auch ein weiterer Silencer innerhalb einer der Teilsequenzen vorhanden 

sein, der die Expression verringerte. Um diese Hypothese zu überprüfen, wurden die 

potentiellen SRp55 und ASF/SF2-Bindungsstellen im 3’ Bereich des Exons einzeln 

mutiert und der Effekt dieser Mutationen auf die Proteinexpression untersucht.  
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SD4

 

 

 
Abb. 27: Einfluss des ESS-Elementes auf die Bindung des U1 snRNPs an den Spleißdonor. A: 
Schematische Darstellung des env-Expressionsvektors zur Untersuchung des Einflusses von Leader-
sequenzen auf die Nutzung des Spleißdonors durch das U1 snRNP. Unterhalb befinden sich die inse-
rierten (Teil-) Leadersequenzen und zugehörige Mutationen. B: Env Glykoprotein-Nachweis im Wes-
tern Blot. 2,5 x 105 Hela-T4+ Zellen wurden mit FuGENETM 6 transient mit je 2µg der env-
exprimierenden Vektoren, 1 µg SVcrev und 1µg pGL3 (Bestimmung der Transfektionseffizienz) 
cotransfiziert. Nach 48 Stunden wurden die Proteine präpariert und nach Normierung auf die Gesamt-
proteinmenge und Transfektionseffizienz auf einem 7 % SDS-Gel aufgetrennt und geblottet. Die  
Detektion erfolgte über einen Erstantikörper gegen gp120 (Boehringer), einem POD-gekoppelten 
Zweitantikörper und Chemilumineszenznachweis mit dem F1-Lumi-Imager (Roche). Einfluß des Lea-
derexons 3 und Mutationen bzw. Deletionen auf die env-Glykoprotein-Expression. Spur 1: sd3SD4; 
Spur 2: sd3SD4 ESS-; Spur 3: sd3SD4 5‘ Region; Spur 4: sd3SD4 Bereich des ESS; Spur 5: sd3SD4 
Bereich des ESS mit Mutation ESS-; Spur 6: sd3SD4 3‘ Region; Spur 7: sd3SD4 3‘ Region mit Mutati-
on der potentiellen SF2/ASF Bindestelle; Spur 8: 3‘ Region mit Mutation der potentiellen SRp55 bzw. 
ESE-Rescue Bindestelle.  
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Abb. 28: Synzytienbildung von HeLa-T4+ Zellen, die mit den unter Abb.26 B beschriebenen Vekto-
ren transfiziert worden waren. Hierbei verschmelzen die Plasmamembranen der  env-exprimierenden 
Zellen mit CD4-Rezeptor tragenden Zellen und bilden abhängig von der Menge oberflächen-ständigen 
env-Glykoproteins vielkernige Riesenzellen aus. 
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Obwohl ASF/SF2-Bindungsstellen bevorzugt als Enhancer beschrieben wurden, 

zeigte die potentielle Bindestelle bzw. der durch den Rescue-ESE beschriebene  

Hexamer-Enhancer einen negativen Effekt. Der Nachweis von Env-Protein im  

Western-Blot stieg durch die Mutation der ASF/SF2 Bindungsstelle deutlich an und 

erreichte ein dem Exon 3 mit Mutation des ESS-Elementes vergleichbares Niveau 

(Abb. 27 B; vgl. Spur 2 und 7). Diese vorhergesagte ASF/SF2 Bindungsstelle stellte 

also funktionell einen Silencer dar. 

Ein gegenteiliger Effekt konnte durch die Mutation der SRp55 Bindungsstelle erreicht 

werden. Die Mutation dieser Sequenz führte zu einer deutlichen Verringerung der 

nachweisbaren Glykoproteinmenge (Abb. 27 B; vgl. Spur 2 und 8), obwohl das Res-

cue-ESE Programm für diese Position keinen Enhancer beschrieben hatte.  

Zusammenfassend ließ sich sagen, dass das Leaderexon 3 neben dem Instabilitäts- 

und Silencer-Element mindestens zwei weitere Enhancer, einen im 5’ und einen im 3’ 

Bereich des Exons, und einen weiteren Silencer in der 3’ Region besaß. Die Interak-

tion und die Gewichtung dieser weiteren Elemente führt zur Aufhebung des negati-

ven Einflusses des Exons 3 auf die Bildung von Glykoprotein, wenn der hnRNP A1-

Silencer mutiert wurde. 

 

3.3.7 Die cis-wirkenden-Sequenzen im Exon 3 sind innerhalb der HIV-1 Subty-
pen konserviert 

 

Um zu untersuchen, ob die identifizierten Silencer und Enhancer-Elemente des  

Exons 3 innerhalb der HIV-1 Sybtypen konserviert sind, wurden die jeweiligen Kon-

sensus-Sequenzen miteinander verglichen (Abb. 29). Im Vergleich mit dem Exon 2 

war hier eine deutlich höhere Varianz innerhalb der Exonsequenz nachzuweisen. In 

den meisten Fällen handelte es sich um Transsitionen. Die Positionen der hnRNP 

A1-Bindungsstellen waren nur in einem einzigen Fall betroffen, womit die Konservie-

rung bei 95 % lag. Die regulatorischen Elemente im 3’ Bereich der Sequenz waren 

ebenfalls konserviert. Die durch Mutation bestätigte ASF/SF2 Bindestelle zeigte na-

hezu keine Änderung der Sequenz, während die SRp55 Bindestelle in 44 % eine 

Transversion an Position 53 des Exons aufwies. Die vom Rescue-ESE identifizierten 

Hexamer-Enhancer zeigten zwar geringe Änderungen in der Sequenz, diese hatten 

jedoch keinen Einfluss auf die Anzahl der cis-regulatorischen Elemente. 
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bb. 29: Konservierung der beschriebenen hnRNP A1 Bindestellen im Exon 3 innerhalb der 

3.4 Gegenseitige Beeinflussung der Leaderexons 2 und 3 

cis-regulatorischen Elemente in den Leaderexons 2 und 3  

 

3.4.1 Analyse des Zusammenspiels der neu identifizierten cis-wirkenden Ele-

 

en erzwungenen Spleißereignisses vom SD2 auf 

erexons 2 und 3 

cis-regulatorischen Elemente in den Leaderexons 2 und 3  
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A
HIV-Stämme (rote Balken), der vom Rescue-ESE vorhergesagten Bindestellen (lila) und die vom  
ESEfinder aufgezeigten SF2/ASF und SRp55 Bindestellen (orange). 
 
 
 

  

Die Untersuchung der Die Untersuchung der 

hatte gezeigt, dass es eine gegenseitige Beeinflussung von Enhancern und Silen-

cern gab, wenn diese innerhalb desselben Exons lagen. Um herauszufinden, ob 

dieser Effekt auch nach dem Zusammenspleißen zweier Exons auftreten kann, wur-

den die Leaderexons 2 und 3 als eine cDNA zusammengefügt (Abb. 30 A). Es sollte 

untersucht werden, welche Auswirkungen die bereits identifizierten Elemente zu die-

sem Zeitpunkt noch ausüben. 
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den die Leaderexons 2 und 3 als eine cDNA zusammengefügt (Abb. 30 A). Es sollte 

untersucht werden, welche Auswirkungen die bereits identifizierten Elemente zu die-

sem Zeitpunkt noch ausüben. 

 

mente in einem Zwei-Intron Kontext mente in einem Zwei-Intron Kontext 

Aufgrund des klonierungsbedingtAufgrund des klonierungsbedingt

den SA3 enthielt das mittlere Exon den Spleißakzeptor #2 und den Spleißdonor #3. 

Das mittlere Exon 2/3 wurde von zwei funktionellen Spleißstellen flankiert (ds Ex23). 

Dies könnte ein Intermediat der HIV-1 Transkripte wiederspiegeln, die das Exon 2 

und 3 tragen. Nach transienter Transfektion von HeLa-T4+ Zellen mit diesem Vektor 

wurde die RNA isoliert und mittels RT-PCR analysiert. Das Spleißmuster (Abb. 30 B;  

den SA3 enthielt das mittlere Exon den Spleißakzeptor #2 und den Spleißdonor #3. 

Das mittlere Exon 2/3 wurde von zwei funktionellen Spleißstellen flankiert (ds Ex23). 

Dies könnte ein Intermediat der HIV-1 Transkripte wiederspiegeln, die das Exon 2 

und 3 tragen. Nach transienter Transfektion von HeLa-T4+ Zellen mit diesem Vektor 

wurde die RNA isoliert und mittels RT-PCR analysiert. Das Spleißmuster (Abb. 30 B;  
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Abb. 30: Expressionsanalyse des Drei-Exon-Zwei-Intron Konstruktes mit beiden Leaderexons 
als cDNA verknüpft. A: Schematische Darstellung des Zwei-Intron-Minigenkonstrukts mit den Exons 
2 und 3 als cDNA und den flankierenden Spleißstellen (LTR ds Ex23). B: RNA-Nachweis mittels RT-
PCR. 2,5 x 105 HeLa-T4+ Zellen wurden mit FuGENETM 6 transient mit je 2µg der Zwei-Intron Vekto-
ren, 1 µg SVctat und 1µg pXGH5 (Bestimmung der Transfektionseffizienz) cotransfiziert. Nach 30 
Stunden wurde die Gesamt-RNA präpariert. Die Hälfte der isolierten RNA wurde mit DNase I inkubiert 
und anschließend mittels dT16 Primer und M-MLV revers transkribiert. Der Nachweis erfolgte durch 
Auftrennung der im linearen Bereich amplifizierten Produkte auf einem 3 % Metaphor-Agarosegel. Die 
Auswertung erfolgte mit einem F1 Lumi-Imager der Firma Roche. Links des Gels ist die Zuordnung 
der gespleißten Produkte und deren theoretische Größe angegeben. Spur 1: LTR Ex23, Spur 2: LTR 
Ex23 ∆M1, Spur 3: LTR Ex23 ESS-, Spur 4: LTR Ex23 ∆M1 ESS-. C: Es wurde eine Einteilung in 
ungespleißte (us), nur vorne gespleißte (vs), nur hinten gespleißte (hs), komplett gespleißte (ds) und 
RNA ohne Einschluss eines Leaderexons (sk) vorgenommen. D: Statistische Auswertung von mindes-
tens drei Transfektionen mit Standardfehler der separat isolierten ungespleißten Kern-RNA. 
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Spur 1) zeigte eine deutliche Übereinstimmung mit demjenigen, das nach einer ent-

sprechenden Transfektion mit dem nur Exon 2-enthaltenden Vektor (ds Ex2) detek-

tiert werden konnte (Abb. 12 B; Spur 1). Das Zwischenprodukt, bei dem nur das  

vordere Intron entfernt worden war, zeigte die stärkste Bande (57 %). Die einzige 

andere nachweisbare Bande wurde durch Größenbestimmung als Spleißvariante 

identifiziert, bei der das mittlere Exon eingeschlossen worden war (43 %). Damit lag 

die Nutzung des SA2 bei 100 %, also deutlich oberhalb des Wertes, der nur mit der 

Sequenz des Exons 2 als mittleres Exon erreicht wurde (80 %; ds Ex2).  

Durch die Insertion des Exons 3 und des Spleißdonors 3 downstream des Exons 2 

wurde die Nutzung des SA2 soweit erhöht, dass es zu einem konstitutiven Spleißer-

eignis kam. Dieses konnte durch die Mutation der ASF/SF2 Bindungsstelle im Exon 2 

wieder aufgehoben werden (Abb. 30 B; Spur 2; ds Ex23 ∆M1). Die Mutation des En-

hancers, der die Erkennung des SA2 unterstützte, führte zum Einen zur Abnahme 

des Spleißzwischenproduktes, dessen vorderes Intron bereits prozessiert worden 

war. Von den vorher nachgewiesenen 57 % dieser Transkript-Isoform waren nach 

der Mutation nur noch 23 % detektierbar. um Anderen konnte gleichzeitig mit der Re-

duktion der SA2-Erkennung um 15 %, eine Zunahme der gespleißten RNA ohne mitt-

leres Exon (13 %) und der RNA mit Exon 3-Einschluss nachgewiesen werden. Da die 

Erhöhung des Exoneinschlusses nicht auf die Mutation des Heptamer-Enhancers 

zurückzuführen sein dürfte, kann auch hier eine Interaktion der Enhancer über die 

Exongrenze hinweg postuliert werden. Obwohl das Exon 3 einen Silencer enthält, 

der die Nutzung der flankierenden Spleißstellen negativ beeinflusste, insbesondere 

den Spleißdonor #3, wurde bei 43 % der RNAs die Exon 2/3-Sequenz eingeschlos-

sen. Die Mutation des Silencers (ds Ex23 ESS-) führte zu einer mengenmäßigen 

Verdopplung des Exoneinschlusses (88 %) und einem gleichzeitigen Rückgang des 

Zwischenproduktes mit gespleißtem ersten Intron um 44 % (Abb. 30 B; Spur 3). Die 

zusätzliche Mutation des Enhancers im Exon 2 hatte keinen weiteren Einfluss auf 

dieses Spleißmuster (Abb. 30 B; Spur 4; ds Ex23 ∆M1 ESS-). 

Zusammenfassend ließ sich sagen, dass der Enhancer im Exon 2 die Nutzung des 

stromaufwärts liegenden Spleißakzeptors weiterhin positiv regulierte, während 

gleichzeitig das hnRNP-Bindungsmotiv im Exon 3 den Exoneinschluss verminderte.   

Ein Zusammenspiel der positiv regulierenden Elemente kann aufgrund zweier  

Ergebnisse gezeigt werden: Zum Einen führt das Zusammenfügen der beiden Exon-

sequenzen dazu, dass das Exon2/3 konstitutiv gespleißt wird. Dies war mit der Exon 
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2-Sequenz alleine nicht möglich. Zum Anderen führt die Mutation des ersten Hepta-

mer-Enhancers nicht zum Verlust der SA2-Nutzung. 

 

3.4.2 Die Kombination aus Silencern und Enhancern im Exon 3 beeinflusst die 
Erkennung des Spleißakzeptors 2 

 

Wie in 3.4.1 gezeigt wurde, beeinflussten die regulatorischen Elemente im Exon 3 

beim Spleißen des kombinierten mittleren Exons 2/3 nicht nur den folgenden Spleiß-

donor, sondern auch den upstream-liegenden Spleißakzeptor. Um genauer zu unter-

suchen, welche Wirkung das Exon 3, bzw. dessen Enhancer und Silencer auf die 

Nutzung des SA2 hatten, wurde im Folgenden der downstream-liegende Spleißdonor 

deletiert (Abb. 31 A; SA2 Ex23). 

Das Spleißmuster war in Bezug auf die Nutzung des SA2, dem Spleißmuster der 

RNA mit beiden Spleißstellen sehr ähnlich. Die Nutzung des Spleißakzeptors lag 

auch hier bei über 95 % (Abb. 31 B; Spur1) und korrelierend mit den früheren Ergeb-

nissen, führte die Mutation des ASF/SF2-Enhancers im Exon 2 zu einem starken 

Rückgang der SA2-Nutzung (Spur 2; SA2 Ex23 ∆M1). Erstaunlicherweise hatte die 

Mutation des Silencers im Exon 3 keinen Einfluss auf das Spleißmuster (Spur 3; SA2 

Ex23 ESS-). Die Spleißvariante ohne Leaderexon war nur mit etwa 5 % nachzuwei-

sen, die Variante mit prozessiertem ersten Intron lag bei 95 %. Der geringe positiv-

regulierende Einfluss des Exons 3 konnte nur bei Mutation sowohl des Enhancers in 

der Exon 2-Sequenz, als auch des Silencers in der Exon 3-Sequenz nachgewiesen 

werden. Die Spleißvariante mit prozessiertem ersten Intron konnte mit 42 % nachge-

wiesen werden und liegt damit 16 % oberhalb des Wertes ohne mutiertem Exon 2 

Silencer-Element. 

