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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Beteiligung des PI3K/Akt Signalwegs an zahlreichen zellularen Prozessen wie
der Proliferation, dem Uberleben sowie der Proteinbiosynthese, macht ihn zum Ziel
vielfaltiger viraler Ubernahmen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die fir ihre Aktivitat
entscheidende Phosphorylierung der Akt Kinase im Verlauf einer HIV-1 Infektion
verandert wurde. Dabei folgte auf die anfangliche Aktivierung eine Herunterregulation
der Phosphorylierung. Zudem fuhrte die Inhibition der Kinaseaktivitdt durch einen
pharmakologischen Inhibitor zu einer deutlichen Beeintrachtigung der
Virusreplikation. Dardber hinaus zeigten Untersuchungen von splei3regulatorischen
Proteinen, dass deren Phosphorylierung sowie Genexpression nicht nur durch die
Inhibition des Signalwegs sondern auch durch eine HIV-1 Infektion verédndert
wurden. Die komplexe Genregulation von spleiBregulatorischen Proteinen kann unter
anderem durch den Nonsense-mediated decay (NMD) Pathway - einem
translationsabhangigen RNA Qualitats-Kontrollmechanismus, der geschéadigte
mRNAs erkennt und degradiert — beeinflusst werden. Solche geschadigten mRNAs
entstehen Ublicherweise durch Mutationen oder fehlerhaftes SpleiBen, sind aber
durchaus auch ein Instrument der Genregulation, entstehen also ,vorsatzlich®, um die
Expression entsprechender Gene zu drosseln. Sowohl nach Inhibition des
Signalwegs als auch nach HIV-1 Infektion akkumulierte unter anderem das NMD-
sensitive Transkript von SRSF3, welches durch den Einschluss eines alternativ
gespleiten Exons mit einem vorzeitigen Stoppcodon gekennzeichnet ist. RNA deep
sequencing Analysen infizierter und Akt-inhibierter Zellen haben dartber hinaus
gezeigt, dass genomweit weitere NMD-sensitive Transkripte akkumulierten, die
hierdurch ebenfalls der Degradation durch den NMD Pathway entronnen sind. Mit
Hilfe NMD-sensitiver Reporter konnte bestatigt werden, dass die zellulare NMD-
Aktivitat wahrend einer HIV-1 Infektion verandert wurde, eine Transfektion mit der
proviralen DNA fir diese Modellierung jedoch nicht ausreichte. Die Behandlung von
infizierten Zellen mit dem Translationsblocker Cycloheximid oder einer siRNA gegen
UPF1, einem zentralen NMD-Faktor, haben weiterhin gezeigt, dass die HIV-1 Tat
Transkripte NMD-sensitiv waren. Demnach scheint HIV-1 den NMD Pathway

herunter zu regulieren, um seine eigenen mMRNAs vor der Degradation zu schitzen.

[1]



Summary

Der PI3K/Akt Signalweg entpuppte sich hierbei als mdgliche instrumentalisierte
Schaltzentrale.

Summary

Since the PI3K/Akt signaling pathway plays a critical role in numerous cellular
processes such as proliferation, survival and protein synthesis, many viruses target it.
In the present study, it was shown that the phosphorylation of the Akt kinase, which is
crucial for its activity, was altered during HIV-1 infection. The initial activation was
followed by a downregulation of the phosphorylation. In addition, the inhibition of the
kinase by a pharmacological inhibitor severely reduced the viral replication. Studies
of splicing regulatory proteins further showed that their phosphorylation and gene
expression have been changed not only by the inhibition of the pathway but also by
an HIV-1 infection. The complex gene regulation of splicing regulatory proteins can
be influenced by the nonsense mediated decay (NMD) pathway — a translation
dependent surveillance mechanism that detects and degrades damaged mRNAs.
Such damaged mRNAs are usually generated by mutations or defective splicing, but
can in fact arise as an instrument of gene regulation, by "intentional" generation to
reduce the expression of corresponding genes. Both, by inhibition of the signaling
pathway and after HIV-1infection, the NMD-sensitive transcript of SRSF3, which is
characterized by the inclusion of an alternatively spliced exon harboring a premature
stop codon, accumulated. RNA deep sequencing analyses of infected and Akt-
inhibited cells have further shown that at the genome wide level additional NMD-
sensitive transcripts were stabilized. With the help of NMD-sensitive reporters it was
confirmed that the cellular NMD activity during HIV-1 infection has changed but that
the mere transfection with proviral DNA was not sufficient for this modeling.
Treatments of infected cells with the translation blocker cycloheximide or with siRNA
against UPF1, a central NMD factor, have additionally shown that the HIV-1 Tat
transcripts were sensitive to NMD. Accordingly, HIV-1 seems to downregulate the
NMD pathway to protect its own mRNAs from degradation. The PI3K/Akt signaling
pathway emerged as possible, orchestrated control center.

[2]



1.Einleitung

1.Einleitung

In der vorliegenden Arbeit wurde das zellulare alternative SpleiBen, der Nonsense-
mediated decay Pathway sowie der PI3K/Akt Signalweg im Kontext einer HIV-1
Infektion untersucht. Aus diesem Grund werden im folgenden Kapitel die

Zusammenhange dieser Bereiche naher vorgestellt.

1.1 mRNA Prozessierung

Die genetische Information einer Zelle ist in ihrer DNA (Desoxyribonukleinséure)
hinterlegt. Bis zur Synthese der darin codierten Proteine unterlauft die zur
Vermittlung hergestellte mRNA (messenger-Ribonukleinsaure) einige

Prozessierungsschritte (Abb. 1.1).

DNA
pra-mRNA
\l/ Polyadenylierung J/
MRNA e DT [ 3 |—ansasa - | 2 [ 3 | —amam

Abbildung 1.1 Prozessierung der pra-mRNA.

Bereits wahrend die DNA in die noch unreife pra&-mRNA (bersetzt wird (Transkription), wird an ihr 5’Ende ein
modifiziertes Guanin-Nukleotid (m7G) geheftet (Capping). Auch das Herausschneiden von intervenierenden,
intronischen Sequenzen und alternativen Exons (SpleiBen) kann bereits wahrend der andauernden Transkription
ablaufen. SchlieBlich wird an das 3'Ende der pra-mRNA der Poly(A)-Schwanz geknipft (Polyadenylierung) und
die nun reife mRNA kann den Zellkern verlassen.

Die Transkription der RNA beginnt zundchst mit der schrittweisen Assemblierung des
Préa-Initiationskomplexes an die Promotorregion der DNA [1]. Anfangs entsteht durch
die Bindung der TATA-Box Bindeprotein (TBP)-Untereinheit des
Transkriptionsfaktors |l D (TFIID) an die DNA eine Krimmung [2], die durch die
flankierende Bindung von TFIIB und TFIA stabilisiert wird [3, 4]. Der nun
entstandene Komplex wird noch durch die Bindungen von TFIIE und TFIIH
vervollstandigt. Letztere sind sowohl fiir die Offnung der DNA als auch die DNA-
abhangige Hydrolyse von ATP verantwortlich [5-8]. TFIIB ist dartber hinaus fir die

[3]
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Rekrutierung des Polymerase Il (Pol Il) — TFIIF Komplexes notwendig [9-11]. Mit der
sodann generierten Transkriptionsblase startet die Synthese der RNA. Katalysiert
wird die Synthese von der DNA-abhangigen RNA Polymerase Il (Pol 1l), die durch
eine erweiterte carboxy-terminale Doméane (CTD) ausgezeichnet ist. Sie besteht aus
51 wiederholenden Heptapeptiden, von denen 21 mit der Konsensus Sequenz
,YSPTSPS* exakt Ubereinstimmen [12]. Wahrend des gesamten Transkriptionszyklus
unterlauft die CTD Modifikationen wie Phosphorylierung und Glykosylierung. Diese
sind fir den reibungslosen Fortgang der Transkription notwendig [13, 14]. Ein
wichtiges Merkmal des Ubergangs von der Initiation zur Elongation der Transkription
ist beispielsweise die Hyperphosphorylierung der CTD durch CTD-modifizierende
Enzyme wie CDK7, 9 und 12 [12, 15, 16]. Das Vorkommen von Pol [I-DNA
Komplexen und kurzen RNA-Produkten zeigt, dass dieser Ubergang zun&chst nicht
sehr stabil ist und mehrere Anlaufe fir eine erfolgreiche Elongation notwendig sind
[17].