Zusammenfassend ließ sich sagen, dass die Elemente des Exons 3 nahezu keinen 

Einfluss auf den Spleißakzeptor 2 ausübten, obwohl sie den Spleißakzeptor 3 regu-

lieren konnten. Damit scheint sowohl der Silencer, als auch die Enhancer dieser E-

xonsequenz räumlich in ihrer Wirkung stark eingeschränkt zu sein. 
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Abb. 31: Einfluss der cis-regulatorischen Elemente des Exons 2 und 3 auf den Spleißakzeptor 
2. A: Schematische Darstellung des Drei-Exon-Zwei-Intron-Minigenkonstrukts mit den Exons 2 und 3 
als cDNA (formal: Ein-Intron-Minigenkonstrukt mit zwei alternativen Spleißakzeptoren), wobei der 
Spleißdonor als flankierende Spleißstelle deletiert wurde (LTR SA2 ex23). B: RNA-Nachweis mittels 
RT-PCR. 2,5 x 105 HeLa-T4+ Zellen wurden mit FuGENETM 6 transient mit je 2µg der Zwei-Intron Vek-
toren, 1 µg SVctat und 1µg pXGH5 (Bestimmung der Transfektionseffizienz) cotransfiziert. Nach 30 
Stunden wurde die Gesamt-RNA präpariert. Die Hälfte der isolierten RNA wurde mit DNase I inkubiert 
und anschließend mittels dT16 Primer und M-MLV revers transkribiert. Der Nachweis erfolgte durch 
Auftrennung der im linearen Bereich amplifizierten Produkte auf einem 3% Metaphor-Agarosegel. Die 
Auswertung erfolgte mit einem F1 Lumi-Imager der Firma Roche. Links des Gels ist die Zuordnung 
der gespleißten Produkte und deren theoretische Größe angegeben. Das untere kleinere Gel zeigt die 
Kontrolle der Transfektionseffizienz (hGH). Spur 1: LTR SA2 Ex23; Spur 2: LTR SA2 Ex23 ∆M1; Spur 
3: LTR SA2 Ex23 ESS-; Spur 4: LTR SA2 Ex23 ∆M1 ESS-. C: Statistische Auswertung von mindes-
tens drei Transfektionen mit Standardfehler. Es wurde eine Einteilung in nur vorne gespleißte (vs) 
undRNA ohne Einschluss eines Leaderexons (sk) vorgenommen. Das untere kleinere Gel zeigt die 
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3.4.3 Der Enhancer im Exon 2 trägt zur Spleißdonorerkennung bei 
 

Im vorhergehenden Abschnitt konnte gezeigt werden, dass die Spleiß-

regulatorischen Elemente im Exon 3 innerhalb eines putativen Transkriptintermedia-

tes (wenn das Intron zwischen Exon 2 und 3 vor den flankierenden Introns entfernt 

wurde; ds Ex23) die Nutzung des upstream liegenden SA2 nicht beeinflussten.  

Um zu untersuchen, ob dies auch für den Enhancer im Exon 2 galt, also, ob der En-

hancer keinen Einfluss auf die Nutzung des Spleißdonors 3 ausübt, wurde der  

Spleißakzeptor upstream des Exons 2 deletiert (Abb. 32 A; Ex23 SD3).  

Wie zuvor in den Abschnitten 3.2.3 und 3.3.4 gezeigt wurde, konnte in den Zwei-

Intron-Konstrukten mit der Exon 2 (Ex2 SD2) bzw. 3-Sequenz (Ex3 SD3) das 3’-

Intron ohne den upstream liegenden Spleißakzeptor nicht herausgespleißt werden. 

Dies war aber überraschenderweise in dem Vergleichskonstrukt mit der zusammen-

gefügten Exon 2 und Exon 3-Sequenz (Ex2/3 SD3) wieder möglich, nachdem der 

Silencer im Exon 3 Bereich mutiert worden war (16 %; Abb. 32; Spur 3; Ex23 SD3 

ESS-). Um den Einfluss der Exons 2-Sequenz auf diesen Effekt nachzuweisen,  

wurde zusätzlich der ASF/SF2-Enhancer mutiert (Ex23 ∆M1 ESS-). Dieses führte 

wieder zum Verlust der Prozessierbarkeit des downstream-liegenden Introns.  

Damit konnte gezeigt werden, dass unter diesen experimentellen Bedingungen der 

Enhancer im Exon 2 die Nutzung des Spleißdonors 3 beeinflusste. Allgemein zeigt 

dies, dass in Prozessierungsintermediaten frühe Spleißereignisse nachfolgende  

beeinflussen können. 

Da bei drei der vier untersuchten Vektoren keine Exonerkennung stattgefunden hatte 

und damit auch keine Aussage über die Beeinflussung der Spleißstellen durch die 

anderen Enhancer oder Silencer getroffen werden konnte, wurde der Untersu-

chungskontext, wie bereits oben beschrieben (3.2.3 und 3.3.4), verändert. Die Ver-

wendung des Leader-abhängigen env-Expressionvektors (3.2.3; Abb. 27 A) ermög-

lichte den Nachweis von Glykoprotein in Abhängigkeit von cis-regulatorischen Ele-

menten upstream des Spleißdonors, also innerhalb der inserierten Exon 2/3-Sequenz 
 

___________________________________________________________________  
Kontrolle der Transfektionseffizienz (hGH). Spur 1: LTR ds Ex23; Spur 2: LTR ds Ex23 ∆M1; Spur 3: 
LTR ds Ex23 ESS-; Spur 4: LTR ds Ex23 ∆M1 ESS-. C: Statistische Auswertung von mindestens drei 
Transfektionen mit Standardfehler. Es wurde eine Einteilung in ungespleißte (us), nur vorne gespleißte 
(vs), nur hinten gespleißte (hs), sowohl vorne wie auch hinten gespleißte (ds) und RNA ohne Ein-
schluss eines Leaderexons (sk) vorgenommen. Der RNA-Nachweis wurde für jeden Vektor auf 100 
normiert. D: Vergleich der Mengen ungespleißter RNA im Kern der Vektoren LTR ds Ex23 und LTR ds 
Ex23 ∆M1. 
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Abb. 32: Einfluss der cis-regulatorischen Elemente des Exons 2 und 3 auf den Spleißdonor 3. 
A: Schematische Darstellung des Drei-Exon-Zwei-Intron-Minigenkonstrukts mit den Exons 2 und 3 als 
cDNA (formal: Ein-Intron-Minigenkonstrukt mit zwei alternativen Spleißdonoren), wobei der Spleißak-
zeptor als flankierende Spleißstelle deletiert wurde (LTR Ex23 SD3). B: RNA-Nachweis mittels RT-
PCR. 2,5 x 105 HeLa-T4 Zellen wurden mit FuGENETM 6 transient mit je 2µg der Zwei-Intron Vektoren, 
1 µg SVctat und 1µg pXGH5 (Bestimmung der Transfektionseffizienz) cotransfiziert. Nach 30 Stunden 
wurde die Gesamt-RNA präpariert. Die Hälfte der isolierten RNA wurde mit DNase I inkubiert und 
anschließend mittels dT16 Primer und M-MLV revers transkribiert. Der Nachweis erfolgte durch Auf-
trennung der im linearen Bereich amplifizierten Produkte auf einem 3 % Metaphor-Agarosegel. Die 
Auswertung erfolgte mit einem F1 Lumi-Imager der Firma Roche. Rechts des Gels ist die Zuordnung 
der gespleißten Produkte und deren theoretische Größe angegeben. Spur 1: LTR Ex23 SD3; Spur 2: 
LTR Ex23 ∆M1; Spur 3: LTR Ex23 SD3 ESS-; Spur 4: LTR Ex23 SD3 ∆M1 ESS-. C: Statistische Aus-
wertung von mindestens drei Transfektionen mit Standardfehler. Es wurde eine Einteilung in un-
gespleißte (us), nur hinten gespleißte (hs) und RNA ohne Einschluss eines Leaderexons (sk) vorge-
nommen. 
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SD4

 

 
Abb. 33: Einfluss der cis-regulatorischen Elemente des Exons 2 und 3 auf die Bindung des U1 
snRNPs an den Spleißdonor. A: Schematische Darstellung des env-Expressionsvektors zur Unter-
suchung des Einflusses von Leadersequenzen auf die Nutzung des Spleißdonors durch das U1 
snRNP. Unterhalb befinden sich die beiden inserierten Leadersequenzen mit zugehörigen Mutationen 
der SF2-Bindestelle und des ESS-Elementes. B: env-Glykoprotein-Nachweis im Western Blot. 2,5 x 
105 HeLa-T4+ Zellen wurden mit FuGENETM 6 transient mit je 2µg der env-exprimierenden Vektoren, 1 
µg SVcrev und 1µg pGL3 (Bestimmung der Transfektionseffizienz) cotransfiziert. Nach 48 Stunden 
wurden die Proteine präpariert und nach Normierung auf die Gesamtproteinmenge und Transfektion-
seffizienz auf einem 7 % SDS-Gel aufgetrennt und geblottet. Die Detektion erfolgte über einen Erstan-
tikörper gegen gp120 (Boehringer), einem POD-gekoppelten Zweitantikörper und Chemilumineszenz-
nachweis im F1-Lumi-Imager (Roche).; Linker Blot: Spur 1: sd23SD4; Spur 2: sd23SD4 ∆M1; Rechter 
Blot: Spur 1: sd23SD4; Spur 2: sd23SD4 ∆M1; Spur3: sd23SD4 ESS- ; Spur 4: sd23SD4 ∆M1 ESS-.  
 

 

(SV Ex23 SD4 ∆vpuenv). Während die intakte Leadersequenz nur einen geringen 

env-Nachweis erlaubte, stieg dieser durch die Mutation des ESS-Elementes deutlich 

an (Abb. 33 B rechts; Spur 1 und 3). Damit war dieses Ergebnis trotz der Exon 2-

Sequenz, vergleichbar mit dem des alleinigen Exon 3-Leaders (SV Ex3 SD4 

∆vpuenv).  
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Um die auf der RNA-Ebene beobachtete Beeinflussung des Spleißdonors 3 durch 

den Exon 2-Enhancer überprüfen zu können, wurde das ESE im Exon 2 sowohl ein-

zeln, als auch in Kombination mit dem ESS mutiert. In beiden Fällen konnte ein deut-

licher Rückgang der env-Expression nachgewiesen werden (vgl. Spur 1 und 2 sowie 

3 und 4).  

Damit war der Enhancer im Exon 2, unabhängig von den cis-regulatorischen Elemen-

ten im Exon 3, in der Lage, die Nutzung des Spleißdonors 3 zu unterstützen, obwohl 

sich die Entfernung zum Spleißdonor mehr als verdoppelt hatte. 

 

3.4.4  Die Intronisierung der Exon 2/3-Sequenz führt zu einer Spleißinhibition 
 

Die Analyse der Exons 3-Sequenz hatte gezeigt, dass das hnRNP-Bindungsmotiv 

kontextabhängig zu einer RNA-Destabilisierung vor dem Spleißen führen konnte. Um 

zu prüfen, ob dieser Degradationseffekt auch bei dem gemeinsamen Vorkommen der 

Leaderexons 2 und 3 als cDNA auftrat, wurde eine Transkriptionseinheit ohne die 

flankierenden Spleißstellen des mittleren Exons kloniert (Abb. 34 A; SD Ex23 SA). 

Auf diese Weise konnten Mengenänderungen, die durch die Exonsequenzen vor 

dem Spleißen verursacht wurden, nachgewiesen werden. Als Kontrollen wurden die 

bereits in Abschnitt 3.3.2 diskutierten Vektoren mit den einzelnen Leaderexonse-

quenzen (SD Ex2 SA und SD Ex3 SA), sowie ein Kontrollvektor ohne Leaderexons 

(SD SA) verwendet.  

Analysiert wurden die Mengen an ungespleißter RNA im Kern (Abb. 34 B oben) und 

an prozessierter RNA im Cytoplasma (Abb. 34 B unten). Die RNA-Mengen des Kon- 

 

___________________________________________________________________  
Abb. 34: Einfluss der Leaderexons auf die gespleißte und ungespleißte RNA. A: Schematische 
Darstellung der Ein-Intron-Minigenkonstrukte mit den Exonsequenzen 2,3 und 23 im Intron ohne die 
flankierenden Spleißstellen (rot). Links der Vektoren ist die Zuordnung der gespleißten und un-
gespleißten Produkte und deren theoretische Größe angegeben. B: RNA-Nachweis mittels RT-PCR. 
2,5 x 105 HeLa-T4+ Zellen wurden mit FuGENETM 6 transient mit je 2µg der Ein-Intron Vektoren, 1 µg 
SVctat und 1µg pXGH5 (Bestimmung der Transfektionseffizienz) cotransfiziert. Nach 30 Stunden wur-
de die Gesamt-RNA präpariert. Die Hälfte der isolierten RNA wurde mit DNase I inkubiert und an-
schließend mittels dT16 Primer und M-MLV revers transkribiert. Der Nachweis erfolgte durch Auftren-
nung der im linearen Bereich amplifizierten Produkte auf einem 3% Metaphor-Agarosegel. Die Aus-
wertung erfolgte mit einem F1 Lumi-Imager der Firma Roche. Das obere Gel zeigt die ungespleißte 
RNA im Kern, das untere Gel den Nachweis gespleißter RNA im Cytoplasma. Spur 1: LTR SD SA; 
Spur 2: LTR SD Ex2 SA; Spur 3: LTR SD Ex3 SA; Spur 4: LTR SD Ex23 SA; Spur 5: LTR SD Ex23inv 
SA. C: Statistische Auswertung von mindestens drei Transfektionen mit Standardfehler. Das Balken-
diagramm zeigt ein Vergleich der Expression von ungespleißter RNA im Kern (schwarz) und gespleiß-
ter RNA im Cytoplasma (grau). Das Auftragsschema entspricht B. D: Real-Time PCR zur Bestimmung 
der Expression gespleißter RNA des Vektors SD Ex23 SA. Links ist ein Bild der TaqMan-PCR abge-
bildet, rechts daneben die Auswertungstabelle. Unterhalb ist der Durchschnittswert zu sehen. 
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trollvektors (SD SA) wurden in beiden Fällen als 100 % festgelegt (Abb. 34 C). Für 

die Exon 2-Sequenz konnte bei mehreren experimentellen Durchführungen eine Er-

höhung der Menge an prozessierter RNA nachgewiesen werden (+19 %, Abb. 34 C), 

was im Vergleich zum Kontrollvektor auf einen RNA stabilisierenden Einfluss deutete. 

Da dieser Effekt durch die Mutation des Enhancers nicht beeinflusst wurde (Abschnitt 

3.3.2), sind hierfür wahrscheinlich andere Sequenzen und Proteine, als der identifi-

zierte ASF/SF2-Enhancer verantwortlich. Die für die Exon 3-Sequenz bereits gezeig-

te RNA Destabilisierung (3.3.2) konnte in diesem Versuchsaufbau ebenfalls, wenn 

auch nur für die gespleißte RNA, nachgewiesen werden (Abb. 34 B; Spur 1 und 3,  

s RNA). In Übereinstimmung mit den vorangegangenen Untersuchungen, konnte im 

Cytoplasma, unabhängig vom Spleißen des Exons 3, weniger RNA nachgewiesen 

werden (61 %). Erstaunlicherweise war jedoch die nachweisbare Menge an  

prä-mRNA im Kern nicht reduziert. Damit ist die durch den Silencer ausgelöste De-

gradation spleißunabhängig, tritt jedoch zeitlich erst nach der Transkription auf. 

Erstaunlicherweise konnte nach der Intronisierung der zusammengefügten Leadere-

xons, weder im Kern noch im Cytoplasma gespleißte RNA detektiert werden (Abb. 34 

B; Spur 4 und Abb. 35 B; SD Ex23 SA; 189), obwohl eine dem Kontrollvektor ver-

gleichbare Menge pre-mRNA nachzuweisen war. Da der fehlende Nachweis 

gespleißter RNA im Kern einen Exportdefekt ausschloss und der Rückgang der RNA-

Menge des Vektors mit beiden Exons stärker war, als aufgrund der Destabilisierung 

durch die Exon 3-Sequenz zu erwarten gewesen wäre (~-40 %), wurde die Möglich-

keit einer sequenzbedingten Spleißinhibition untersucht.  

Um im Umkehrschluss die Notwendigkeit des Spleißens für diese Degradation zu 

zeigen, wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Jörg Krummheuer ein Konstrukt herge-

stellt, welches die Exons 1 bis 4 als cDNA enthielt (LTR 1.2.3.4). Eine Degradation, 

die auf eine Spleißinhibition zurückzuführen ist, sollte in diesem Kontext nicht mehr 

nachzuweisen sein. Die Analyse der nukleären RNA-Menge mit den zusammenge-

fügten Exonsequenzen zeigte einen Rückgang um lediglich 29 %, der damit geringer 

war, als die nachweisbare RNA Degradation der nur Exon 3-haltigen RNA (46 %; 

LTR 1.3.4).  Damit konnte in diesem nicht-spleißbaren Kontext lediglich der abge-

schwächte destabilisierende Einfluss des Exons 3 nachgewiesen werden, jedoch 

kein Effekt, der den vollständigen Verlust von prozessierter RNA zur Folge hätte. 

Schlussfolgernd ergibt sich daraus für den Vektor mit intronisierter Exon 2/3  

Sequenz, dass ein spleißbarer Kontext eine Voraussetzung für die beobachtete RNA 

106 



  Ergebnisse 

Degradation ist. Ob eines oder mehrere der bereits identifizierten cis-regulatorischen 

Elemente beteiligt sind, wurde im folgenden Kapitel untersucht. 

Um den Grad der Spleißinhibition näher eingrenzen zu können, wurde die cytoplas-

matische RNA mit der intronisierten Exon 23-Sequenz in einer Real-Time PCR, die 

sich durch eine höhere Sensitivität auszeichnet, untersucht (Abb. 34 D). Hierbei wird 

von der Analyse-Software der PCR-Zyklus ermittelt, bei dem die gebildete PCR-

Produkt-Menge den selbstbestimmten Schwellenwert überschreitet. Der Schwellen-

wert wiederum kann so gewählt werden, dass ihn die Amplifikate aller Proben im  

linearen Amplifikationsbereich überschreiten. Aufgrund der exponentiellen Zunahme 

der Amplifikate im linearen Bereich, kann aus der Differenz der Zyklenzahlen (Abb. 

34, Spur 2) eine relative Kopienzahl (Abb. 34, Spur 3) ermittelt werden. Die quantita-

tive Analyse der gespleißten RNA des Kontrollvektors (SD SA, rot) und des Vektors 

mit der intronisierten Exon 2/3-Sequenz (SD Ex23 SA, grün), zeigte eine nahezu 

vollständige Spleißinhibition. Die Festlegung der RNA-Menge des Kontrollvektors auf 

100 % (Abb. 34 D, Spalte 6) führte für den das Exon 2/3-enthaltenden Vektor zu  

einem relativen Nachweis von 5 % Transkriptformen ohne das Intron. Da die Unter-

suchung der ungespleißten Kern-RNA dieses Vektors eine dem Kontrollvektor ver-

gleichbare Menge aufzeigte, wurden mehr als 95 % der Transkripte des Vektors mit 

intronisierter Exon 2/3-Sequenz degradiert. 

 

3.4.5 Die räumliche Nähe eines  ESE und eines ESS kann kontextabhängig zu 
einer Spleißinhibition führen 

 

Um zu analysieren, ob die bereits identifizierten cis-regulatorischen Elemente in den 

Exonsequenzen 2 und 3 bei Abwesenheit ihrer flankierenden Spleißstellen für das 

Auftreten der beschriebenen Spleißinhibition verantwortlich waren, wurden die be-

reits oben verwendeten Mutationen des ASF/SF2-Enhancers und des hnRNP A1-

Silencers sowohl einzeln, als auch in Kombination, untersucht. Die RNA wurde nach 

transienter Transfektion in Kern- und Cytoplasma-Fraktion separiert und aufgereinigt. 

Abb. 35 C zeigt in den Spuren 1 bis 4 (links) die RNA-Analyse des Cytoplasmas und 

in den Spuren 5 bis 8 (rechts) die des Kerns, wobei aus der Bande mit einer Größe 

von 180 Nt. (hGH) auf die Transfektionseffizienz geschlossen werden konnte. 

Im Gegensatz zur RNA mit der intronisierten Exon 2/3-Sequenz konnte für die  

Kontroll-RNA, die im Intron keine Leadersequenz enthielt, eine deutliche Bande 
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gespleißter RNA im Cytoplasma (Spur 1; SD SA) nachgewiesen werden. Die Muta- 

tionen entweder des Enhancers in der Exon 2 Sequenz (SD Ex23 ∆M1) oder die des 

Silencers in der Exon 3 Sequenz (SD Ex23 ESS-) führte ebenfalls wieder zur Nach-

weisbarkeit geringer Mengen gespleißter RNA (Abb. 35 C; Spuren 2 und 3). Durch 

die gleichzeitige Mutation beider Elemente konnte ein weiterer Anstieg der gespleiß-

ten RNA-Menge bewirkt werden (Spur 4; SD Ex23 ∆M1 ESS-), der jedoch nicht den 

Ausgangswert des Kontrollvektors erreichte.  

Im Kern konnte für die gespleißte RNA ein quantitativ vergleichbares Bild nachge-

wiesen werden, allerdings zeigte die nun detektierbare prä-mRNA deutliche  

Mengenunterschiede. Während die Mutation des Exon 2-Enhancers alleine (SD Ex23 

∆M1) und die Mutation beider Elemente (SD Ex23 ∆M1 ESS-) im Vergleich zum Kon-

trollvektor zu einem Rückgang der prä-mRNA führte (Vgl. Spur 5 mit 6 und 8), stieg 

diese durch die Mutation des Silencers im Exon 3 (SD Ex23 ESS-) an. Diese Steige-

rung ist wahrscheinlich auf die bereits beschriebene Stabilisierung der RNA durch die 

Mutationen der hnRNP A1-Bindungsstellen zurückzuführen. 

Um ein Maß für die Spleißeffizienz der einzelnen RNAs zu erhalten, wurde der Quo-

tient aus der detektierten Menge gespleißter RNA (entweder im Kern oder im Cy-

toplasma) und der ungespleißten RNA gebildet. Je größer der ermittelte Wert war, 

desto höher war die Effizienz des Spleißereignisses. Obwohl bereits in Abschnitt 

3.4.4 ein Transportdefekt ausgeschlossen worden war, wurde die Effizienz des 

Spleißens auch durch Quotientenbildung über die Kompartimentgrenze hinweg 

 

 

___________________________________________________________________  
Abb. 35: Aufhebung der Leaderexon-vermittelten Spleißinhibition. A: Schematische Darstellung 
des Ein-Intron-Minigenkonstrukts mit den Exonsequenzen 2 und 3 als cDNA im Intron ohne die flan-
kierenden Spleißstellen. B: Balkendiagramm der Expression ungespleißter und gespleißter RNA im 
Kern und Cytoplasma. Links ist die Expression des Kontrollvektors SD SA abgebildet, rechts daneben 
die des Vektors SD Ex23 SA; 189). C: RNA-Nachweis mittels RT-PCR. 2,5 x 105 HeLa-T4+ Zellen 
wurden mit FuGENETM 6 transient mit je 2µg der Ein-Intron Vektoren, 1 µg SVctat und 1µg pXGH5 
(Bestimmung der Transfektionseffizienz) cotransfiziert. Nach 30 Stunden wurde die Gesamt-RNA 
präpariert. Die Hälfte der isolierten RNA wurde mit DNase I inkubiert und anschließend mittels dT16 
Primer und M-MLV revers transkribiert. Der Nachweis erfolgte durch Auftrennung der im linearen Be-
reich amplifizierten Produkte auf einem 3 % Metaphor-Agarosegel. Die Auswertung erfolgte mit einem 
F1 Lumi-Imager der Firma Roche. Der linke Teil des Gels zeigt die gespleißte RNA im Cytoplasma, 
die rechte Hälfte den Nachweis ungespleißter und gespleißter RNA im Kern. Spur 1/5: LTR SD SA; 
Spur 2/6: LTR SD Ex23 SA ∆M1; Spur 3/7: LTR SD Ex23 SA ESS-; Spur 4/8: LTR SD Ex23 SA ∆M1 
ESS-. D: Tabellarische Darstellung der Spleißeffizienz der in C beschriebenen Vektoren. Es wurde 
zum Einen die Spleißeffizienz innerhalb des Kerns bestimmt, zum Anderen wurde der Quotient zwi-
schen ungespleißter Kern-RNA und gespleißter Cytoplasma-RNA ermittelt, der neben der Spleißeffi-
zienz auch den Einfluss von Transportdefekten berücksichtigt. 
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bestimmt. Durch den Vergleich des ermittelten Wertes mit dem Wert, der alleine 

durch den Quotienten der Kern-RNA gebildet wurde, kann ein Einfuss der Sequen-

zen auf den Transport erneut nachgeprüft werden.  

Für den Kontrollvektor konnte eine Spleißeffizienz von 1,24 ermittelt werden, die die 

Effizienz des Ausgangsvektors ohne Beeinflussung durch die Leadersequenzen  

darstellte. Da die Insertion der Exon 2/3 Sequenz ohne flankierende Spleißstellen 

zum Verlust der gespleißten RNA führte, lag der Wert bei 0. Die einzelnen Mutatio-

nen des ASF/SF2-Enhancers oder des hnRNP A1-Silencers, führten zu Spleißeffi-

zienzen von 0,63 bzw. 0,33. Damit waren diese Effizienzen deutlich geringer, als die 

des Kontrollvektors, die Spleißinhibition konnte jedoch in beiden Fällen teilweise auf-

gehoben werden. Hieraus ließ sich schlussfolgern, dass beide cis-wirkende Elemente 

an der der Spleißinhibition beteiligt waren. 

Da die gleichzeitige Mutation beider regulatorischer Elemente das Verhältnis der  

ungespleißten RNA-Menge zugunsten der gespleißten RNA Menge verschob, stieg 

die Spleißeffizienz auf 1,4. Dieser Wert lag geringfügig oberhalb der Effizienz des 

Kontrollvektors, wodurch gezeigt werden konnte, dass die hier beobachtete Spleißin-

hibition auf einer direkten Wechselwirkung des ASF/SF2-Enhancers und des hnRNP 

A1-Silencers basierte. Ein Vergleich der ermittelten Quotienten innerhalb des Kerns 

mit denen zwischen Kern und Cytoplasma zeigte keinen Unerschied der Spleißeffi-

zienz, wodurch der bereits negierte Transportdefekt bestätigt werden konnte. 

 

3.5 Beeinflussung der Reihenfolge alternativer Spleißereignisse durch 
die identifizierten Silencer- und Enhancer-Elemente in den Leader-
exons 2 und 3 

 

Obwohl das Verständnis des chemischen Ablaufs des Spleißens weit fortgeschritten 

ist, gibt es noch offene Fragen bezüglich der korrekten Paarung von Spleißstellen 

und wie in Transkripten mit mehreren Introns gewährleistet wird, dass kein Exon 

ausgeschlossen wird. In der Literatur werden mehrere Modelle zur Spleißstellen-

Selektion diskutiert: Neben dem einfachen „Scanning-Modell“, bei dem Spleißstellen 

in linearer Abfolge von 5’ nach 3’ erkannt werden (344), gibt es auch das „First-come-

first-serve-Modell“, bei dem der Spleißsosomen-Aufbau zwar kotranskriptionell  

beginnt, das Spleißen selbst aber erst zu einem späteren Zeitpunkt erfolgt (2) oder 
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das „Exon-Definitions-Modell“, das vorschlägt, dass die Exons durch die Bindung von 

Faktoren am 5’- und 3’-Ende des Exons definiert werden (28,347,394,454). Den  

Gegensatz zum „Exon-Definitions-Modell“ bildet das „Intron-Definitions-Modell“, bei 

dem in einem ersten Schritt das 5’ und 3’-Ende des Introns definiert wird (347,394). 

Ein anderer Mechanismus der die Spleißstellen-Selektion beeinfussen könnte, ist die 

Reihenfolge des Spleißens. Die Entfernung eines Introns könnte das Spleißen eines 

folgenden beeinflussen, sei es z. B. durch gebundene Proteine oder Änderungen in 

der Sekundärstruktur. Ein bevorzugtes Spleißereignis, eventuell herbeigeführt durch 

cis-wirkende Sequenzen, könnte damit den Einschluss eines Exons garantieren. 

Innerhalb dieses Kapitels sollte die Reihenfolge untersucht werden, in der die Introns 

aus der HIV-1 NL4.3 tat prä-mRNA und aus der vom Vier-Exon-Drei-Intron-

Minigenkonstrukt synthetisierten RNA herausgeschnitten werden. Darüber hinaus 

sollte untersucht werden, welchen Einfluss die identifizierten cis-regulatorischen  

Elemente hierauf haben. 

 

3.5.1 Reihenfolge der alternativen Spleißereignisse im subgenomischen Mini-
genkonstrukt 

 

Um die Reihenfolge der Entfernung der Introns in einer Drei-Intron-RNA zu bestim-

men, wurden zuerst das Herausspleißen je zwei aufeinanderfolgender Introns unter-

sucht. Zur Ermittlung des zuerst gespleißten Introns wurden zwei Primerpaare  

verwendet. Vom ersten Paar befindet sich ein Primer im ersten Exon und einer im 

zweiten Intron, beim zweiten Paar befindet sich einPrimer im ersten Intron und einer 

im dritten Exon (Abb. 36 oben).  

Anhand der entstehenden PCR-Produkte kann die Reihenfolge in der diese Introns 

entfernt werden, abgeleitet werden (vgl. 222). Würde das vordere Intron zuerst ent-

fernt (Abb. 36 unten A), könnte mit dem Primerpaar P1 und P2 sowohl eine  

ungespleißte, als auch eine im ersten Intron gespleißte RNA nachgewiesen werden. 

Da der Primer P3 der zweiten PCR im ersten Intron bindet, welches jedoch zuerst 

entfernt wurde, kann nur die ungespleißte RNA detektiert werden. Würde das hintere 

Intron zuerst entfernt werden (Abb. 36 unten B), könnte mit dem ersten Primerpaar 

nur die ungespleißte RNA detektiert werden, mit dem zweiten jedoch sowohl die  

prozessierte, als auch die ungespleißte RNA (17,222,367). 
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Abb. 36: Das Prinzip der Ermittlung 
der Spleißreihenfolge. Es wird mit zwei 
Primerpaaren gearbeitet, wobei jeweils 
eines im Exon und das andere im über-
nächsten Intron liegt bzw. der erste Pri-
mer liegt im ersten Intron und der zweite 
im übernächsten Exon. Wird das vorde-
re Intron zuerst gespleißt, können mit 
dem Primerpaar P1 und P2 zwei Pro-
dukte detektiert werden, mit dem Pri-
merpaar P3 und P4 nur eines. Umge-
kehrt verhält es sich, wenn das hintere 
Intron zuerst gespleißt wird. 