Bereits wahrend der initialen Phosphorylierungen assoziieren Capping Enzyme an
die CTD [18]. Diese generieren eine ungewoéhnliche 5° zu 5° Verknipfung zwischen
einem 7-Methylguanosin und dem ersten transkribierten Nukleotid [19]. Zum einen
schitzt diese 5’ Kappe die RNA vor dem direkten Abbau durch Exnonucleasen, die
diese Bindung nicht hydrolysieren kénnen. Zum anderen dient sie als Bindestelle flr
den cap-binding complex (CBC), der wahrend der Translationsinitiation von
Bedeutung ist. Zeitgleich zur ihrer Synthese lauft bereits eine weitere pra-mRNA-
Prozessierung ab: das SpleiBen (Details dazu in Kapitel 1.1.1, Seite 10).

SchlieBlich findet die in zwei Stufen ablaufende Polyadenylierung am 3‘ Ende statt.
Dabei erfolgt nach der endonukleolytischen Spaltung die Synthese des
durchschnittlich 250 bis 300 Nukleotid langen poly Adenin (A)-Schwanzes. Cis-
regulatorische Elemente markieren dabei die poly(A)-Stelle. Die Sequenzumgebung
100 Nukleotide auf- und abwarts einer poly(A)-Stelle ist dabei generell duBerst AU-
reich [20, 21], wahrend die Spaltungsstelle selbst haufig nur durch ein CA Dinukleotid
konserviert ist. Etwa 10 bis 30 Nukleotide aufwérts der Spaltungsstelle befindet sich
das hoch konservierte poly(A)-Signal (PAS) A(A/U)UAAA und etwa 40 Nukleotide
abwarts das degenerierte GU-reiche downstream element (DSE) [22, 23].

Der cleavage and polyadenylation specificity factor (CPSF) und cleavage stimulating
factor (CSTF) sind zwei multimere Proteinkomplexe, die das PAS und das DSE

erkennen und die Spaltung zwischen den Elementen initiieren. Die poly(A)

[4]
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Polymerase (PAP) synthetisiert schlieBlich die Anheftung der Adenine und wird dabei
vom polyadenylate-binding nuclear protein 1 (PABPN1) unterstitzt, das an den
naszierenden poly(A)-Schwanz bindet [24]. Die mRNA kann nun aus dem Zellkern
exportiert und im Cytoplasma translatiert werden.

Jungste Forschungen zeigen, dass die meisten humanen Gene mehr als eine poly(A)
Stelle besitzen. Alternative Polyadenylierungsstellen (APA) scheinen demnach weit
verbreitet zu sein. Potentiell kdnnen sie die Funktion, Stabilitdt oder Lokalisation

einer mMRNA verandern [25].

Die entstehende mRNA ist wahrend ihres gesamten Lebens niemals nackt — im
Gegenteil — sie wird standig von assoziierenden Faktoren eskortiert, mit denen
zusammen sie die ,messenger ribonucleoprotein particle® (mMRNPs) bildet. Sowohl
die Komposition als auch die Position dieser Faktoren auf der mRNA entscheiden
mafgeblich Uber ihr Schicksal. Die Komplexitdt und die Bedeutung dieser
Regulierung verdeutlicht die Anzahl an Genen, die fir Proteine mit einem ,RNA

recognition motif (RRM) codieren; im Menschen etwa 500 [26].
1.1.1 Alternatives SpleiBBen

Eukaryotische Gene sind modular aufgebaut: Exonische Sequenzen werden von
intronischen Sequenzen unterbrochen. Diese intervenierenden Regionen werden aus
der Vorlaufer-mRNA entfernt. Fast immer entsteht hierdurch ein durchgangiger
Leserahmen. Der als SpleiBen bezeichnete Prozess findet im Nukleus statt und wird
durch einen megadaltongroBen Ribonukleoprotein (RNP)-Komplex — dem
SpleiBosom — katalysiert. In seiner Zusammensetzung ist es ein &auBerst
dynamisches Makromolekil und stellt neben dem Ribosomen eine der komplexesten
Maschinerien der Zelle dar [27].

Im Gegensatz zum konstitutiven SpleiBen, bei dem die SpleiBstellen stets erkannt
und genutzt werden und somit die Exons immer in einer bestimmten Reihenfolge
miteinander zu einem Transkript verbunden werden, kdnnen beim alternativen
SpleiBen mehrere Transkriptvarianten entstehen. Dies ergibt sich aus der
alternativen Nutzung einiger SpleiBstellen. Hierdurch wird die Synthese
verschiedener Protein-lIsoformen aus nur einer genetischen Vorlage ermdglicht oder
es kdénnen Transkriptisoformen mit einer unterschiedlichen Halbwertzeit gebildet
werden. Das alternative SpleiBen liefert somit einen essentiellen Beitrag zur Protein

[5]
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Diversitat und zur regulierbaren Genexpression von Eukaryoten [28]. Evolutiv
betrachtet, konnten — dank des modularen Aufbaus durch Exons und Introns —
zudem vermutlich neue genetische Informationen entstehen, auch ohne dabei die
codierenden Sequenzen zu beschadigen. Hierbei beschrankten sich rekombinante
Ereignisse vermeintlich auf intronische Sequenzen, um so Exons verschiedener
Gene miteinander zu verknupfen [29].

In Eukaryoten existieren zwei unterschiedliche SpleiBosomen. Zum einen gibt es das
U2-abhangige SpleiBosom, welches die Entfernung von Typ U2-Introns katalysiert —
die am haufigsten auftretende Form von Introns [30]. Zum anderen gibt es das
seltener vorkommende U12-abhdngige SpleiBosom, das Typ U12-Introns erkennt
und entfernt. Da diese Form weniger als 1% aller Introns ausmacht [31], wird im

Folgenden nur auf den U2-abhangigen SpleiBmechanismus eingegangen.

Das U2-abhéngige SpleiBosom setzt sich aus den fiinf kleinen snRNPs (small
nuclear ribonucleoproteins) U1, U2, U5, U4, U6 und zahlreichen assoziierten
Proteinen zusammen [32]. Jedes snRNP besteht dabei aus einer Uracil-reichen
snRNA (small nuclear ribonucleic acid), die als Adapter fir die RNA Bindung fungiert,
sieben Sm-Proteinen (im Fall der U6 snRNA LSm-Proteinen) und einer variablen
Anzahl von weiteren, assoziierten Proteinen. Massenspektrometrische Analysen
aufgereinigter SpleiBosomen-Komplexe zeigen, dass mindestens 170 Proteine
assoziiert sind, deren Anzahl innerhalb der jeweiligen isolierbaren Subkomplexe
schwanken kann [27, 33].