P3 

P1 P2 

P4

A: Das vordere Intron wird zuerst gespleißt:

P1 und P2 ergeben die Produkte: 

P3 und P4 ergeben die Produkte:

B: Das hintere Intron wird zuerst gespleißt:

P1 und P2 ergeben die Produkte:

P3 und P4 ergeben die Produkte:
 

 

 

 

Enthält eine prä-RNA mehr als zwei Introns, wird zunächst die Reihenfolge der  

ersten beiden Introns bestimmt, dann die des Introns 2 und 3 und dann die Folgen-

den. Abb. 37 zeigt den Versuchsaufbau für eine RNA mit drei Introns. Zuerst wurden 

alle auftretenden Produkte mit einem Primerpaar, bei dem jeder der beiden Primer in 

einem der terminalen Exons bindet, bestimmt (E1 und E2). Im folgenden wurde die 

Reihenfolge der Prozessierung der ersten beiden Introns festgestellt (E1/I5 und 

I1/E5) und durch verschieben der Primerbindestellen um ein Exon die Reihenfolge 

des zweiten und dritten Introns (E4/I2 und I4/E2).  

Das Gel in Abbildung 38 A zeigt das Ergebnis dieser PCRs, die schematische Dar-

stellung rechts vom Gel zeigt die nachgewiesenen Spleißprodukte. Die Überprüfung 

aller entstehenden Spleißprodukte durch die terminal-bindenden Primer (Abb. 37 A; 
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Abb. 37: Position der Primer zur Ermittlung der Spleißreihenfolge in einem Vektor mit vier  
Exons und drei Introns. Oben ist der schematische Aufbau des Vektors abgebildet. Darunter ein 
Primerpaar zur Ermittlung der entstehenden Spleißprodukte. Die folgenden vier PCRs dienen der 
Bestimmung der Reihenfolge der Spleißereignisse zur Entfernung der drei Introns. Im subgenomi-
schen Fragment wurden die Primer jeweils über zwei Introns verteilt im HIV-NL4.3 über drei Introns. 
Das letzte Primerpaar dient der Kontrolle der Reihenfolge. 
 

 

Spur 1) zeigte, wie schon früher für diesen Vektor beschrieben (Abb. 10; ds Ex2 ds 

Ex3), vier Spleißvarianten. 

Neben der Spleißvariante ohne Exoneinschluss, konnten auch die Varianten mit  

Exon 2 oder 3 bzw. mit Exon 2 und 3 Einschluss nachgewiesen werden. In den  

Spuren 2 und 3 sind die PCRs zur Bestimmung der Reihenfolge der ersten beiden 

abgebildet. Mit dem ersten Primerpaar konnten zwei Produkte nachgewiesen  

werden, die aufgrund ihrer Größe der ungespleißten und der prozessierten RNA  

entsprechen. Das zweite Primerpaar, dessen 5’ Primer im ersten Intron lag, führte 

nur zum Nachweis ungespleißter RNA. Damit entsprach das Spleißmuster einer  

Reihenfolge, bei der das erste Intron zeitlich vor dem zweiten entfernt wurde (Abb. 36 
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A). Die Reihenfolge der Entfernung des zweiten und dritten Introns entsprach eben-

falls ihrer Lage von 5’ nach 3’. In Spur 4 konnte sowohl die ungespleißte, als auch 

die gespleißte RNA nachgewiesen werden, während in Spur 5 fast ausschließlich die 

ungespleißte RNA detektierbar war. Die letzte Spur diente der Kontrolle der Spleiß-

reihenfolge. Es wurden Primer verwendet, die im ersten und im letzten Intron  

banden. Die Detektion eines gespleißten Produktes würde bedeuten, dass das mitt-

lere Exon zuerst prozessiert worden wäre. Da jedoch nur die ungespleißte RNA 

nachweisbar war, konnte die Reihenfolge für diesen Vektor als sequenziell beschrie-

ben werden. Erst nachdem das 5’ Intron entfernt wurde, kann das folgende gespleißt 

werden.  

 

3.5.2 Die Mutation des Enhancers im Exon 2 führt nicht zur Veränderung der 
Spleißreihenfolge 

 

Wie schon bereits ab Abschnitt 3.2.1 beschrieben, führte die Mutation bereits eines 

Enhancer-Elementes im Exon 2 zum Verlust der Exonerkennung (ds Ex2 ∆M1). Da 

dieses auch einen Einfluss auf die Prozessierung bzw. Definition des 5’ Introns hatte, 

wurde auch für dieses Transkript die Spleißreihenfolge untersucht. Die Analyse aller 

prozessierten RNAs (Abb. 38 B; Spur 1) zeigte, dass auch hier die Erkennung des 

Exons 2 durch die Mutation verhindert wurde.  

Es konnte keine Spleißvariante nachgewiesen werden, die das Exon 2 beinhaltete. 

Aus diesem Grund zeigten beide PCRs zur Bestimmung der Reihenfolge der ersten 

beiden Introns nur ungespleißte RNA. Die Verschiebung der Primerbindestellen um 

ein Exon, zur Bestimmung der Reihenfolge des zweiten und dritten Introns, führte 

dazu, dass der 5' Exon-bindende Primer im nicht erkannten Exon 2 band. Aus die-

sem Grund konnte in Spur 4 ebenfalls nur ungespleißte RNA nachgewiesen werden.  

 

 

 
________________________________________________________________________________  
 
Abb. 38: Reihenfolge der Intronentfernung in Abhängigkeit vom Enhancer im Exon 2 und Si-
lencer im Exon 3. A/B/C: Die 3% Metaphor-Gele auf der linken Seite zeigen jeweils die RT-PCRs zur 
Bestimmung der Reihenfolge der Intronentfernung. Der linke Gelabschnitt zeigt die kb-Leiter, der 
nächste die entstehenden Produkte mit Primern im ersten und letzten Exon. Die beiden folgenden 
Gele zeigen die Bestimmung der Reihenfolge der Intronentfernung bezüglich zwei aufeinanderfolgen-
der Introns mit den darunter aufgeführten Primerpaaren. Die schematische Darstellung der Gele auf 
der rechten Seite zeigt die Spleißprodukte, die aufgrund der Größe den Banden zugeordnet werden 
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konnten. In eckigen Klammern eingefasste Spleißprodukte zeigten nur einen geringen Nachweis im 
Gel. A: Reihenfolge des subgenomischen Fragmentes ohne Mutation (ds Ex2 ds Ex3). B: Reihenfolge 
des subgenomischen Fragmentes mit Mutation des Enhancers im Exon 2 (ds Ex2 ∆M1 ds Ex3). C: 
Reihenfolge des subgenomischen Fragmentes mit Mutation des Silencers im Exon 3 (ds Ex2 ds Ex3 
ESS-). Der grüne Stern markiert die Bande, die eine RNA mit nur mittleren prozessierten Intron dar-
stellt. 

115 



Ergebnisse   

E1 / E2 

51

47

46

t 
 Nt 

t 

t 
 Nt 

43

t 

t 
 Nt 

t 

 

42

t 

826 Nt 
04 Nt 

709 Nt 
91 Nt 

399 Nt 
77 Nt 

739 N
935

622 N

312 N
508

282 Nt 
64 Nt 

195 N

262 N
458

145 N

121Nt

208 Nt 
90 Nt 

71 N

E1 / I5 5 2 2I1 / E E4 / I I4 / E

52

52

43

43

58

15

15

58

58

16

16

29
493

18
177

29
493

18
177

I1/I2

943 Nt

t

t

t

t
 Nt

t
 Nt

t

47

43

t
 Nt

t
 Nt

t
 Nt

144 N
138

194 N
188

621 N
618

281 Nt
60 Nt

708 Nt
90 Nt

123  N

211 N
189

683 N
619

197 N

513 N

627 N

E1/I2I1/E2

0 Nt
 Nt

7 Nt
 Nt

0 Nt
 Nt

7 Nt
 Nt

1 Nt 

1 Nt 

8 Nt 

8 Nt 

5 Nt 

5 Nt 

2 Nt 

8 Nt 

8 Nt 

5 Nt 

5 Nt 

Splicing pattern 

 

 
 
Abb. 39: Tabellarische Darstellung der Größe aller theoretischen Spleißprodukte des pNL43 und 
des klonierten Minigenkonstruktes mit gekürzten Intron 1 (fett). Rechts neben der Tabelle sind die 
verschiedenen Spleißprodukte abgebildet, innerhalb der Tabelle sind die zu erwartenden Größen bei 
Nutzung des oben angegebenen Primerpaares dargestellt. Mit dem ersten Primerpaar werden die 
auftretenden Endprodukte und derren Mengen bestimmt. Die folgenden zwei Primerpaare dienen zur 
Bestimmung der Spleißreihenfolge des ersten und zweiten Introns bzw. des zweiten und dritten 
Introns. Das fünfte Primerpaar dient der Überprüfung der Reihenfolge des mittleren Introns bezüglich 
des ersten und dritten Introns. Die letzten beiden Primerpaare wurden nur bei der RNA des pNL4.3 
verwendet. Da hier andere Introngrößen vorhanden sind, mussten andere Primerpaare wie für das 
subgenomische Fragment verwendet werden. 
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Die drei letzten PCRs zeigten deutlich, dass die Sequenz des ersten und zweiten 

Introns zusammen mit dem Exon 2, als eine Introneinheit zu definieren waren. Spur 5 

zeigte die letzte PCR, mit deren Hilfe die Reihenfolge festgelegt werden konnte. Da 

der 5’ Primer im zweiten Intron lag und der 3’ Primer im terminalen Exon band,  

definiert das Auftreten nur ungespleißter RNA eine Reihenfolge, bei der, wie bereits 

oben, das 5’ Intron vor dem folgenden entfernt worden sein musste. 

 

3.5.3 Veränderung der Reihenfolge durch Mutation des Silencers im Exon 3 
 

Im vorigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass die Aufhebung der Exonerken-

nung eines alternativ zu spleißenden Exons, die Reihenfolge der Intronentfernung 

nicht änderte. Ob hingegen die Erhöhung des Exoneinschlusses durch Mutation  

eines Silencers und Aktivierung von Enhancern die Reihenfolge ebenfalls unbeein-

flusst läßt (ds Ex2 ds Ex3 ESS-), wurde im folgenden untersucht. Die Untersuchung 

der entstandenen Spleißprodukte (Abb. 38 C; Spur 1) durch Verwendung der termi-

nalen Primerbindestellen (E1/E2), zeigte zum Einen einen starken Rückgang der 

Spleißvariante ohne Exoneinschluss und einen Verlust der Spleißvariante mit Exon 2 

Einschluss. Zum Anderen nahmen die beiden Spleißvarianten mit Exon 3 Einschluss 

um fast 30 % auf 95 % zu. Die gesamte RNA, die bisher nur das Exon 2 enthalten 

hatte, enthielt nun zusätzlich auch das Exon 3. 

Die Analyse der Spleißreihenfolge des zweiten und dritten Introns (Spur 4 und 5) 

zeigte ein dem unmutierten Exon 3 ähnliches Bild. Für das erste Primerpaar konnte 

sowohl ungespleißte, als auch prozessierte RNA nachgewiesen werden, für das 

zweite Paar nur ungespleißte. Damit wurde auch in diesem Fall das Intron 3 erst 

nach dem Intron 2 entfernt.  

Erstaunlicherweise konnte mit dem ersten Primerpaar zur Bestimmung der Reihen-

folge der ersten beiden Introns (Spur 2; E1/I5) nur ungespleißte RNA detektiert  

werden. Dieses Ergebnis kann nur damit erklärt werden, dass das zweite Intron vor 

dem ersten entfernt wird. 

Zur Überprüfung dieses Ergebnisses wurde die Reihenfolge mit einem weiteren  

Primerpaar kontrolliert. Wie im vorigen Experiment lag die Primerbindestelle des  

ersten Primers im ersten Exon, der 3’ Primer band jedoch erst im letzten Intron. Im 

Grundsatz diente diese PCR zum Ausschluss der Möglichkeit, dass das letzte Intron 

vor dem ersten oder zweiten entfernt worden war. Gleichzeitig konnte jedoch durch 

117 



Ergebnisse   

das Fehlen oder Vorhandensein bestimmter Zwischenprodukte auf die Reihenfolge 

geschlossen werden. Abbildung 38 C zeigt in Spur 3 die entstandenen PCR-Banden. 

Die oberste Bande, bei 297 Nt, konnte aufgrund der Größe einer RNA mit gespleiß-

tem mittleren Intron zugeordnet werden. Das 5’ liegende Intron war noch nicht  

prozessiert. Der Nachweis dieser Bande in Kombination mit dem Fehlen einer RNA, 

bei der nur das erste Intron prozessiert ist, unterstützt die Annahme einer Änderung 

der Reihenfolge zugunsten des mittleren Introns. Die Banden mit Größen unterhalb 

von 200 Nt. zeigen RNAs, bei denen lediglich das letzte Intron nicht gespleißt wurde.  

Aufgrund dieser PCR-Ergebnisse konnte eindeutig eine Änderung der Reihenfolge 

der Intronentfernung nachgewiesen werden. Die Enhancer im Exon 3, bzw. das  

Fehlen des Silencers führt zu einer Verstärkung der SA3-Nutzung, die neben einer 

konstitutiven Nutzung dieser Spleißstelle auch das sequenzielle Spleißen beeinflusst. 

Es konnte gezeigt werden, dass das upstream des SA3 liegende (mittlere) Intron vor 

dem ersten Intron prozessiert wurde. Diese Ergebnisse sind gleichbedeutend damit, 

dass durch die endogene Konzentration der SR-Proteine bzw. hnRNP A1 Proteine 

die Reihenfolge des Entfernens der Introns variiert werden kann und somit Exon-

übergreifende cis-wirkende Sequenzen in Prozessierungsintermediaten nachfolgen-

de Spleißereignisse beeinflussen können. 

 

3.5.4 Das Genom des NL4.3 wird sequenziell prozessiert 
 

Um die an dem Minigenkonstrukt gewonnen Ergebnisse mit denen der viralen RNA 

vergleichen zu können, wurde RNA aus infizierten PM1 Zellen verwendet, die freund-

licherweise von Prof. Hauber, Hamburg, zur Verfügung gestellt worden war. Aufgrund 

der anderen Größenverhältnisse, speziell des ersten Introns, im HIV-NL4.3, mussten 

die PCRs zur Ermittlung der Spleißreihenfolge teilweise verändert werden. Mit einer 

Größe von mehr als 4100 Nt. wies das erste Intron eine Größe auf, die mit der  

Standard-PCR nicht zu amplifizieren war. Da bei allen nachweisbaren PCR-Produkte 

das erste Intron bereits gespleißt sein würden, wurden die Primerbindestellen der  

Reihenfolgen-PCRs drei Introns, anstelle der vorher zwei Introns, voneinander  

entfernt positioniert (Abb. 37, unten).  

Die Überprüfung sowohl der Produkte, wie auch der Mengenverhältnisse der einzel-

nen Spleißvarianten (Abb. 40; Spur 1) entsprach der Beschreibung in Abschnitt 

3.1.1. Den quantitativ größten Anteil hatte die Spleißvariante mit Exon 3 Einschluss.  
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Abb. 40: Reihenfolge der Intronentfernung der pNL4.3 tat-prä-mRNA. Das 3% Metaphor-Gel auf 
der linken Seite zeigt die RT-PCR zur Bestimmung der Reihenfolge der Intronentfernung. Der linke 
Gelabschnitt zeigt die kb-Leiter, der nächste die entstehenden Produkte mit Primern im ersten und 
letzten Exon. Die folgenden Gele zeigen die Bestimmung der Reihenfolge der Intromentfernung be-
züglich drei (Spur 2,3) oder zwei (Spur 4,5) aufeinanderfolgender Introns mit den darunter aufgeführ-
ten Primerpaaren. Die schematische Darstellung des Gels auf der rechten Seite zeigt die Spleißpro-
dukte die aufgrund der Größe den Banden zugeordnet werden konnten. 
 

 

Weniger RNA konnte für die Varianten ohne Exoneinschluss, sowie mit Exon 2 und 

Exon 23 Einschluss nachgewiesen werden. 

Aufgrund der Prämisse, dass nur Produkte mit prozessiertem ersten Intron nachzu-

weisen waren, führten die ersten beiden PCRs zu einer Feststellung der Reihenfolge 

der Introns 2 und 3. Die PCR mit dem ersten Primerpaar stellt durch die Bindestelle 

des 3’ Primers im letzten Intron sicher, dass dieses nicht prozessiert vorliegt. Die 

nachzuweisenden Spleißereignisse (Spur 2) liegen zeitlich also vor der Prozessie-

rung des letzten Introns. Durch die Verschiebung der Primerbindestellen 3’-wärts 

(I1/E2) kann in der PCR keine RNA detektiert werden, deren erstes Intron heraus-

gespleißt wurde. Da die PCR nur die vollständig ungespleißte RNA detektierte,  

können folgende Aussagen abgeleitet werden: Zum Einen werden die Introns 2 und 

3 erst nach der Prozessierung des ersten Introns entfernt und zum Anderen zeigte 

das vorletzte Experiment, dass das Intron 3 zuletzt entfernt wurde. Damit erfolgt die 

Entfernung der Introns der genomischen RNA sequenziell. 

Um diese Aussage zu festigen, wurden noch zwei weitere PCRs durchgeführt. Das 

Produkt in Spur 4 der Abb. 40 stellt die ungespleißte RNA dar, amplifiziert mit  

Primern in den Introns 1 und 3. Es sollte die Frage geklärt werden, ob das Intron 2 
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gespleißt werden konnte, wenn die Spleißereignisse der beiden anderen Introns  

unterbunden sind. Da dies nicht der Fall war, konnte das Intron 2 nur gespleißt  

werden, wenn mindestens eines der beiden anderen prozessiert war. Aus Spur 2 

konnte abgeleitet werden, dass hierfür das erste Intron gespleißt sein musste.  

Die zweite Kontroll-PCR war ein Äquivalent für Spur 3, nur hier erstreckt sich die 

PCR wieder über zwei Introns und definiert die Reihenfolge der Introns 2 und 3. Das 

Ergebnis der Spur 3, sequenzielles Spleißen, konnte bestätigt werden. 

 

Zusammenfassend ließ sich sagen, dass sowohl das subgenomische Fragment, wie 

auch HIV-NL4.3 sequenziell spleißten. Die Mutation eines Enhancers, der zum Ver-

lust der Exonerkennung führt, beeinflusste die Reihenfolge nicht, wohingegen die 

Mutation eines Silencers bzw. die Aktivierung von Enhancern zur konstitutiven Nut-

zung einer Spleißstelle und zu einer Änderung der Spleißreihenfolge führte. 
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4 Diskussion 

 

Die starke Konservierung der nicht-kodierenden HIV-1 Leaderexons 2 und 3 und die 

Häufigkeit ihres Einschlusses in die mRNAs der frühen Replikationsphase, lässt eine 

regulatorische Funktion als wahrscheinlich erscheinen. Die in der Literatur kontrovers 

geführte Disskussion bezüglich einer solchen regulatorischen Funktion (258,307,365) 

war in der vorliegenden Arbeit der Anlass die Regulation des Spleißens dieser  

Leaderexons durch cis-regulatorische Exon-Sequenzen zu entschlüsseln. Die  

Nutzung von Spleißstellen und damit der Einschluss der Exons ist häufig kontextab-

hängig und könnte daher ebenfalls kontextabhängig zu unterschiedlichen Funktionen 

der Exons führen.  

 

4.1 Die Erstellung eines subgenomischen Minigenkonstruktes 
 

Um nicht alle molekularen Untersuchungen unter S3 Bedingungen durchführen zu 

müssen, wurden zunächst zwei nicht-infektiöse subgenomische Minigenkonstrukte 

mit den Leaderexons 2 und 3 hergestellt und ihr Spleißmuster mit dem des HIV-

Isolates NL4.3 verglichen.  

Die  Analyse des Spleißmusters nach Kürzung der terminalen Introns (zwischen SD1 

und SA2 bzw. SD3 und SA4), zeigte bis auf die Transkriptvarianten mit Exon 2  

Einschluss eine weitgehende Übereinstimmung. Dies könnte auf cis-regulierende 

Elemente im ersten Intron deuten. Insbesondere bei kurzen Exons wie dem Exon 2, 

das zu den sogenannten Microexons zählt (< 51 Nt, 67), soll es zu einer sterischen 

Interferenz der simultan an die 5’ und 3’ Spleißstellen bindenden snRNPs und ande-

rer Spleißfaktoren kommen (66,67,393), so dass Spleißfaktoren, die den Aufbau des 

Spleißosoms unterstützen, nur in den flankierenden Introns Platz fänden. 

Eine positive Regulation der Spleißstellen-Nutzung durch ISEs ist allerdings aufgrund 

der geringeren Anzahl solcher Elemente, weniger gut charakterisiert, als bei ESE-

Sequenzen. Häufig handelt es sich um G-reiche Motive (z. B. GGGGCTG) oder sehr 

G-reiche Sequenzabschnitte in der direkten Umgebung der regulierten Spleißstelle 

(66,187,289). So schlägt die Arbeitsgruppe um Berget ein Modell vor (289), bei dem 

ein hoher Guanin-Anteil im flankierenden Intron-Bereich des Spleißdonors die Defini-

tion der Exon-Introngrenze positiv unterstützt. Mit einem Anteil von über 40 % Guani-

121 



Diskussion   

nen innerhalb der ersten 80 Nt des Introns 1 könnte dieses Modell daher eine Erklä-

rung für die Definition der Exon-Introngrenze des SD1 des HIV-NL4.3 liefern und die 

Guanine könnten damit Teil eines der gesuchten ISEs innerhalb des Introns 1 dar-

stellen. Da aber weder die 5’-wärts, noch die 3’-wärts des Exons 2 gelegenen  

Sequenzen einen erhöhten Guanin-Anteil aufweisen, müsste es sich bei den hier 

vermuteten Enhancern um andere Sequenzmotive handeln. Als Effektor-Proteine, die 

an solche ISE-Elemente binden könnten, wurden beispielsweise Mitglieder der 

hnRNP-Familie, wie z. B. hnRNP K (133), hnRNP F und hnRNP H (88), auch KSRP 

(88,296), C/EBP (337) und SF1 (66) beschrieben. 

Eine zusätzliche Kürzung der mittleren Intronsequenz (zwischen dem Exon 2 und 3) 

erhöhte den generellen Einschluss der Leaderexons, mit einer Zunahme der Spleiß-

variante, die beide Leaderexons enthielt. Damit scheint auch zwischen den beiden 

Leaderexons ein weiteres, in diesem Fall aber negativ regulierendes Element vorzu-

liegen, welches den Einschluss beider Exons vermindert. 

Da beide Leaderexons trotz negativer Regulation, hervorgehend aus dem mittleren 

Intron, und fehlender positiver Verstärkung, durch Deletion des vermutlich ISE im 

ersten Intron, in die mRNAs eingeschlossen wurden, stand die Identifizierung cis-

wirkender exonischer Enhancer im Vordergrund dieser Arbeit. 

 

 

4.2 Die Analyse des Exons 2 

4.2.1 Die Heptamer-Enhancer im Exon 2 
 

Im dem untersuchten Minigenkonstrukt mit der Exon 2-Sequenz als mittleres Exon 

(Exon 2-Minigenkonstrukt; ds Exon 2) ließen die extrem geringen intrinsischen  

Stärken sowohl des Spleißdonors 2, als auch des Spleißakzeptors 2, ein Spleißmus-

ter erwarten, bei dem die Exon 2-Erkennung nur schwach ausgeprägt sein sollte. Der 

hier nachgewiesene Einschluss dieses Exons in ungefähr jede dritte Transkriptvari-

ante (34 %) deutete jedoch auf eine zusätzliche positive Regulation hin, die die Exo-

nerkennung ermöglicht. In der Tat konnten in dieser Arbeit innerhalb des nur 50 nt 

langen Exons 2 sogar zwei cis-regulatorische Sequenzen identifiziert werden, die 

den Exoneinschluss ermöglichen. Aufgrund der Lage dieser Sequenzen innerhalb 
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Abb. 41: Die Nutzung der Spleißstellen SA2 bzw. SA3 zur Generierung der Transkripte für Vif 
und Vpr. Im oberen Teil der Abbildung sind die kodierenden Bereiche der Gene Pol, Vif und Vpr mit 
den Spleißstellen, die die alternativen Leaderexons 2 und 3 flankieren, dargestellt. Im unteren Teil 
sind die zu spleißenden Exons schematisch abgebildet. Zur Herstellung einer Vif-mRNA muß der SA2 
benutzt werden bei gleichzeitiger Nicht-Nutzung des folgenden SD2. Vergleichbares gilt für die Her-
stellung einer Vpr-mRNA, nur dass hier der SA3 genutzt und der SD3 nicht genutzt wird. Eine Vpr-
mRNA kann das Exon 2 als Leader enthalten. Die Pfeile oberhalb der kodierenden Bereiche stellen 
die ORFs der Proteine Vif und Vpr dar, die schwarzen Balken unterhalb das Spleißmuster der 
Transkripte. 
  

 

des Exons scheint die für Microexons beschriebene sterische Interferenz beim  

Aufbau des Spleißsosoms für das Exon 2 hier nicht vorzuliegen. Offensichtlich kön-

nen neben den Spleißfaktoren sogar noch weitere Proteine innerhalb des Exons  

binden. Damit ergeben sich zwei unterschiedliche Schlussfolgerungen: Entweder gibt 

es auch Microexons, die vergleichbar längeren Exons gespleißt werden oder die  

sterische Interferenz ist derartig groß, dass keine exonüberspannende Interaktionen 

aufgebaut werden können. In einem solchen Fall könnte das Spleißsosom über das 

Intron hinweg etabliert werden. 

Die Analyse des Spleißmusters des Exons 2-Minigenkonstrukts, zeigte neben dem 

Exoneinschluss (34 %) eine starke Akkumulation eines Zwischenproduktes mit nur  
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herausgespleißtem ersten Intron (46 %). Die hiermit verbundene verzögerte Entfer-

nung des zweiten Introns ist für die HIV-Replikation in nicht-permissiven T-Zellen, wie 

z.B. CEM oder H9 Zellen von essentieller Bedeutung, da auf diese Weise eine RNA 

bereitgestellt wird, die für das Protein Vif kodiert (Abb. 41). Dessen Verlust führt in 

diesen CEM15/APOBEC3G exprimierenden Zellen zu einem Replikationsdefekt. Für 

die Replikation in nicht-permissiven Zellen ist es daher absolut notwendig, dass der 

Spleißakzeptor des Exons 2 stärker genutzt wird als sein Spleißdonor. 

 

4.2.2 Jeweils ein Heptamer-Enhancer wird zur Definition des 5’-wärts gelege-
nen Introns und zur Nutzung des Spleißdonors benötigt 

 

Zur Trennung der Effekte der beiden Heptamer-Enhancer auf den Spleißakzeptor 

bzw. -donor, wurde jeweils eine der Spleißstellen im Exon 2-Minigenkonstrukt dele-

tiert. Die Deletion des Spleißdonors 2 führte dabei hauptsächlich zur Nutzung des 

SA2 und dokumentiert damit die Ausbildung des Spleißosoms über das erste Intron 

hinweg. Nach dem Exon-Definitionsmodell hätte dies zu Problemen bei der paarwei-

sen Erkennung der Spleißstellen führen müssen, da der initiale Schritt, die konzer-

tierte Erkennung der 5’ und 3’ Spleißstellen über das Exon hinweg, nicht ausgeführt 

werden konnte. Somit hätte die Mutation des SD2 zur auschließlichen Nutzung des 

downstream gelegenen Spleißakzeptors führen müssen. In Abwesenheit des Spleiß-

donors spricht das beobachtete Spleißmuster des Minigenkonstruktes damit einer 

Definition des 5’-wärts gelegenen Introns. Dieses für niedere Eukaryoten, wie z. B. S. 

pombe, C. Elegans und D. Melanogaster (394) beschriebene Introndefinitionsmodell, 

wurde bei höheren Eukaryoten bisher nur in vitro (347) beschrieben. Eine Grundvor-

aussetzung für die Definition von Intronsequenzen soll deren Länge im Vergleich zu 

den flankierenden Exons darstellen. Mit Intronlängen von 87 Nt. bzw. 117 Nt und 

terminalen Exons von 292 Nt bzw. über 1 kb Länge wäre diese Voraussetzung für 

das hier untersuchte Exon 2-Minigenkonstrukt erfüllt. In vivo konnte für höheren Eu-

karyonten bereits gezeigt werden, dass Enhancer-gebundene SR-Proteine das Skip-

pen eines Exons verhindern können, indem die Nutzung des proximalen Spleißak-

zeptors stark erhöht wurde. 

Vergleichbar wird auch hier im Exon 2-Minigenkonstrukt ohne Spleißdonor der  

proximale Spleißakzeptor durch zwei Enhancer reguliert, von denen einer für dessen 

Nutzung hinreichend ist, während der andere seine Nutzung deutlich verstärkt. Da 
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die zusätzliche Anwesenheit des SD2 keinen Einfluss auf die Nutzung des SA2  

hatte, scheinen also primär die Heptamersequenzen und nicht der Spleißdonor für 

die Erkennung des Spleißstellenpaares, dass das erste Intron begrenzt, verantwort-

lich zu sein. 

Die Untersuchung des Einflusses der Heptamer-Enhancer auf den SD2 ohne einen 

upstream gelegenen Spleißakzeptor, zeigte im heterologen Kontext (SV (leader) SD4 

∆vpu env) eine dem SA2 vergleichbare Regulation: Ein Enhancer war zur Aktivierung 

des SD2 hinreichend, der zweite verstärkte seine Nutzung. Und obwohl der SD2 im 

heterologen Kontext durch die Heptamer-Enhancer reguliert werden kann und im 

Exon 2-Minigenkonstrukt die Länge des 3’-Introns sehr kurz ist, konnte im Zwei-

Intron-Kontext keine Transkriptvariante nachgewiesen werden, bei der nur das  

3’-Intron herausgespleißt worden war. Die gesamte RNA wurde unter Auslassung 

des Exons 2 gespleißt und das Spleißmuster könnte damit durch das Exondefini- 

tionsmodell erklärt werden, bei dem ein Exon ohne konzertierte Erkennung der 5’ und 

3’ Spleißstelle geskippt wird. 

Vergleicht man also die Wirkung der Enhancer bezüglich der beiden Intronsequen-

zen, scheint die Möglichkeit das Spleißen eines flankierenden Introns zu unterstüt-

zen, in diesem Kontext auf das 5’-wärts gelegene Intron begrenzt zu sein. Diese  

Beobachtungen ließen die Schlussfolgerung zu, dass die Funktion von Enhancer-

Elementen nicht nur durch die räumliche Nähe zu einer Spleißstelle definiert wird 

(66,168), sondern dass es anscheinend unabhängig hiervon eine Polarität (in diesem 

Fall upstream) mit festem Bezug (in diesem Fall die SA-Nutzung) geben kann.  

Für das Exon 2 bedeutet dies: Beide Enhancer-Sequenzen können abhängig vom 

entsprechenden Kontext (SV (leader) SD4 ∆vpu env bzw. Exon 2-Minigenkonstrukt) 

beide Spleißstellen regulieren, können also prinzipell bidirektional wirken, im Zwei-

Intron-Konstrukt scheinen sie jedoch präferenziell auf den Spleißakzeptor ausgerich-

tet zu sein. 

 

4.2.3 Die Enhancer im Exon 2 werden von drei Algorithmen als funktionell be-
schrieben und der 5’-wärts gelegene bindet ASF/SF2 

 

Die hier dargestellten Untersuchungen des ESE-Elementes im Exon 2 bezüglich ihrer 

Funktion und Regulation, ließen eine Bindung von SR-Proteinen als Effektor-Proteine 

wahrscheinlich erscheinen. Durch die Wechselwirkung der RS-Domänen von SR-
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Proteinen mit U2AF35 (170,431,441,464), dem Branchpoint (167,371) und dem U1 

70K (61,229,441,444) wäre eine Regulation sowohl des Spleißdonors, als auch des 

Spleißakzeptors plausibel. 