Die genaue Erkennung von Exons und Introns wird durch Kkonservierte
Sequenzelemente ermdglicht, die von den Komponenten des SpleiBosoms
gebunden werden. An der 5-Spleistelle (5’ss), auch SpleiBdonor (SD) genannt,
befindet sich die degenerierte Konsensussequenz NAG/GURAGUNN (R= Purin, N=
Purin oder Pyrimidin), wobei der Beginn des Introns durch ein GU-Dinukleotid an
Position +1 und +2 gekennzeichnet ist [34]. An der 3'-Spleistelle (3’ss), auch
SpleiBakzeptor (SA) genannt, wird das Ende des Introns in Uber 99% aller
annotierten humanen 5’ss durch ein AG-Dinukleotid (YAG/N; Y= Pyrimidin) an
Position -2 und -1 definiert. 20-40 Nukleotide stromaufwarts befindet sich die
Verzweigungssequenz (BPS: branch point sequence) mit dem Motiv YNCURAY. Ein

drittes Erkennungsmotiv der 3’ss stellt die 10-20nt lange Pyrimidin-reiche Region dar

[6]
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(PPT: Polypyrimidintrakt), die unmittelbar vor dem AG-Dinukleotid liegt [30] (Abb.
1.2).

5'ss BPS PPT 3'ss
NAG|GURAGUNN ——————  YNCURAY——Y(n) — YAGl

Abbildung 1.2 Konservierte Sequenzelemente zur Erkennung der SpleiBstellen.

Die 5'ss ist durch die degenerierte Konsensussequenz NAG/GURAGUNN gekennzeichnet. Auf die weiter
stromabwarts gelegene Verzweigungssequenz (BPS) folgt der Polypyrimidintrakt (PPT) und die durch ein YAG
charakterisierte 3'ss. R= Purin, Y= Pyrimidin, N= Purin oder Pyrimidin.

Der SpleiBzyklus beginnt mit der Bindung des U1 snRNPs an die 5’ss (Formation des
E (,Early’)-Komplexes) (Abb. 1.3). Hierbei kann es zu Basenpaarungen der 11
Nukleotide (NAG/GTRAGTNN) der SpleiBstelle mit den komplementaren Nukleotiden
am 5’Ende der U1 snRNA kommen [35]. Unterdessen interagieren nicht-snRNP
Faktoren wie SF1/mBBP (splicing factor 1/ mammalian branchpoint binding protein)
und U2AF (U2 auxilary factor) mit dem Verzweigungspunkt und der Pyrimidin-reichen
Region. Dabei kommt es zu einer kooperativen Bindung, in der das C-terminale
RNA-Erkennungsmotiv (RRM: RNA recognition motif) von SF1/mBBP mit der 65 kDa
Untereinheit (U2AF65) von U2AF reagiert [36]. Zusatzlich bindet die 35 kDa
Untereinheit (U2AF35) an das AG-Dinukleotid der 3’ss. In einem weiteren Schritt
bindet das U2 snRNP ATP-abhangig an die Verzweigungssequenz, sodass der A-
Komplex (auch Pra-SpleiBosom bezeichnet) ausgebildet wird. Dabei wird SF1/mBBP
durch das U2 snRNP verdrangt. Die Reaktion wird durch die Proteinkomplexe SF3a
und SF3b, sowie U2AF65 stabilisiert [37, 38]. Die Rekrutierung des vorassemblierten
U4/U6 U5 tri-snBNP generiert schlieBlich den pra-katalytischen B-Komplex [39].

[7]
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Abbildung 1.3 Der SpleiBzyklus.

Die Assemblierung des SpleiBosoms beginnt mit der Erkennung der 5’ss durch das U1 snRNP (U1) und der
Bindung von SF1/mBBP und U2AF an die Verzweigungssequenz, den Polypyrimidintrakt und das AG-Dinukleotid
der 3’'ss (E Komplex). Die Bindung des U2 snRNPs (U2) an die Verzweigungssequenz verdrangt SF1/mBBP und
der A Komplex entsteht. Das U4/U6 U5 tri-snRNP kommt hinzu und der B Komplex entsteht, aus dem durch
strukturelle Umlagerungen das U1 snRNP und das U4 snRNP entlassen werden (B* Komplex). Der nukleophile
Angriff des Verzweigungsadenosins flhrt zur Ausbildung einer Lariatstruktur (C Komplex). Durch einen zweiten
katalytischen Schritt werden die Exons miteinander verbunden, die Lariatstruktur wird degradiert und die
Komponenten des SpleiBosoms fiir einen weiteren SpleiBzyklus wieder zur Verfligung gestellt.

Daraufhin kommt es zu Umlagerungen sowohl der RNA-RNA als auch der RNA-
Protein Interaktionen, die zur Freisetzung der U1 und U4 snRNPs flhren. SchlieBlich
befindet sich das SpleiBosom in seinem katalytisch aktiven Zustand (B*-Komplex).
Es folgt die erste von zwei aufeinanderfolgenden Transester-Reaktionen, in der die
2’0H Gruppe des Verzweigungs-Adenosins — lokalisiert in der BPS - die
Phosphodiesterbindung der 5’ss nukleophil angreift. Dadurch bildet das nun
freigewordene 5-Ende des Introns mittels einer neugebildeten
Phosphodiesterbindung mit dem Verzweigungsadenosin eine Lariatstruktur aus.
Nach anschlieBenden Konformationsdnderungen und der Bildung des C-Komplexes
folgt der nukleophile Angriff der 3’-Hydroxygruppe des 5°-Exons auf die
Phosphodiesterbindung der 3°ss, was zur Ligation der 5- und 3‘-Exons und der
Freilassung des Introns fuhrt [30]. AbschlieBend wird die mRNA entlassen, das
SpleiBosom dissoziiert und die Splei3-Komponenten stehen nun fiir einen weiteren
SpleiBzyklus zur Verfigung.
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1.1.2 Determinanten der SpleiBstellennutzung

Die Erkennung der SpleiBBstellen innerhalb einer pra-mRNA erfordert einen
nukleotidgenauen Mechanismus. Die Nutzung einer SpleiBstelle wird mitunter von
den intrinsischen Starken der 5’ss (der Komplementaritat zur U1 snRNA) und der
3'ss (Pyrimidingehalt des Polypyrimidintraktes und der Verzweigungssequenz)
bestimmt.

Die Bildung des RNA-Duplex zwischen dem 5’-Ende der U1 snRNA und ihrer
Zielsequenz an der 5’ss ist flr die Assemblierung des SpleiBosoms notwendig. Die
ersten Modelle zur Beschreibung der Starke einer Splei3stelle beruhten auf der
Haufigkeitsverteilung der konservierten Nukleotide der Position -3 bis +6 an der 5’ss
[40]. Da diese Vorhersagen einige human pathogene SpleiB3stellenmutationen nicht
beurteilen konnten, wurden weitere Konzepte zur Bewertung der intrinsischen Starke
einer 5’ss vorgeschlagen. Der auch in dieser Arbeit verwendete HBond-Score basiert
auf der Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen der U1 snRNA und den
Nukleotiden an den 11 Positionen -3 bis +8 an der 5’ss [35]. Ein weiterer Algorithmus
zur Bestimmung der Starke einer 5’'ss stellt der MaxEntScore dar [41], welcher auf
dem Prinzip der maximalen Entropie beruht. Solche Vorhersagen liefern durchaus
eine solide Tendenz fir die Einschatzung der SpleiBstellennutzung, stoBen jedoch
alle an gewisse Grenzen. So beruhen sie beispielsweise auf der Annahme, dass alle
5’ss durch die U1 snRNA im gleichen Register gebunden werden. Es konnte jedoch
kirzlich gezeigt werden, dass die U1 snRNA auch alternative Register verwendet
und zum Beispiel einzelne Nukleotide von der Basenpaarung auslassen — ,bulgen” —
kann [42, 43].