Zur Identifizierung potentieller Enhancer bzw. gebundener SR-Proteine, können der-

zeit im Internet drei allgemein zugängliche Algorithmen verwendet werden, die sich 

vor allem in der Art und Weise unterscheiden, wie die putativen SR-Bindungsstellen 

ermittelt wurden (s. hierzu 1.3.3). Die Analyse der Exon 2 Sequenz wies bei einer 

Projektion dieser drei Algorithmen, ESE-finder (http://rulai.cshl.edu/tools/ESE/),  

Rescue-ESE (http://genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese/) und PESX 

(http://cubweb.biology.columbia.edu/pesx), eine erstaunliche Vielzahl von Enhancern 

auf. Lediglich 1 Dinukleotid innerhalb des gesamten Exons ist nicht Teil eines vor-

hergesagten Enhancers (Abb. 42). Weniger überraschend war dementsprechend die 

Übereinstimmung der beiden im Exon 2 identifizierten Heptamer-Enhancer mit  

vorhergesagten Enhancern der Analyse-Programme. Als Ausgangspunkt einer  

Analyse sind die Vorhersage-Programme daher eher ungeeignet. Eine Häufung von 

potentiellen Enhancern kann zwar als Indiz für eine Regulation angesehen werden, 

sagt aber letztendlich nichts über deren Funktionalität aus. Im Umkehrschluss kann 

jedoch eine Mutation eines funktionelle Enhancers, die mit der Vorhersage des ESE-

finders übereinstimmt durchaus für die Identifizierung des bindenden SR-Proteins 

bzw. der Lokalisation der SR-Proteinbindestelle hilfreich sein.  

Die im Exon 2-Minigenkonstrukt verwendeten Enhancer-Mutationen inaktivierten un-

ter anderem jeweils eine potentielle ASF/SF2-Bindestelle, von denen die 5’-wärts 

gelegene im Pull-down Experiment bestätigt werden konnte.  

Neben ASF/SF2 konnten weitere an die Exon 2-Sequenz bindende SR-Proteine 

nachgewiesen werden, deren Laufhöhen im Polyacrylamidgel den vom ESEfinder 

auch postulierten SR-Proteinen entsprachen. Eine Bestätigung der Bindung dieser 

Proteine durch massenspektrometrische Analysen oder spezifische Antikörper steht 

allerdings aus. 
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Abb. 42: Darstellung potentieller cis-regulatorischer Elemente im Exon 2. (A) In der obersten 
Reihe sind die mit dem ESEfinder (http://rulai.cshl.edu/tools/ESE/) vorhergesagten potentiellen Binde-
stellen der Proteine SF2/ASF (rot), SRp40 (grün), SC35 (blau) und SRp55 (gelb) dargestellt. (B) Dar-
unter befinden sich diejenigen Bindemotive, die vom Rescue-ESE 
(http://genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese/) definiert werden. Hierbei wird keine Bindesequenz für ein 
bestimmtes Protein vorhergesagt. (C) Letzteres gilt auch für den Algorithmus von der Arbeitsgruppe 
von Lawrence A. Chasin: PESX: Putative Exonic Splicing Enhancers/Silencers,  der sowohl Enhancer 
als auch Silencer vorhersagt (http://cubweb.biology.columbia.edu/pesx). (D) Alle vorhergesagten En-
hancer-Sequenzen wurden auf die Exon 2 Sequenz abgebildet. 
 

 

4.2.4 Die Heptamermotive sind innerhalb der HIV-1 Subtypen und im SIV kon-
serviert 

 

Der Vergleich von Konsensus-Sequenzen des Exons 2 verschiedener HIV-1 Subty-

pen (Abb. 20), zeigte eine generell hohe Konservierung der gesamten Sequenz, wo-

bei die Variabilitäten in keinem Fall eines der beiden Heptamermotive oder die über-

lagernden ASF/SF2-Bindestellen betrafen. Diese 100 %ige Konservierung ließ auf 

eine einheitliche Regulation des Exons 2 innerhalb der HIV-1 Subtypen schließen 
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und unterstreicht die Bedeutung der identifizierten Enhancer für die Regulation der 

Genexpression. 

Ein ebenfalls zweifach auftretendes, um nur 2 Nukleotide verschobenes, sequenz-

ähnliches Motiv im SIV Exon 2 unterstreicht neben der Verwandtschaft der Viren, 

auch eine mögliche Bedeutung des Exons und seiner Regulation für die Bereitstel-

lung der nur teiweise gespleißten Vif-RNA (Abb. 41).  

 

 

4.3 Die Analyse des Exons 3 

4.3.1 Die Spleißstellen 
 

Die experimentelle Überprüfung der Stärken des SA3 und SD3 in dem hier unter-

suchten Minigenkonstrukt mit der Exon 3-Sequenz als mittleres Exon (Exon 3-

Minigenkonstrukt, ds Exon 3) ließ einen deutlichen, allerdings nicht konstitutiven  

Exoneinschluss erwarten. Tatsächlich konnte bei 84 % der mRNAs ein  

Exoneinschluss nachgewiesen werden. Dies steht in deutlichem Gegensatz zum  

Exoneinschluss im Minigenkonstrukt mit beiden Leaderexons (39 %), den in der  

Literatur beschriebenen Werten (~18 %,(336)) und den nach Infektion von PM-1 infi-

zierten Zellen (~50 %) ermittelten Werten.  

Der deutlich häufigere Exon 3-Einschluss in diesem Minigenkonstrukt ist wahrschein-

lich auf die fehlende Möglichkeit des alternativen Spleißereignisses vom ersten 

Spleißdonor auf den Spleißakzeptor 2 zurückzuführen, da hierdurch die maximale 

Anzahl unterschiedlicher Transkriptvarianten verringert ist. Dies deckt sich auch mit 

den Beobachtungen des Exon 2-Minigenkonstruktes. Auch hier konnten im Vergleich 

zu den in der Literatur beschriebenen Werten bzw. im Vergleich zu den Werten PM-1 

infizierter Zellen ein deutlich höherer Exoneinschluss nachgewiesen werden. Das 

Verhältnis der Transkriptformen innerhalb des jeweiligen Spleißmusters, lässt für den 

ersten Spleißdonor eine Nutzung vermuten, die weitestgehend unabhängig von den 

3`-wärts gelegenen Sequenzen ist. Dies stünde im Einklang damit, dass die Erken-

nung des ersten Spleißdonors einer mRNA Cap-abhängig sein soll und somit nicht 

der paarweisen Erkennung von Spleißstellen unterliegt (28,347,351,402). Der 

Spleißdonor besäße damit eine definierte „Spleißrate“, und die Mengen der entste-

henden Transkriptvarianten hing ausschließlich von der Anzahl der downstream lie-

genden Spleißakzeptoren und ihrer Effizienz ab. 
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4.3.2 Das beschriebene Silencer-Element im Exon 3 destabilisiert die RNA be-
reits vor dem Spleißen und bindet vermutlich hnRNP D 

 

Bereits 2001 beschrieben Bilodeau et al. (32) im Exon 3 drei hnRNP A1-

Bindungsstellen, die als Silencer des SA3 wirken sollten. Weder die Untersuchung 

der Exon 3-Sequenz im Minigenkonstrukt, noch die Analyse der RNA von infizierten 

PM-1 Zellen unterstützten dieses Ergebnis. In beiden Fällen war trotz Anwesenheit 

des Silencers ein starker Exoneinschluss nachweisbar. Damit konnte in diesem  

Zusammenhang zwar der spleißregulierende Effekt der hnRNP A1-Bindungstellen 

nicht bestätigt werden, dafür zeigte sich aber für das Exon 3-Minigenkonstrukt eine 

auf die hnRNP A1-Bindungsstellen zurückzuführende RNA-Degradation (Abb. 22 

B/C). Diese trat unabhängig vom Spleißen auf (Abb. 23 C) und setzte bei zu splei-

ßenden Transkripten bereits vor dem Spleißen ein (Abb. 43, links). Eine nukleäre 

RNA-Degradation dient häufig der Regulation der translatierbaren RNA-Menge und 

wurde bereits für die gewebsspezifische Expression der Folat-Rezeptor α-Sequenz 

(456) und des Dihydrofolatreduktase-Transkriptes (261), sowie weiterer Gene 

(5,97,125,317,334,417,420) beschrieben. Obwol in der Literatur auch zu finden ist, 

dass hnRNP A1 an destabilisierende Elemente (CRS vom-HIV-1 und HTLVII,(36) 

und p17 Ins vom HIV-1, (314)) bindet, konnte bisher nur ein Einfluss auf den Trans-

port, jedoch nicht auf die Stabilität nachgewiesen werden. Da hnRNP A1 zu den gut 

charakterisierten Proteinen zählt, legt dies die Vermutung nahe, dass ein anderes 

Protein mit gleicher oder zumindestens überlappender Bindungsstelle für die Instabi-

lität verantworlich sein könnte. Wie bereits unter 1.3.2 beschrieben, besitzen schon 

innerhalb der hnRNP-Proteinfamilie die drei Familien A, D und E eine fast identische 

Bindungsstelle, jedoch völlig unterschiedliche Funktionen. HnRNP D bindet neben 

der TTAGG-Sequenz auch AU-reiche Elemente, wodurch es Zelltyp-abhängig zu 

einer RNA-Degradation kommen kann. Untersuchungen im eigenen Labor (238) deu-

ten darauf hin, dass die Exon 3 Sequenz hnRNP D (Auf 1) binden könnte und eine 

generelle Erhöhung des GC-Gehaltes der Exonsequenz, einhergehend mit der Muta-

tion der Bindungsstelle, wahrscheinlich zum Verlust dieser Bindung führt. Damit 

könnte auch eine Bindung des destabilisierenden hnRNP D-Proteins an die von Bilo-

deau et al. beschriebenen hnRNP A1 Bindungsstellen (32) für die Instabilität des E-

xons 3 verantwortlich sein (Abb. 43).  
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Abb. 43: Modell zum Einfluss der Proteinbindung und der Spleißstellen-Nutzung auf die RNA-
Degradation und das Silencen von Spleißstellen. An das hnRNP-Bindungsmotiv können sowohl 
hnRNP D, als auch hnRNP A1 binden. Die Bindung von hnRNP D und die Zugänglichkeit beider 
Spleißstellen kann zum Einschluss der Exon 3 Sequenz in den Leader einer RNA führen. Der hier-
durch entstehende Leader bewirkt eine RNA-Degradation. Die Bindung von hnRNP A1an das hnRNP-
Bindungsmotiv führt zum Silencen einer der beiden Spleißstellen des Exons 3. Die Nutzung des SA3, 
bei gleichzeitigem silencen des SD3 generiert eine Vpr-mRNA, bei der das Exon 3 ein Teil des davor-
liegenden Leaders ist. Durch die Unterdrückung der SA3-Nutzung wird das Exon 3 Teil der kodieren-
den Sequenz von Vif.  
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4.3.3 Das hnRNP-Bindungsmotiv (TTAGG) beeinflusst neben der Stabilität 
auch das Spleißmuster 

 

Um die Kontextabhängigkeit der beiden Funktionen des Exons 3, die hier beobachte-

te Instabilität (Minigenkonstrukt) und die in der Literatur beschriebene Spleißstellen-

Regulation (Vpr-exprimierender Vektor, (32)) zu untersuchen wurde das Exon 3-

Minigenkonstrukt durch Deletion des Spleißdonors 3, zunächst dem Vektor von Bilo-

deau (32) angeglichen. Die RNA-Analyse zeigte, dass ohne den Spleißdonor 3 nur 

noch ein geringer Effekt der drei von Bilodeau beschreibenen hnRNP A1-

Bindungsstellen (hnRNP-Bindungsmotiv) auf die Stabilität nachzuweisen war. Ande-

rerseits stieg die Nutzung des SA3, bei Abwesenheit des ESS-Elementes deutlich 

an. Damit stimmten diese Ergebnisse mit den Untersuchungen von Bilodeau dahin-

gehend überein, dass das hnRNP-Bindungsmotiv in einem bestimmten Kontext die 

Nutzung des SA3 negativ regulieren kann (Abb. 43, rechts).  

Ein bifunktionelles Sequenzelement, das sowohl das Spleißen reguliert, als auch die 

Stabilität der RNA beeinflusst, wurde in der Literatur bisher nicht beschrieben. Es 

könnte sich hierbei um ein Element handeln, das die Expression bestimmter stabiler 

RNAs nur unter definierten Bedingungen erlaubt. 

Vergleichbar mit der Exon 2-Sequenz (4.2.3), fand auch im Exon 3-Minigenkonstrukt 

ohne Spleißdonor eine Erkennung des SA3 statt, während eine Spleißakzeptor-

unabhängige Erkennung des SD3 nicht möglich war (vgl. Abb. 18 und 25). Diese  

Beobachtungen ließen, analog zum Exon 2, eine gerichtete positive Regulation der 

SA3-Nutzung vermuten (siehe auch 4.3.4). Im Gegensatz zur Nutzbarkeit des Akzep-

tors SA3 (46 % Nutzung trotz Gegenwart des hnRNP-Bindungsmotivs), zeigten die 

Untersuchungen des Spleißdonors SD3 im heterologen Kontext, eine Dominanz des 

negativ spleißregulierenden hnRNP-Bindungsmotivs mit der Folge, dass die U1 

snRNA-vermittelte RNA-Stabilisierung des env-Transkriptes ausblieb. Erst die Muta-

tion des hnRNP-Bindungsmotivs führte wieder zum Nachweis einer deutlichen  

env-Expression (Abb. 27 B, Spur 1 und 2). 

Zusammenfassend ließ sich zeigen, dass  der destabilisierende Einfluss des Exons 3 

im Minigenkonstrukt von der Anzahl und Erkennung der Spleißstellen abhängig war. 

Die Anwesenheit bzw. Zugänglichkeit nur einer Spleißstelle, gleichgültig ob  

Spleißdonor oder –akzeptor, führt zu stabilen Transkripten mit einer Regulation der 

Spleißstellen-Nutzung, wahrscheinlich durch hnRNP A1 (für den SD gezeigt in (32)), 
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während die Zugänglichkeit beider Spleißstellen oder eine Intronisierung der Exon-

sequenz zur Degradation führte (Abb. 43). 

Aus diesen Ergebnissen ließ sich ein Mechanismus sowohl zur Entstehnung stabiler 

vpr-, als auch stabiler vif-mRNAs postulieren: Im ersten Fall ermöglicht das hnRNP-

Bindungsmotiv die Bindung und Multimerisierung von hnRNP A1-Proteinen, die die 

Erkennung des SD3 durch Komponenten des Spleißsosoms verhindern. Durch die 

vom distalen SD3 unabhängige Aktivierung des Akzeptors wird der SA3 genutzt und 

die Exon 3-Sequenz wird Bestandteil der Leadersequenz vor dem vpr-Leserahmen 

(Abb. 43, mitte) bei gleichzeitig stabilen, Vpr-kodierenden Transkripten. Zur Generie-

rung stabiler vif-mRNAs hingegen, wird die Erkennung der SA3-Sequenz verhindert. 

Da der SD3 nicht unabhängig von der Erkennung des SA3 genutzt werden kann, 

wird das Exon als solches nicht erkannt und auch nicht gespleißt. Die direkte Folge 

ist die Lage der Exonsequenz und damit auch der kodierenden Region von Vif inner-

halb einer Intronsequenz. Da dieses jedoch 5’-wärts vom Exon 2, bzw. vom nur un-

zureichend nutzbaren SD2 begrenzt wird, erfolgt das Spleißereignis, welches zum 

Entfernen der „Vif-Intronsequenz“ führt, eher selten. Das entstehende Spleißinterme-

diat stellt eine stabile, vif-kodierende RNA dar. 

Andere Transkripte, wie z. B. die, die für Nef kodieren, enthalten in fast einem Drittel 

der nachweisbaren mRNAs der frühen Phase das Exon 3. Nach den vorliegenden 

Ergebnissen müsste davon ausgegangen werden, dass dieser Leader zu einer Exon 

3-vermittelten RNA-Degradation der nef-Transkritpte führt. Bei Degradationensraten 

von 50 % bis zu 80 %, je nach Kontext (3.3.3), könnten also die von Purcell (336) 

nachgewiesenen Mengen an Exon 3-enthaltenden Transkripten deutlich unterhalb 

der real transkribierten Mengen liegen. Da jedoch eine Überexpression bestimmter 

Transkripte zu Replikationsdefekten führten kann, könnte der Exon 3-vermittelten 

RNA-Degradation eine Schlüsselfunktion bei der Austarierung der richtigen 

Transkriptmengen zukommen. 

 

4.3.4 Die Exon 3-Sequenz enthält einen weiteren Silencer und zwei weitere 
Enhancer-Elemente  

 

Sowohl die vom distalen SD3 unabhängige Aktivierung des SA3 (vergleichbar mit 

dem Exon 2), als auch die Nutzbarkeit des Spleißdonors im env-Expressionsvektor, 

hatten auf das Vorhandensein weiterer positiv-regulatorischer Elemente innerhalb 
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der Exon 3-Sequenz schließen lassen. Die abschnittsweise Untersuchung des  

gesamten Exons hatte lediglich zur Identifizierung von zwei schwachen Enhancern 

geführt, die separat zu keiner vergleichbar hohe Expression führten, wie die gesamte 

Exon 3-Sequenz bei mutiertem hnRNP-Bindungsmotiv (Abb. 27 B,vgl Spur 2 mit 

Spur 3 und 6). 

Damit scheinen die beiden Enhancer im 5’ und 3’ Bereich der Exonsequenz syner-

gistisch zu wirken und einen funktionellen Enhancer bilden zu können, der wahr-

scheinlich für die bereits oben beschriebene SD3-unabhängige Aktivierung des SA3 

verantworlich sein könnte. Die Beobachtung, dass sich mehrere regulative Elemente 

in Kombination verstärken können, stimmt mit den Beobachtungen verschiedener 

Arbeitsgruppen überein, die Vergleichbares sowohl für negtive (16,32), als auch posi-

tive cis-regulatorische Elemente (66,117,196) zeigen konnten. Wenngleich es sich in 

den beschriebenen Fällen stets um identische Elemente handelte. Obwohl das hier 

beschriebenen Exon 3 zwei unterschiedliche Sequenzelemente beinhaltet, könnte es 

sich aufgrund der nahen Verwandschaft der bindenden Proteine (beides SR-

Proteine) trotzdem um einen vergleichbaren Mechanismus handeln. 

Der zusätzlich im 3’ Bereich identifizierte potentielle ASF/SF2-bindende Silencer ist 

nur dann von Bedeutung, wenn keine Interaktion zwischen den beiden Enhancer-

Elementen zustande kommt. Die Funktion einer ASF/SF2-Bindungsstelle als Silencer 

innerhalb einer Exonsequenz ist bisher zwar nicht beschrieben, die Gruppe um  

Manley (427) konnte aber zeigen, dass durch die Depletion von ASF/SF2 das Splei-

ßen bestimmter Transkripte ermöglicht wurde. Hierzu gehörte auch ein Zwei-Exon-

Konstrukt mit dem tat-ORF. Ob die Inhibition durch Exon- oder Intron-gebundenes 

ASF/SF2 ausgelöst wurde, wurde jedoch nicht untersucht (427). Die durch Intron-

gebundenes ASF/SF2 bedingte Spleißinhibition ist dagegen mehrfach untersucht. So 

konnte die Arbeitsgruppe um Akusjärvi beispielsweise zeigen, dass die Bindung von 

ASF/SF2 an eine bestimmte purinreiche Region im IIIa-Intron des Adenovirus L1-

Transkriptes das Spleißen reprimiert. Die Insertion derselben Sequenz innerhalb  

eines Exons dagegen, führte zu einem verstärktem Spleißen (215). Diese Kontext-

abhängigkeit der Funktion konnte später auf ein Motiv innerhalb der RBD2 zurückge-

führt werden, welches bei Bindung an die RNA zur RS-Domänen-unabhängigen  

Repression führte (110). 

Zusammenfassend ließ sich sagen, dass das Exon 3 bezüglich der Regulation der 

Spleißstellen komplex reguliert wird (Abb. 44). Neben der dominant-negativen Regu-
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lation des Spleißdonors durch die Bindung von hnRNP A1, gibt es eine weitere posi-

tive Regulationsebene, die wahrscheinlich für die Aktivierung des Spleißakzeptors 

bei Anwesenheit des hnRNP-Bindungsmotivs verantwortlich ist.  

Bezüglich der Vorhersageprogramme potentieller Enhancer-Sequenzen und der dar-

an bindenden Proteine bedeuten die bisherigen Beobachtungen, dass zum Ersten 

nicht alle potentiellen Enhancer wirklich funktionell sein müssen (Abb. 42/45), zum 

Zweiten können funktionelle Proteinbinungsstellen von untergeordneter Bedeutung 

sein (Abb. 44) und als Letztes kann die Funktion eines gebundenen Proteins, abhän-

gig vom Kontext, variieren. So wurde die reprimierende ASF/SF2-Bindungsstelle von 

drei Programmen als Enhancer klassifiziert. Auffallend bei allen drei Vorhersagepro-

grammen ist, dass innerhalb der Teilsequenz, die das hnRNP-Bindungsmotiv bein-

haltet, wird von keinem Programm ein Enhancer 
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Abb. 44: Einfluss der cis-wirkenden, spleißregulierenden Elemente des Exons 3 auf den das 
Exon 3 begrenzenden Spleißdonor. Das stärkste regulatorische Element ist das hnRNP-
Bindungsmotiv, welches mittig innerhalb der Exon-Sequenz liegt, negativ auf den Spleißdonor wirkt 
und wahrscheinlich in diesem Kontext hnRNP A1 bindet. Eine Mutation dieses Elementes führt zum 
Nachweis eines positiv regulierenden Elementes, das aus einer Kombination des sehr schwachen 5‘-
liegenden SRp40-Enhancers und der potentiellen SRp55-Bindungsstelle bestehen. Die potentielle 
ASF/SF2-Bindungsstelle in der 3‘-Region des Exons wirkt als Silencer.  
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beschrieben wird. Ob an diesem Abschnitt tatsächlich keine SR-Proteine binden, da 

hier die Proteine der hn RNP Familie binden, müsste erst bestätigt werden, könnte 

dann aber vielleicht für Vorhersagen funktioneller hnRNP-Bindungsstellen einen An-

satzpunkt bieten. 

Ähnlich dem Exon 2 fällt auch hier auf, dass mit Ausnahme von 2 Dinukleotiden die 

gesamte Exonsequenz ausserhalb des hnRNP-Bindungsmotivs Enhancer enthalten 

soll (Abb. 45). Damit lassen sich die Schlussfolgerungen bezüglich der geringen Ver-

lässlichkeit der Vorhersageprogramme aus 1.2.3 bestätigen. 
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Abb. 45: Darstellung potentieller cis-regulatorischer Elemente im Exon 3. (A) In der obersten 
Reihe sind die mit dem ESE-finder (http://rulai.cshl.edu/tools/ESE/) vorhergesagten potentiellen Bin-
destellen der Proteine SF2/ASF (rot), SRp40 (grün), SC35 (blau) und SRp55 (gelb) dargestellt. In 
schwarz wurden die Bindestellen für hnRNP A1 hinzugefügt. (B) Darunter befinden sich diejenigen 
Bindemotive, die vom Rescue-ESE (http://genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese/) definiert werden. Hier-
bei wird keine Bindesequenz für ein bestimmtes Protein vorhergesagt. (C) Letzteres gilt auch für den 
Algorithmus von der Arbeitsgruppe von Lawrence A. Chasin: PESX: Putative Exonic Splicing Enhan-
cers/Silencers, der im Unterschied zu den beiden anderen Algorithmen auch Silencer vorhersagt 
(http://cubweb.biology.columbia.edu/pesx). (D) Alle vorhergesagten Enhancer-Sequenzen wurden auf 
die Exon 3 Sequenz abgebildet. 
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4.3.5 Die cis-wirkenden-Sequenzen im Exon 3 sind innerhalb der HIV-1 Subty-
pen konserviert 

 

Trotz der im Vergleich zum Exon 2 deutlich höheren Varianz der Exon 3-Sequenz, ist 

das hnRNP-Bindungsmotiv, bzw. die drei hnRNP A1/D-Bindungsstellen, innerhalb 

der HIV-1 Subtypen hoch konserviert (95 %). Gleiches gilt auch für die vom Rescue-

ESE postulierten Hexamer-Enhancer im 3’-Bereich der Exonsequenz und die durch 

Mutation bestätigte ASF/SF2-Bindungsstelle. Damit scheint das Exon 3 innerhalb der 

Subtypen eine gleichgeartete Regulation zu erfahren, wodurch in allen Fällen eine 

balancierte Expression von instabilen Exon 3 enthaltenden Transkripten und stabilen 

vpr-kodierenden Transkripten erzielt werden könnte. 

 

4.4 Gegenseitige Beeinflussung der Leaderexons 2 und 3 
 

Die Untersuchung der cis-regulatorischen Elemente im Leaderexon 3 hatte gezeigt, 

dass es eine gegenseitige Beeinflussung von Enhancern und Silencern geben kann, 

wenn diese innerhalb desselben Exons liegen. Um herauszufinden, ob dieser Effekt 

auch nach dem Zusammenspleißen zweier Exons auftreten kann, wurden die Leade-

rexons 2 und 3, so wie sie als Spleißintermediat auftreten könnte, als eine cDNA  

zusammengefügt (Abb. 30 A, Exon 23-Minigenkonstrukt; ds Exon 23). 

 

4.4.1 Sowohl die cis-regulatorischen Elemente des Exons 2, als auch die des 
Exons 3 tragen zur Definition des mittleren Exons 2/3 bei 

 

Der für das Exon 3 beobachtete additive Effekt der cis-regulatorischen Elemente, 

konnte auch im Exon 2/3-Minigenkonstrukt nachgewiesen werden und bezog nun 

auch die regulatorischen Elemente des Exons 2 mit ein (Abb. 46). Gezeigt wurde 

dies zum Einen durch die im Vergleich zum Exon 2-Minigenkonstrukt konstitutive 

Nutzung des SA2, trotz Anwesenheit eines Silencers im Exon, und zum Anderen 

führte die Mutation des ersten Heptamer-Motivs nicht zum Verlust der Exonerken-

nung, sondern nur zu einem geringen Rückgang des Exoneinschlusses. Eine derart 

geringe Änderung im Spleißmuster nach einer Mutation ist nur dann plausibel, wenn 

weitere Elemente vorhanden sind, die den Verlust eines Enhancer-Elementes  

ausgleichen können. Dies spricht für einen modularen Aufbau von regulativen  

Elementen, der auch über die Exongrenze hinweg etabliert werden könnte. Dies  
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Abb. 46: Modell zum Einfussbereich der cis-regulatorischer Elemente der Exon 2/3-Sequenz im 
putativen Spleißintermediat. Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung des Exon 2/3-
Minigenkonstruktes und den bereits identifizierten cis-regulatorischen Elementen. Das hnRNP-
Bindungsmotiv kann den 3‘-wärts gelegenen Spleißdonor negativ beeinflussen, den weiter 5‘-
gelegenen Spleißakzeptor jedoch nur, wenn der SD3 deletiert wurde. Die positiv-regulatorischen Ele-
mente der Exons 2 und 3 bilden ein additives Enhancer-Element, dass sowohl den Spleißakzeptor, als 
auch den Spleißdonor beeinflussen kann. 
 

 

 

würde z. B. für die Spleißreihenfolge von entscheidender Bedeutung sein. Die frühe 

Entfernung eines mittleren Introns könnte demnach zur Generierung von additiv  

wirkenden Enhancer-Elementen führen, die wiederum für den Einschluss des neu 

entstandenen Doppel-Exons von Bedeutung sein könnten. 

Die Zusammenführung der Exons 2 und 3 hatte neben dem positven Einfluss auf den 

SA3 auch einen positiven Effekt auf die Nutzung des SD3. Der im heterologen  

Kontext (SV (leader) SD4 ∆vpuenv) dominant-negative Einfluss des hnRNP-

Bindungsmotivs auf die Nutzung des SD3 wurde durch die zusätzliche Anwesenheit 

der Enhancer des Exons 2 abgeschwächt und zeigt damit, dass in einem Spleiß- 

intermediat ein negativ-wirkendes Element durch ein positiv-wirkendes Element eines 

Nachbarexons ausgeglichen werden kann. Da allerdings der SA2 konstitutiv genutzt 

wird, würde es nach dem Zusammenspleißen der Exons 2 und 3 in dem Intermediat 

lediglich zu einer Vermischung der Einflüsse von positiv- und negativ-wirkenden  

Elementen auf den SD3 kommen (Abb. 46). Während die Exon 3-Sequenz im hetero-
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logen Kontext selber keine U1 snRNP Rekrutierung unterstützt, führt die zusätzliche 

Anwesenheit der Enhancer im Exon 2 zu einer U1 snRNP-vermittelten env-

Expression (62,145,214), also einer Abschwächung des silencenden Effektes des 

hnRNP-Bindungsmotivs. 

Für den SA2 kann nur dann ein negativer Effekt durch das hnRNP-Bindungsmotiv 

nachgewiesen werden, wenn zum Einen der SD3 deletiert wurde und zum Anderen 

das additive Enhancer-Element durch Mutation mindestens eines Enhancer abge-

schwächt wurde. 

Offensichtlich kommt es also zu einer gegenseitigen Beeinflussung von Enhancern 

und Silencern nicht nur innerhalb des gleichen Exons, sondern auch zwischen  

verschiedenen Exons, wenn diese zusammengespleißt wurden und die regulativen 

Elemente weiterhin zugänglich sind. Für die Trennung solcher aktiver Sequenzele-

mente könnte z. B. der EJC von großer Bedeutung sein, da er aufgrund seiner Lage, 

~25 Nt upstream der Exonjunction eine Barriere zwischen den cis-wirkenden spleiß-

regulatorischen Elementen auf den beiden Exons bilden könnte. 

Eine andere Möglichkeit cis-wirkende Sequenzen nach ihrer einmaligen Nutzung 

„stillzulegen“, bietet die Maskierung dieser Sequenz. Befindet sich noch ein Protein 

an der Bindungsstelle, welches eventuell nun inaktiv ist oder eine andere Funktion 

ausübt, könnte die Sequenz das Spleißen nicht erneut beeinflussen. Beschrieben ist 

ein solcher Fall für die SR-Proteine ASF/SF2 und 9G8. Beide binden in ihrem akti-

ven, phosphorylierten Zustand an Enhaner-Sequenzen und werden während des 

Spleißens dephosphoryliert. Dies führt jedoch nicht zu einer Dissoziation der Proteine 

von der RNA, sondern zur Änderung ihrer Funktion. Während der Enhancer während 

der weiteren Prozessierung inaktiv verbleibt, fördern die gebundenen Proteine den 

Kern-Export (193). 