Des Weiteren kdnnen diese Algorithmen allein nicht erklaren, wie es zur bevorzugten
Nutzung intrinsisch schwéacherer gegeniiber starkeren SpleiBstellen kommen kann.
Es ist also offensichtlich, dass die intrinsische Starke allein nicht ausreicht, um die
Nutzung einer SpleiB3stelle zu definieren. Das Vorhandensein von splei3férdernden
(Enhancer) oder spleiBhemmenden (Silencer) Elementen in der Umgebung der
SpleiBstellen und ihre dazugehdrigen trans-agierenden Proteine tragen mafgeblich
zu ihrer Nutzung bei [34].

Zu den am besten charakterisierten SpleiBfaktoren gehéren die Proteine der SR
(Serin/Arginin)- und hnRNP- (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) Familie. lhr

Beitrag zur SpleiBstellennutzung ist dabei von ihrer relativen Position zu dieser

[9]
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abhangig. SR Proteine férdern das Splei3en von einer exonischer Position, wahrend
sie es von einer intronischen reprimieren. Genau andersherum verhalten sich die
hnRNPs [44] (Abb. 1.4).

-

TR e .

Abbildung 1.4 SR und hnRNP Proteine regulieren das SpleiBen.

ESE (exonic splicing enhancer)-gebundene SR Proteine (hellblau) férdern den Exoneinschluss, wahrend sie an
ein ISS (intronic splicing enhancer) gebunden einen negativen Einfluss auf den Einschluss ausiiben. hnRNP
Proteine (dunkelblau) verhalten sich entgegengesetzt: Von einer exonischen Position reprimieren sie den
Exoneinschluss, wahrend sie ihn von einer intronischen Position férdern.

1.1.3 Die SR Protein Familie

Die Mitglieder der konservierten Familie der SR Proteine sind in eukaryotische Zellen
auBerst abundant exprimiert, einige von ihnen zahlen sogar zu den 2% der am
starksten translatierten Gene [45]. Sie sind durch ihre Fahigkeit charakterisiert,
gleichzeitig sowohl mit RNAs als auch mit Proteinen interagieren zu kénnen. Dafar
besitzen sie ein oder zwei N-terminale RNA Erkennungsmotive (RRM), die auch ihre
Substratspezifitdt bestimmen [46] und ihre namensgebende C-terminale Arginin und
Serin-reiche RS Doméne (Serin (S) und Arginin (R)), die die Interaktion mit weiteren
Proteinen erlaubt [47]. SRSF7 enthalt zudem noch eine Zink-Doméne (Zn), die
vermutlich zusatzlich mit RNA interagieren kann [48] (Abb.1.5). SR Proteine binden
eine etwa 4-8 nukleotidlange, degenerierte Sequenz, die es ihnen ermdglicht, eine
Vielzahl unterschiedlicher Gene zu regulieren [49].

Sie sind vorwiegend daflir bekannt, die Assemblierung des SpleiBosoms durch die
Bindung an ein ESE (exonic splicing enhancer) zu unterstitzen [50, 51]. Dabei
scheinen sie durch eine Interaktion mit dem U1 snRNP assoziierten Protein U1-70 K
die Formation des E-Komplexes phosphorylierungsabhangig zu stabilisieren [52-54].
An intrinsisch schwachen 3’ss férdern sie zudem die Bindung von U2AF65 und
U2AF35 [55]. Ferner unterstitzen sie die Assemblierung des A-Komplexes durch
Interaktion mit der Verzweigungssequenz [56].

[10]



1.Einleitung

Srsf1 (ASF/SF2)
Srsf9 (SRp30c¢)
Srsf4 (SRp75)
Srsf6 (SRp55)
Srsf5 (SRp40)c
Srsf3 (SRp20)
Srsf7 (9G8)
Srsf2 (SC35)
Srsf8 (SRp46)
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Abbildung 1.5 SR Proteine.
SR Proteine sind modular aufgebaut: Sie besitzen ein oder zwei RRM Doménen und eine RS Doméne
unterschiedlicher GréBe. SRSF7 besitzt zusatzlich noch eine Zink (Zn) Doméne. Abbildung modifiziert nach [57].

Far einige SR Proteine konnten neben der Beteiligung am alternativen SpleiBen
zahlreiche weitere Aufgaben ausgemacht werden. SRSF1 scheint vor allem auch
wahrend der Translation im Cytoplasma von Bedeutung zu sein [58, 59]. SRSF1-
gebundene mRNAs kénnen Komponenten des mTOR (mammalian target of
rapamycin) Signalweges rekrutieren, wodurch 4E-BP (elF4E-binding protein)
inaktiviert wird und der eukaryotische Translations-Initiationsfaktor elF4E die Cap-
abhangige Translation aktivieren kann [60]. Auch fiir andere SR Proteine konnte eine
Beteiligung bei der Regulation der Translation nachgewiesen werden. SRSF3 zum
Beispiel verstarkt die IRES- (internal ribosome entry site) abhangige Translation
viraler mRNAs [61], wahrend SRSF7 die Translation von ungespleiBter mRNA
férdert, die ein CTE (constitutive transport element) enthélt [62]. Klrzlich konnte auch
eine Rolle von SRSF1 bei der Zellantwort auf DNA Schaden ausgemacht werden. So
scheint die Phosphorylierung von SRSF1, welche zu einer Veranderung des
SpleiBmusters bestimmter Zielgene fihrt, durch DNA-schadigende Einflliisse
verandert zu werden [63]. Ebenso konnte die Stabilisierung bestimmter Transkripte
sowie die Regulation von microRNAs und langen nicht-codierenden RNAs (IncRNAs)
mit SR Proteinen in Verbindung gebracht werden [49].

Lange Zeit war man davon ausgegangen, dass Transkription und SpleiBen zwei
voneinander unabhangige Mechanismen darstellen. Mittlerweile verdichten sich
jedoch die Beweise daflir, dass das SpleiBen bereits wahrend der Transkription
stattfindet oder mit dieser sogar gekoppelt ist [64-66]. In Minigen-Experimenten
konnte gezeigt werden, dass die C-terminale Doméane (CTD) der RNA Polymerase |
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(Pol 1) fir die Rekrutierung und somit die SpleiBaktivitat von SRSF3 notwendig ist
[67]. Umgekehrt scheint SRSF2 einen direkten Einfluss auf die Transkriptionsrate
von Pol Il zu haben [68, 69].

Passend zu ihrer vorherrschenden Rolle wahrend des SpleiBens sind die SR
Proteine Uberwiegend im Nukleus lokalisiert [70, 71]. Bis auf SRSF2 und SRSF5
konnte fir alle SR Proteine zudem gezeigt werden, dass sie sich zwischen dem
Nukleus und dem Cytoplasma hin und her bewegen [72, 73]. Dabei interagieren sie
mit dem mRNA Export Rezeptor TAP/NFX1 und tragen somit vermutlich zum Export
von mRNAs bei [74]. SRSF3 und SRSF7 scheinen insbesondere den Export von
intronlosen Transkripten zu aktivieren [75].

Far die Aktivitat und Lokalisation der SR Proteine ist ihre Phosphorylierung essentiell.
So ist beispielweise fur die Erkennung von SpleiBstellen eine Phosphorylierung
notwendig, nicht aber flir die Katalyse des SpleiBens [76, 77]. Die Phosphorylierung
von SR Proteinen wird hauptsachlich durch die SR-Protein-spezifischen Kinasen
(SRPK) und die CDC-like Kinasen (CLK) realisiert [78-80]. Beide Gruppen
phosphorylieren Serin-Reste in der RS-Doméne der SR Proteine, zeigen aber
ungleiche Substratspezifitaten [79]. AuBerdem unterscheiden sich die Kinasen in
ihrer subzellularen Lokalisation: SRPKs lassen sich sowohl im Cytoplasma als auch
im Nukleus nachweisen [81], wahrend CLKs ausschlieBlich im Nukleus — vorwiegend
gemeinsam mit SR Proteinen — lokalisieren [82]. Daher wird angenommen, dass
diese beiden Kinase-Familien kooperativ die Regulation der SR Proteine
tbernehmen. So kénnte die SRPK-abhangige Phosphorylierung fir den Import in
den Nukleus verantwortlich sein, wahrend die CLKs dann dort die Feinjustierung
Ubernehmen. Auch externe Signale kdnnen mittels Kinasen an den SpleiBapparat
weitergegeben werden. Als Antwort auf den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF)
regt die Akt Kinase die Autophosphorylierung von SRPK an, was zu ihrer vermehrten
Translokation in den Nukleus und schlieBlich zur vermehrten SR Protein
Phosphorylierung fuhrt [83]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass neben der
Akt-Kinase [84, 85] auch Cyclin-abhangige Kinasen (CDKs), wie CDK13 SR

Proteine, phosphorylieren kénnen [86].

SR Proteine erflllen neben ihrer substantiellen Funktion als spleiBregulatorische
Proteine also auch zahlreiche weitere Aufgaben der Genregulation inner- und

auBBerhalb des Nukleus.
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1.1.4 hnRNPS

Die hnRNPs (hetereogeneous nuclear ribonucleoproteins) stellen eine weitere
Gruppe von RNA-bindenden Proteinen dar. Die RRM-Domane der hnRNPs wird
durch eine B1a1p2B302B4  Struktur und zwei degeneriete  RNP
Konsensussequenzen RNP-1 und RNP-2 [87], mittels derer sie mit RNA-Molekilen
interagieren kbénnen, charakterisiert. Des Weiteren besitzen die hnRNPs RGG-
Boxen, Wiederholungen von Arginin-Glycin-Glycin-Tripeptiden, die von aromatischen
Aminosauren durchzogen sind [88]. Trotz dieser strukturellen Gemeinsamkeiten
unterscheiden sich die verschiedenen hnRNPs in ihrer Zusammensetzung und ihrer
funktionalen Eigenschaften deutlich voneinander, weshalb sie auch in verschiedene
Familien unterteilt werden.

Die Familie der hnRNPs A/B umfasst die Proteine A1, A2/B1, A3 und AO. Die
hnRNPs A1 und A2/B1 sind schon lange als Repressoren des pra-mRNA Splei3ens
bekannt. Hierbei konnte eine antagonistische Funktionsweise gegeniber den SR-
Proteinen beobachtet werden [89, 90]. Es werden derzeit verschiedene Modelle, die
den Mechanismus der hnRNP A1-abhangigen SpleiBregulation erklaren kénnen,
diskutiert. So wird vermutet, dass die Bindung eines hnRNP A1 Proteins an die
mRNA die Bindung weiterer hnRNPs zur Folge hat, wodurch die Bindung
spleiBférdernder SR-Proteine blockiert wird [91]. Auch kann hnRNP A1 einen
direkten Einfluss auf die Assemblierung des SpleiBosoms nehmen, in dem es an ein
an der Verzweigungssequenz liegendes ISS (intronic splicing silencer) bindet und
dadurch die Rekrutierung des U2 snRNPs verhindert [34]. Es konnte jedoch auch
gezeigt werden, dass im Intron bindende hnRNPs den Exon Einschluss férdern
kénnen, ihre Funktion also von ihrer Position bezliglich der SpleiBstelle abhangig ist
[44, 92]. Weitere Aufgaben der hnRNPs A/B sind unter anderem das Verpacken von
naszierenden Transkripten [93] und die Regulation von miRNAs (microRNAs) [94].
Zusammen mit Vertretern der hnRNP A/B Familie Gbernimmt auch hnRNP C
Funktionen wahrend des Verpackens von naszierenden viralen Transkripten. Auch
ist es dazu in der Lage, die Translation bestimmter mRNAs Zellzyklus-abhangig
durch die Bindung an deren IRES Sequenzen zu verstarken [95, 96].

Fir das sowohl nuklear als auch cytoplasmatisch vorkommende hnRNP D konnte
eine Beteiligung an der Translation von HCV (Hepatitis C Virus) mRNA
nachgewiesen werden, wobei ein Knockdown von hnRNP D die Virusinfektion
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deutlich verringerte [97]. Des Weiteren ist hnRNP D an der Regulation der mRNA
Stabilitat bzw. dessen Abbau beteiligt [98].

Die hnRNP E/K Familie, zu denen E1, E2 und K z&hlen, unterscheiden sich von den
restlichen hnRNPs durch den Besitz von drei KH (K homology) Doménen anstelle
von RRMs. hnRNP K scheint auch als intronischer SpleiBenhancer fungieren zu
kénnen [99]. Als Ko-Faktor von p53 spielt hnRNP K dariber hinaus eine
entscheidende Rolle bei der Regulation der transkriptionalen Antwort auf DNA
Schéaden [100].

Far Mitglieder der Familie der hnRNP F/H Proteine konnte gezeigt werden, dass sie
an eine G-reiche Sequenz innerhalb der HIV-1 mRNA binden und dadurch die
Nutzung einer 5’ss unterdriicken. Ein Mechanismus, der flr die Virusreplikation
essentiell ist [101]. Zusatzlich konnte hnRNP F eine Rolle bei der Regulation der
Polyadenylierungsstelle der mRNA des Immunoglobulin Gens durch die Blockierung
der Rekrutierung von Cleavage-stimulierenden Faktoren zugewiesen werden [102].
hnRNP | wurde als Polypyrimidintrakt-bindendes Protein identifiziert und wird daher
auch als PTB (Polypyrimidintrakt bindendes Protein) bezeichnet [103]. Es inhibiert
das SpleiBen wahrend der A-Komplex Bildung durch Interaktion mit anderen
SpleiBfaktoren [104]. AuBerdem kann es den Exon-Einschluss durch Konkurrieren
mit U2AF um die Bindungsstelle des Polypyrimidintraktes verringern [105].
Genomweite Studien haben ergeben, dass hnRNP | sowohl als Enhancer als auch
als Repressor wahrend des SpleiBvorgangs agieren kann [106].

Die hnRNPs stellen demnach eine Reihe von heterogenen Proteinen dar, die
entscheidende Rollen beim mRNA-Metabolismus Ubernehmen.

1.2 Translation

Die eukaryotische Translation beginnt mit der Bindung des ternary complex (TC),
bestehend aus der Initiator Methionyl-tRNA (Met-tRNA) und der GTP-gebundenen
Form des eukaryotischen Initiationsfaktors (elF2) an die kleine (40S) Untereinheit
des Ribosoms, wodurch der 43S pra-Initiationskomplex (PIC) entsteht. Dieser bindet
an das 5-Ende der mRNA und scannt diese solange, bis das entsprechende
komplementare Anticodon zur Met-tRNA gefunden ist. Daraufhin wird die 60S
Untereinheit rekrutiert und der 80S Initiationskomplex gebildet, sodass die
Elongationsphase starten kann [107].
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1.2.1 Normale Translationstermination

Die Translation wird beendet, sobald das Ribosomen — ausgel6st durch das
Erkennen eines Stoppcodons (UAA, UAG oder UGA) — an dieser Position anhalt.
Dabei imitiert der eukaryotische Terminationsfaktor 1 (eRF1 ,eucaryotic release
factor 1) prazise eine zu dem Stoppcodon passende tRNA, die Ublicherweise die
Anheftung einer weiteren Aminosdure an die entstehende Peptidkette vermittelt
[108]. Durch eRF1 kommt es stattdessen jedoch zur Hydrolyse der synthetisierten
Peptidkette [109]. Unterstltzt wird dieser Prozess durch die GTPase Funktion eines
weiteren eukaryotischen Terminationsfaktors eRF3 (,eucaryotic release factor IlI)
[110, 111]. Um nun Raum flr das nachfolgende Ribosom zu schaffen, dissoziiert der
80S Komplex unter ATP Verbrauch mit Hilfe des ,ATP-binding cassette subunit
family E member 1“(ABCE1) [112] (Abb. 1.6).