Die Kombination von Silencer- und Enhancer-Elementen zur Regulation derselben 

Spleißstelle ist weit verbreitet. Je nach Proteinzusammensetzung der Zelle, abhängig 

vom Zelltyp, dem physiologischen Zustand der Zelle oder der Differenzierungsstufe, 

kann unterschiedlich gespleißt werden, woduch eine Anpassung der Proteinexpres-

sion an die aktuelle Umgebung erreicht wird. Einhergehend hiermit ist die große  

Anzahl von Genen mit alternativ gespleißten Exons zu erklären (60%). Ein Protein 

mit leicht veränderter Funktion muß demnach nicht in einem zweiten Gen kodiert 

sein, sondern enthält z. B. alternativ gespleißte Exons desselben Gens. 
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4.4.2 Die Intronisierung der Exon 2/3-Sequenz führte zum vollständigen Ver-
lust der Nachweisbarkeit gespleißter RNA  

 

Zusätzlich zu der spleißunabhängigen RNA Degradation, die durch das Exon 3  

vermittelt wird (~ 30 %, Abschnitt 3.3.2), konnte in dieser Arbeit auch eine RNA-

Degradation nachgewiesen werden, die abhängig von der Intronlage der Exon 2/3-

Sequenz auftrat (Abschnitt 3.4.5). Die Kombination beider RNA-Degradationen führte 

nach Intronisierung der Exon 2/3 Sequenz zum vollständigen Verlust der Nachweis-

barkeit gespleißter RNA im Kern und Cytoplasma. Die Notwendigkeit eines spleiß- 

baren Kontextes zur Ausprägung der Degradation und die fehlende Akkumulation 

ungespleißter RNA lassen auf eine Störung des Spleißvorgangs mit nachfolgender 

RNA-Degradation schließen. Zurückzuführen war dieser Effekt auf die Kombination 

des hnRNP-Bindungsmotiv im Exon 3 mit den Heptamer-Enhancern des Exons 2 im 

Intron. Die ausschließliche Mutation eines Heptamer-Enhancers oder des hnRNP-

Binungsmotivs schwächten die Spleißinhibition ab, die gleichzeitige Mutation hob die 

RNA-Degradation sogar vollständig auf. 

Obwohl die Kombination eines ASF/SF2-bindenen Enhancern und eines hnRNP A1-

bindenden Silencers innerhalb von Exonsequenzen häufig auftritt 

(60,129,286,287,352,460), wurde bisher keine Spleißinhibition oder  RNA-

Degradation beobachtet. Die Auswirkungen der gleichzeitigen Bindung beider Prote-

ine innerhalb einer Intronsequenz sind in der Literatur bisher nicht beschrieben. Für 

hnRNP A1 scheint die inhibierende Funktion auf das Spleißen unabhängig von der 

Lokalisation der Bindungsstelle zu sein (1.3.2, Die hnRNP-Familie), allerdings wurde 

bisher weder im Intron noch im Exon ein Einfluss auf die Stabilität beobachtet. Da 

hnRNP D jedoch eine identische Bindungssequenz besitzt und zudem destabilisie-

rend wirkt, sollte in diesem Fall eine Bindung in Betracht gezogen werden. Damit 

würde nicht die Kombination von hnRNP A1 und ASF/SF2 die Spleißinhibition auslö-

sen, sondern die Bindung von hnRNP D und ASF/SF2. 

Die Bindung von hnRNP D könnte noch vor dem Spleißen die Stabilität, den cDNA-

Daten folgend, um ungefähr 30 % reduzieren. Diese Schlussfolgerung ließ sich  

dadurch untermauern, dass nach der Mutation des hnRNP-Bindungsmotivs die  

Menge an ungespleißer Kern-RNA zunahm. Die Bindung von ASF/SF2 kann  

kontextabhängig zu einer Spleißinhibition führen, setzt aber eine mehrfache Bindung 

voraus (215), die hier prinzipiell durch die Kombination der beiden Exonsequenzen 

erreicht werden könnte (insgsamt 3 potentielle Bindungsstellen). Ebenso könnte  
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diese Mehrfachbindung zu einem destabilisierenden RNA Effekt führen (257), was 

aber aufgrund der in dieser Arbeit durchgeführten Versuche eher unwahrscheinlich 

erscheint. Wie die Bindung von hnRNP D zur Spleißinhibition beiträgt, ist zur Zeit 

noch unklar, jedoch führt die alleinige Mutation der ASF/SF2-Bindungsstelle nicht zur 

vollständigen Aufhebung der Spleißinhibition, sondern nur gemeinsam mit dem 

hnRNP-Bindungsmotiv. 

Da es sich bei dem untersuchten Exon 2/3-Minigenkonstrukt um ein mögliches 

Spleißintermediat handelt, könnte die beobachtete Spleißinhibition in sofern sinnvoll 

sein, da hierdurch das Exon-Skipping schon zusammengespleißter Exons verhindert 

würde. Dies ist besonders dann von Bedeutung, wenn die lineare Reihenfolge der 

Intronentfernung nicht gegeben ist. Bestimmte Kombinationen von gebundenen  

Proteinen könnten also eine Art Markierung bilden, die das Herausspleißen dieser 

Sequenz verhindert. Unterstützt wird diese Theorie durch die Beobachtungen der 

Arbeitsgruppe von Maniatis, die zeigen konnten, dass die Bindung von SR-Proteinen 

an mehrere ESE-Sequenzen, das Entfernen dieser Sequenz aus dem Transkript 

verhindert (199). 

 

 

4.5 Beeinflussung der Reihenfolge alternativer Spleißereignisse durch 
die identifizierten Silencer- und Enhancer-Elemente in den Leader-
exons 2 und 3 

 

Die Reihenfolge der Entfernung von Intronsequenzen wird im Wesentlichen von zwei 

Faktoren beeinflusst. Zum Einen ist die Stärke der beteiligten Spleißstellen von ent-

scheidender Bedeutung und zum Anderen die Kopplung des Spleißens an die 

Transkription (232). Verknüpft sind beide Faktoren durch die Elongationsgeschwin-

digkeit der Pol II (84,348). Eine schnelle Transkription bringt bei nahe beieinander 

liegenden Spleißstellen die notwendigen Spleißfaktoren nahezu gleichzeitig zu meh-

reren Spleißstellen, deren Nutzung dann auf der jeweiligen intrinsischen Stärke  

beruht, während eine geringe Elongationsrate die Transkription und das Hinbringen 

von Spleißfaktoren zu den weiter distal liegenden Spleißstellen verzögert, so dass 

diese noch nicht genutzt werden können. Einhergehend hiermit gehen die meisten 

Spleißmodelle von einer übergeordneten 5’-3’-Reihenfolge der Intronentfernung aus 

(27,103,232,321,323,348), wobei jedoch innerhalb bestimmter Transkriptabschnitte 
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nicht immer ein sequenzielles Entfernen der Intronsequenzen beobachtet wurde 

(17,157,174,222,367,428). 

Die in dieser Arbeit beobachtete Reihenfolge der Intronentfernung konnte sowohl für 

die tat-RNA des HIV-1 NL4.3, als auch für das klonierte Exon 2/3-Minigenkonstruktes 

als sequenziell beschreiben werden und entspricht damit, bei vollständig intakter  

Regulation und permissiven Zellen, dem gängigen Modell des co-transkriptionellen 

Spleißens.  

Dass in bestimmten Transkriptabschnitten die Spleißreihenfolge durch die Stärke der 

Spleißstellen reguliert werden kann, konnte innerhalb dieser Arbeit durch die Muta- 

tion des hnRNP-Bindungsmotivs gezeigt werden. Die Mutation führte zu einem  

verstärkten Einschluss des Exons 3. Gleichzeitig zeigte die Analyse der Spleißrei-

henfolge eine deutlich verstärkte und in der Reihenfolge bevorzugte Nutzung des 

SA3. Das 5’-flankierende Intron des Exons 3 wurde vor allen anderen Introns ent-

fernt. Damit wird auch die Spleißreihenfolge der HIV-1 Transkripte durch trans-

wirkende Spleißfaktoren beeinflusst. 

Eine Grundvoraussetzung hierfür ist jedoch die nahezu zeitgleiche Nutzbarkeit meh-

rerer Spleißstellen. Dies setzt aufgrund der Co-Transkriptionalität des Spleißens eine 

hohen Transkriptionsgeschwindigkeit voraus. Der Ein- bzw. Ausschluss von Exonse-

quenzen wird dann im Folgenden hauptsächlich durch die Stärke der einzelnen 

Spleißstellen reguliert. So bleibt der relative Einschluss des Exons 2 nahezu  

konstant, während der SA3 deutlich stärker auf den SD1 und den SD2 spleißt. 

Die in dieser Arbeit bezüglich der Spleißreihenfolge gemachten Beobachtungen  

bilden ein Zwischenglied im Modell von Kornblihtt (232), der als Grundvoraussetzung 

für das alternative Spleißen eine schwache und eine starke 3’ Spleißstelle angibt 

(Abb. 47). Sind die Spleißstellen wie im hier verwendeten Minigenkonstrukt jedoch 

gleich stark, gibt es nach dem Modell nur die Option des konstitutiven Spleißens, was 

in diesem Fall nicht zutrifft. Durch die Veränderung der Spleißreihenfolge im Mini-

genkonstrukt konnte auf einen Mechanismus für das alternative Spleißen zurückge-

schlossen werden, der eine hohe Elongationsrate und eine daraus resultierende 

Konkurrenz der 3’ Spleißstellen voraussetzt. Es kann sowohl zum Exoneinschuss, 

als auch zum Exon-Skipping kommen. 
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Abb. 47: Einfluss der RNA-Polymerase II Elongationsrate auf das alternative Spleißen. Ist die 3‘ 
Spleißstelle eines alternativen Exons schwächer als diejenige des downstream liegenden Exons, führt 
eine schnelle Elongation der Polymerase II zum Skippen des Exons (links), während eine langsame 
Elongationsrate zum Einschluss des alternativen Exons führt (rechts). Wird das fragliche Exon konsti-
tutiv gespleißt, ist die Elongationsrate der Polymerase von untergeordneter Bedeutung (232). Das 
Auftreten etwa gleichstarker 3’ Spleißstellen bei gleichzeitgem alternativen Spleißen und hoher Elon-
gationsrate führt zu einer Konkurrenz der Spleißstellen und einen Exoneinschluss, der auf der Stärke 
der Spleißstellen beruht. 
 

 

Die Abweichung der Entfernung eines Introns aus der vorgegebenen Spleißreihen-

folge, ist ein auch in der Literatur beschriebenes Phänomen. Häufig sind Mutationen 

die dieses herbeiführen, Auslöser von Krankheiten. So konnte die Arbeitsgruppe um 

Attanasio (17) zeigen, dass die vier Introns des Fibrinogen-alpha-Gens in der  

Reihenfolge 3-2-4-1 entfernt werden. Eine häufige Mutation im Intron vier führt zur 
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Änderung dieser Reihenfolge und zur Ausprägung der Afibrinogenemia. Zwei  

Beispiele, bei denen ebenso wie im hier untersuchten Beispiel, ein Intron bevorzugt 

gespleißt wird, sind das ß-Globin Intron 2 (18) und das Intron 17 des Cytoskeletale 

Proteins 4.1R (157). 

Neben der Bevorzugung eines Spleißereignisses gibt es auch die Notwendigkeit de-

finierte Spleißereignisse erst zu einem späteren Zeitpunkt auszuführen. So kann 

durch die verzögerte Entfernung ein zeitliches Fenster entstehen, welches z. B. zur 

Redefinition von Spleißstellen (184) oder dem Editing von RNA-Sequenzen (219) 

genutzt werden kann. 

 

 

 

 

 

 

Für den Replikationszyklus von HIV-1 ist die Regulation der alternativen Spleißpro-

zesse essenziell. Ein Verständnis der Mechanismen und die Kenntnis der zellulären 

Faktoren, welche an der Regulation der viralen mRNA Prozessierung beteiligt sind, 

könnten daher genutzt werden, um in diese Regulationsmechanismen einzugreifen. 

Die in dieser Arbeit vorgestellten cis-wirkenden Sequenzelemente stellen aufgrund 

ihrer Konservierung in den HIV-1 Unterstämmen ein mögliches Ziel in der Entwick-

lung neuer antiretroviraler Wirkstoffe dar. So konnte im Exon 2 eine Mutation identifi-

ziert werden, die zum Skippen der Sequenz führte, was sich im infektiösen Virus 

durch den Verlust des Transkriptes für Vif-Proteins widerspieglen könnte. Die Inakti-

vierung eines negativen Elementes im Exon 3 führte zum verstärketen Einschluss 

eines destabilisierenden Elementes, wodurch die Gesamt-RNA-Menge des Virus  

beeinflusst würde. Für beide Sequenzen wäre eine spezifische Blockierung der  

Bindungsstellen denkbar. Die Verwendung von Antisense-Oligonukleotiden sowohl 

ohne (74,130,378) als auch mit Modifizierung (146,240,458) oder Kopplung von  

Proteindomänen (69,77) erscheint hierbei eine vielversprechende Technik zur Um-

setzung dieser Inhibition. 

Die vorstellbaren Anwendungen gehen dabei weit über die Bekämpfung des HI-Virus 

hinaus, da sie ebenso zu Wiederherstellung des korrekten Spleißprozesses bei  

genetischen Defekten verwendet werden könnten (69,77). 
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5 Zusammenfassung 
 

Die Konservierung der HIV-1 Spleißstellen der Exons 2 und 3 innerhalb der verschiede-

nen HIV-1 Isolate und die Häufigkeit des Auftretens der nicht-kodierenden HIV-1 Leader- 

exons in der frühen Infektionsphase, lässt eine regulatorische Funktion dieser Exons bei 

der viralen Genexpression als wahrscheinlich erscheinen. 

Das Exon 2 wird von intrinsisch schwachen Spleißstellen flankiert, die nur durch die  

Anwesenheit von zwei, innerhalb der Exonsequenz liegenden, Heptamer-Sequenzen 

genutzt werden konnten. Diese als bidirektionale Enhancer wirkenden Sequenzen  

banden in vitro ASF/SF2 und traten innerhalb aller Genotypen des HIV-1 M-Subtyps auf. 

Da auch im SIV Exon 2 dieses Motiv zweimal identifiziert werden konnten, das im  

Vergleich zur Position im HIV-1 Exon 2 lediglich um –2 Nt verschoben war, kann ein 

speziesübergreifender Regulationsmechansimus vermutet werden. Im Gegensatz zu 

dieser rein positiven Spleißstellen-Regulation, unterliegen die Spleißstellen des HIV-1 

Exon 3 einer komplexeren Regulation. Während die neu identifizierten schwächeren cis-

wirkenden Elemente anscheinend kontextunabhängig die Spleißstellen-Regulation  

beeinflussten, konnte für den dominanten Silencer eine Abhängigkeit von der Nutzbarkeit 

beider flankierenden Spleißstellen gezeigt werden. Die Verwendung beider oder keiner 

Spleißstelle führte zur Degradation der Transkripte während die anderen untersuchten 

Spleißkontexte eine negative Regulation der Spleißstellen-Nutzung zeigten.  

Sowohl innerhalb der Exon 3-Sequenz, als auch nach Zusammenfügung der Exon- 

sequenzen 2 und 3 als cDNA, konnte eine gegenseitige Beeinflussung der cis-wirkenden 

Elemente nachgewiesen werden. Im Fall der Exon 2/3-Sequenz entstand ein neues  

exonübergreifendes Enhancer-Element, welches die Funktion des Silencers aufhob. 

Hierbei könnte es sich um einen Mechanismus handeln, der z. B. die Spleißreihenfolge 

beeinflusst. Das Zusammenspleißen von Exonsequenzen führt zur Entstehung neuer 

cis-wirkender Elemente, wodurch darauf folgende Spleißereignisse verändert bzw. er-

möglicht werden. Die Untersuchung der Reihenfolge der Intronentfernung innerhalb einer 

tat-RNA mit beiden Leaderexons, ergab eine sequentielle Entfernung der Introns, die 

jedoch wahrscheinlich von der intrazellulären Proteinkonzentration abhängt. Die Nutzung 

der Enhancer-Sequenzen im Exon 3, hervorgerufen durch eine Mutation des Silencers, 

führte zum konstitutiven Herausspleißen des Introns 2 als initales Spleißereignis. Für die 

hierdurch entstandene Exonkombination konnte ebenfalls eine konstitutive Nutzung des 

5’-wärts gelegenen Spleißakzeptors gezeigt werden. 
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