Abbildung 1.6 Die Translationstermination.

Die Erkennung eines Stoppcodons (UAA) fihrt zu Bindung der eukaryotischen Terminationsfaktoren 1 und 3
(eRF1 und eRF3) an das Ribosom und dem Entlassen der synthetisierten Peptidkette. Die Untereinheiten (60S
und 40s) dissoziieren, um eine neue Translationsrunde zu initiieren.

1.2.2 Aberrante Termination

Der mehrstufige Prozess der mRNA Prozessierung verlauft — wie jeder andere
biologische Ablauf — nicht fehlerfrei. Um die Synthese von potentiell schadlichen
Proteinen zu verhindern bzw. keine unndétigen Ressourcen zu vergeuden, wird die
Integritdt der synthetisieten mRNAs daher bereits wahrend der initialen
Translationsphase im Cytoplasma Uberprift [113, 114]. Es existieren drei
verschiedene Qualitats-Kontroll-Mechanismen, die unterschiedliche Merkmale einer
fehlerhaften mRNA erkennen. Der ,No-Go decay* beseitigt mRNAs, die aufgrund von
Sekundarstrukturen oder bestimmten Sequenzelementen wie Stem-loops,
Pseudoknoten oder beschadigten Basen mit stagnierenden Ribosomen besetzt sind
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[115]. Der ,Non-Stop decay” ist fir fehlerhafte mRNAs verantwortlich, denen ein
Stoppcodon im Leseraster fehlt [116].

Der ,Nonsense-mediated decay* (NMD) Mechanismus ist bislang wohl der
meiststudierte mRNA-Qualitats-Kontrollapparat. Er wurde urspriinglich als Instrument
zur Erkennung von Mutationen verstanden, die durch das Vorkommen eines
vorzeitigen Stoppcodons (,premature stop codon“ PTC) gekennzeichnet sind und
deren resultierendes Protein daher C-terminal trunkiert wéare. Bereits in den 90er
Jahren wurde bekannt, dass ca. 30% aller erblichen Genmutationen auf ein solches
vorzeitiges Stoppcodon zurtickzufiihren sind [117]. Spater wurde jedoch deutlich,
dass NMD — neben seiner Funktion als Wéachter tber die Unversehrtheit der mRNA —
auch eine entscheidende post-trankskriptionale Drehschraube fiir die Regulation
zahlreicher physiologischer Gene darstellt [118]. So konnte durch genomweite
Studien gezeigt werden, dass ca. 5-10% des Transkriptoms von Saccharomyces
cerevisiae, Caenorhabditis elegans und Drosophila melanogaster durch NMD
verdandert wird [119-121]. Eine ahnliche GréBenordnung von sogenannten
endogenen NMD Transkripten wird fir humane Zellen angenommen [122, 123].

Im folgenden Abschnitt werden sowohl die NMD-auslésenden Eigenschaften einer
MRNA, als auch der bisherige Wissenstand zu den molekularen Ablaufen der mRNA

Degradation beschrieben.
1.2.3 Nonsense-mediated decay

1.2.3.1 Der EJC

Der EJC (exon junction complex) ist ein aus mehreren Untereinheiten bestehender
Proteinkomplex, der wahrend des SpleiBvorgangs im Zellkern etwa 20 Nukleotide
stromaufwarts der meisten SpleiB3junctions abgelegt und erst im Zuge der Translation
im Cytoplasma beseitigt wird [124, 125]. Der EJC dient als Kommunikator zwischen
nukledren und cytoplasmatischen Prozessen und erweist sich als molekulare
Erklarung far die férdernde Wirkung des nuklearen SpleiBens auf die Translation
[126, 127].

Das EJC-Grundgerlst wird von vier Proteinen gestellt, die bis zu ihrer Entladung
wahrend der Translation permanent an der mRNA haften bleiben: Barentsz (BTZ),
MAGO, Y14 und elF4Alll. Sie bilden die Bindungsplattform flr weitere, assoziierte,
transiente Bindungspartner, wie z.B. den Export Faktoren REF/Aly und Tap oder den

NMD-Faktoren aus der UPF Familie [128].
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elF4Alll und der MAGO-Y14 Dimer binden bereits an die mRNA, bevor der
SpleiBvorgang vollstandig abgeschlossen ist [129, 130]. Die Bindung dieser Proteine
ist dabei nicht abhangig von bestimmten RNA Sequenzen. Vielmehr — so zeigte die
Aufklarung der Kristallstruktur — umklammert der Komplex die RNA unabhangig von
seiner Nukleotidsequenz. Welche Determinanten genau fir diese Interaktion
notwendig sind, konnte noch nicht eindeutig geklart werden. Bekannt ist, dass das
DEAD-box Protein elF4Alll dabei ATP-abhangig die RNA bindet, wahrend MAGO-
Y14 diese Bindung durch die Inhibierung der elF4Alll ATPase-Aktivitat stabilisiert
[131, 132]. BTZ schlieBt sich diesem pra-EJC erst an, wenn die mRNA bereits vom
SpleiBosom getrennt ist [130] (Abb. 1.7).
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Abbildung 1.7 Der Exon-Junction-Complex (EJC).

Die Komponenten des EJC MAGO, Y14, eiF4Alll und BTZ assemblieren auf einer SpleiBjunction und férdern
unter anderem den nukledren Export der mRNA. Der Dissoziationsfaktor PYM reguliert schlieBlich die
Dissoziation der Komponenten wéhrend der Translation. Der Rucktransport in den Nukleus von MAGO-Y14 wird
durch Imp13 reguliert. Fir elF4Alll und BTZ ist der Mechanismus noch nicht aufgeklart. Verandert nach [125].

Der cytoplasmatische Dissoziationsfaktor PYM interagiert schlieBlich mit MAGO-Y14
und stellt sicher, dass die Disassemblierung des EJCs von der mRNA erst wahrend
der Translation stattfindet, da seine Aktivitat von der Assoziierung mit dem Ribosom
abhangt [133-135].

Aufgrund der 10-30fach héheren Menge von Exon-Exon-Junctions im Verhaltnis zu
den einzelnen Komponenten des EJCs in Zelllysaten scheint das Recycling der
einzelnen Bestandteile des EJCs unabdingbar zu sein [125]. Fir das MAGO-Y14
Heterodimer konnte bereits gezeigt werden, dass der Importfaktor Importin 13

(Imp13) far den Ricktransport in den Nukleus verantwortlich ist [136]. Dabei blockiert
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diese Bindung die Oberflache von MAGO-Y14 derart, dass sie flir eine weitere
Bindung wie z.B. mit PYM unzugénglich ist und so der Verbleib von PYM im
Cytoplasma gewahrleistet wird [137]. Der Rlcktransport von BTZ und elF4Alll konnte
noch nicht eindeutig aufgeklart werden. Es wird jedoch vermutet, dass ein ahnlicher
Importweg existiert und eine erneute Assemblierung der EJC Komponenten im
Nukleus stattfindet.

1.2.3.2 Aktivierung von NMD

Um als vorzeitiges Stoppcodon (PTC) erkannt zu werden, muss dieses mindestens
50-55 Nukleotide stromaufwarts einer Exon-Exon Grenze positioniert sein [138, 139].
Transkripte, die ein PTC beinhalten, jedoch intronlos sind, sind demnach immun
gegen NMD [140, 141]. SpleiBen ist also eine notwendige Voraussetzung, um
vorzeitige Stoppcodons zu identifizieren und die entsprechende mRNA zu
degradieren. Dass die Translation fir die Durchfihrung von NMD notwendig ist, ist
unumstritten [142, 143]. Ob NMD jedoch ausschlieBlich wahrend der initialen
Translationsrunde [144] oder — wie neuere Studien postulieren — auch in den
darauffolgenden stattfinden kann, bleibt weiter zu bestéatigen [145, 146].

Aberrante sowie die normale Translationstermination starten sobald das Stoppcodon
die A-Seite eines translatierenden Ribosoms betritt. Wahrend die normale
Termination anschlieBend jedoch schnell und effizient verlauft, scheint die aberrante
Termination hingegen zeitverzdgert zu erfolgen. So konnte an normalen
Stoppcodons in ,Toeprint Analysen kein Ribosom detektiert werden, wahrend es an
Vorzeitigen stets noch nachzuweisen war [147, 148]. Der genaue Mechanismus, wie
das Vorkommen eines PTCs schlieBlich die Degradation des Transkripts hervorruft,
ist nicht endgultig entschlisselt. Es wird jedoch vermutet, dass UPF1 (up frameshift
protein 1) und PABPC1 um die Bindung mit dem Ribosomen-assoziierten Faktor
eRF3 konkurrieren und der Abstand von PABPC1 zum Stoppcodon schlieBlich
entscheidet, ob die mMRNA dem NMD zugefihrt wird.

Das 130 kDa groBe UPF1 gilt als zentrales NMD Protein und gehdért zu der Helikase
Super Familie 1 (SF1). Identifiziert wurden die UPFs durch Studien in Hefen, in
denen ihre Mutationen die Stabilitdt einer mRNA mit einer +1 frameshift* Mutation
erhéhen konnten [149]. UPF1 weist eine RNA-abhéangige ATPase und eine 5’-3° RNA
Helikase Aktivitat auf, die fur ihre direkte RNA Bindung verantwortlich und somit fur
die Funktion als NMD Faktor essentiell ist [150-152]. UPF1 ist ein multifunktionales

[18]



1.Einleitung

Protein, das zudem auch in der DNA Reparatur und der Telomer Hombostase eine
Rolle spielt [153, 154].

Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass UPF1 ausschlieBlich an das
terminierende Ribosom durch Interkation mit eRF1 und eRF3 rekrutiert wird [155].
Neuere Studien zeigen jedoch, dass es generell auf gespleiBten Transkripten —
vorzugsweise in der 3’untranslatierten Region (3'UTR) — bindet [156-158]. Die
Bindung scheint dabei unabh&ngig von der NMD Eigenschaft des Transkripts zu
sein.

Ein Modell zum Ablauf von NMD, wenn UPF1 in der 3'UTR bindet, schlagt vor, dass
PABPC1 und UPF1 um die Interaktion mit dem Terminationsfaktor eRF3
konkurrieren. Dabei scheint die Interaktion mit PABPC1 zu dominieren, denn die
UPF1-eRF3 Interaktion lasst sich mit zunehmenden Mengen von PABPC1 aufheben
[159] und kinstlich platzietes PABPC1, stromabwarts eines ansonsten erkannten
PTCs, kann die Degradation verhindern [147, 160]. Wenn das PTC jedoch weit
genug von der PABPC1 Bindestelle entfernt ist, Gberwiegt die UPF1 Interaktion mit
eRF3. Die unterschiedlichen Bindestellen von UPF1 und PABPC1 an eRF3 [161-163]
und die Tatsache, dass mutiertes PABPC1, welches nicht mehr in der Lage ist mit
eRF3 zu interagieren, trotzdem noch NMD inhibieren kann, deuten jedoch auf einen
weitaus komplexeren Vorgang als schlichte Konkurrenz um die Bindung hin [164,
165] (Abb. 1.8).

Ein weiteres Modell zur Erklarung der auf die Erkennung eines PTCs folgende
Degradation bezieht die Translationsinitiation mit ein. Die mRNA liegt wahrend der
Translation nicht als starres, unflexibles Molekil vor — eher bilden seine beiden
Enden eine ringartige Struktur aus, sodass die Re-Assoziation der Ribosomen zligig
ablaufen kann. Es konnte gezeigt werden, dass die Interaktion von PABPC1 mit dem
Initiationsfaktor elF4G, welcher die Zirkularisierung der mRNA auslést, flr die
PABPC1-abhangige NMD Inhibition notwendig ist [165]. AuBerdem kann elF4G, in
ahnlicher Weise wie PABPC1, im artifiziellen System NMD entgegensteuern und
PABPC1 verliert diese Fahigkeit, wenn die Interaktion mit elF4G zuvor verhindert
wurde [164, 165]. Es scheint also ein komplexes Zusammenwirken von

Translationstermination, mRNA Zirkularisierung und NMD Aktivierung zu existieren.
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Abbildung 1.8 Modell zur Degradierung eines NMD-sensitiven Transkripts.

Sobald das Ribosom ein  vorzeitiges Stoppcodon (PTC) erkennt, wird es von den
Translationsterminationsfaktoren eRF1 und eRF2 gebunden. Die Distanz zwischen dem am poly(A)-Schwanz
gebundenen PABPC und eRF3 ist fir eine effiziente Interaktion zu groB3. Stattdessen bindet UPF1 an eRF3 und
der stromabwarts gelegene EJC dient als Bindungsplattform fir UPF3b und UPF2. SMG1 phosphoryliert
schlieBlich UPF1, wodurch das SMG5/7 Heterodimer als auch die Endonuklease SMG6 rekrutiert werden. SMG6
schneidet das Transkript und SMG5/7 rekrutieren den Deadenylierungskomplex POP2. Die NMD Komponenten
werden von der mRNA entlassen. Die Exonuklease XRN1 degradiert das Transkript in 5° zu 3‘ Richtung und das
Exosom in 3* zu 5° Richtung. Verandert nach [166].

Bekannt ist, dass die nicht-enzymatischen Komponenten der NMD Maschinerie,
UPF2 und UPF3, die Bricke zwischen UPF1 und dem EJC bilden und die Helikase-
Funktion von UPF1 unterstitzen [152]. Aktiviert wird UPF1 durch die
Phosphorylierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase verwandten Protein Kinase
SMG1 (suppressor with ~morphogenetic effect on genitalia) [167-170].
Phosphoryliertes UPF1 dient schlieBlich als Bindungsplattform fir die weiteren NMD
Kern-Faktoren SMG5, SMG6 und SMG7 [171] und interagiert direkt mit dem
Translationsinitiationsfaktor elF3, um die elF3-vermittelte  kontinuierliche
Translationsinitiation zu verhindern [172]. Da sowohl die Phosphorylierung als auch
die De-Phosphorylierung fiir den reibungslosen Ablauf von NMD essentiell sind, wird
angenommen, dass UPF1 einem zyklischen Phosphorylierungsablauf unterliegt
[166], was zu einem Umbau des geladenen mRNP Komplexes flhrt.

Die letztendliche Degradation der mRNA kann schlieBlich Uber zwei Wege ablaufen:
der SMG6-vermittelten endonukledren Spaltung oder der SMG5-SMG7-vermittelten

Deadenylierung/Decapping. Auf ersteren ist man durch die Beobachtung gesto3en,
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dass das Ausschalten der exonukledren Degradationsmaschinerie nicht ausreicht,
um NMD-sensitive Transkripte zu stabilisieren. Dagegen konnte eine Anhaufung von
3-und 5-RNA Fragmenten nach Ausschalten der 5°-3° Exonuklease XRN1 oder des
3'-5' degradierenden Exosoms bemerkt werden; Indizien, die auf eine Endonuklease-
Aktivitat hindeuteten [173]. Schnell konnte SMG6 als die verantwortliche Nuklease
ausgemacht werden, die in der naheren Umgebung des PTCs die Spaltung
durchfihrt [174, 175]. Die entstandenen Fragmente werden schlieBlich von XRN1
und dem Exosom degradiert.

Die zweite Route verlauft Gber das SMG5-SMG7 Heterodimer, wobei SMG5 und
SMG7 dber ihre N-terminalen Domé&nen miteinander verbunden sind [176, 177].
SMG?7 ist hierbei der entscheidende Faktor, der Uber seinen C-Terminus schlieBlich
direkt mit POP2 — der katalytischen Untereinheit des CCR4-NOT
Deadenylierungskomplexes — interagiert [178, 179]. Es folgt das DCP2-abhéngige
Decapping und der 5°-3° gerichtete Abbau der mRNA durch die Exonuklease XRN1
[180] (Abb. 1.8).

Aktuelle Studien deuten darauf hin, dass die SMG6-abhangige Degradation den
bevorzugten Abbaumechanismus darstellt [181, 182]. Eine vollstandige Stabilisierung
von PTC-Transkripten kann jedoch nur erzielt werden, wenn beide Wege
ausgeschaltet  sind.  Weitere  Arbeiten  deuten auf  einen  dritten
Degradationsmechanismus hin; hierbei interagiert das ,proline-rich nuclear receptor
coregulatory protein 2“ (PNRC2) direkt mit UPF1 und dem Decapping Komplex
DCP1, was schlieBlich zum exonukledren Abbau der mRNA fiihrt [183, 184].

Neben dem Vorkommen eines EJCs gibt es noch ein weiteres Merkmal, das die
Degradation der mRNA durch NMD auszulésen scheint: eine lange 3‘untranslatierte
Region (3’'UTR). Die Bindung von UPF1 an 3'UTRs ist zwar ubiquitar, scheint jedoch
stark langenabhangig zu sein [185]. So konnte mittels Reporterkonstrukten
nachgewiesen werden, dass ein EJC hinter einem Stoppcodon zwar NMD férdert,
aber flr die Degradation nicht unbedingt erforderlich ist. Vielmehr scheint bei
Stoppcodons, die im letzten Exon lokalisiert sind, die Distanz zwischen ihnen und
dem poly(A)-Schwanz entscheidend zu sein [186]. Viele humane mRNAs haben
allerdings eine sehr lange 3'UTR (> 400 Nukleotide), I6sen aber dennoch kein NMD
aus. Singh und Kollegen spekulieren daher, dass es bestimmte cis-Elemente hinter

dem Stoppcodon gibt, die dem NMD entgegenwirken kénnten. Ein potentieller

[21]



1.Einleitung

Kandidat fiir die Bindung an ein solches cis-Element ist PABPC1, das — wie schon
erwdhnt — die Interaktion zwischen eRF3 und UPF1 verhindern kann, wenn es nah
genug hinter einem Stoppcodon bindet [159]. Das Vorhandensein solcher Elemente
konnte bei einigen humanen mRNAs bestatigt werden, die besonders A/U reiche
Sequenzen aufweisen; eine bevorzugte Bindesequenz fir PABPC1 [187]. Da dies
aber nicht for alle mRNAs mit langen 3’'UTRs — die resistent gegen NMD sind —
zutrifft, muss es noch weitere Mechanismen geben, die es erlauben der Degradation
durch NMD zu entgehen.

Es bleibt also weiter zu ergriinden, warum nicht alle langen 3’'UTRs fir NMD sensitiv
sind und ob lediglich die Komposition der auf ihnen bindenden trans-Faktoren
entscheidend ist. Klar ist jedoch, dass mRNAs mit solch langen 3’'UTRs auch durch

den SMG6-vermittelten endonuklearen Verdau degradiert werden [188].

1.2.3.3 Alternatives SpleiBen und NMD

Alternatives SpleiBen kann durch den Einschluss eines sogenannten ,Poison Exons*®
oder durch die alternative Nutzung einer 5'ss oder 3’ss zur Einfihrung eines PTCs
fuhren. Ferner kann der Ausschluss eines Exons zur Verschiebung des
Leserahmens und somit in der Entstehung eines PTCs resultieren. Auch kann ein
weiteres SpleiBereignis im 3'UTR ein vormals normales Stoppcodon in ein

vorzeitiges umwandeln (Abb. 1.9).

Abbildung 1.9 Alternatives SpleiBen und die Generierung eines PTCs.

Eine mRNA kann durch alternatives SpleiBen NMD-sensitiv werden. Ein PTC kann durch den Einschuss eines
Exons (A), durch die Nutzung alternativer 3’ss oder 5’ss (B), durch den Ausschluss eines Exons (C) oder das
HerausspleiBen eines Introns im 5’UTR in Erscheinung treten.
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Die Entdeckung zahlreicher PTC enthaltener SpleiBvarianten, in Verbindung mit
bioinformatischen Vorhersagen, hat zu der Uberlegung gefilhrt, dass die
Verknupfung von alternativem SpleiBen und NMD eine weitere Ebene der post-
transkriptionalen Genregulation darstellen kdénnte [189-193]. Eine kurze Zeit spater
publizierte Studie postulierte hingegen eine untergeordnete Rolle von an alternativem
SpleiBen gekoppeltem NMD [194]. Bei den etwa 3000 mittels Microarray
untersuchten Kassetten-Exon Ereignissen konnten weder gewebespezifische
Expressionsunterschiede in den PTC Isoformen noch eine Reduktion des totalen
Transkriptlevels bei Zunahme der jeweiligen PTC Isoform beobachten werden. Dies
ware durchaus zu erwarten gewesen, wenn die Generierung der PTC Isoform einen
Einfluss auf die Genregulation haben sollte.

Auch wenn die Verknlpfung von alternativem SpleiBen mit NMD fir das gesamte
Genom noch in Frage gestellt ist, so ist unumstritten, dass die Genexpression von
einigen Mitgliedern der beiden Familien der spleiBregulatorischen Proteine — SR
Proteine und hnRNPs — auch Gber NMD reguliert wird [189, 195, 196]. SR Proteine
codieren sogar sogenannte ,ultrakonservierten Bereiche®, die zwischen Maus und
Mensch hoch konserviert sind und die Verknlpfung von alternativem SpleiBen mit
NMD erlauben [197, 198]. Spater konnten diese Gene um Komponenten des
SpleiBosoms erweitert werden [199]; ein eindeutiger Hinweis darauf, dass der
Prozess des SpleiBens selber stark durch NMD reguliert wird. In einigen Fallen wird
das unproduktive SpleiBen sogar durch eine Autoregulation realisiert, in dem die SR
Proteine ihre eigene mRNA binden und so die Entstehung der PTC Variante férdern.
SRSF1, SRSF2, SRSF3, SRSF4 und SRSF 7 scheinen dadurch ein
homdostatisches Level ihrer Proteinmenge zu gewahrleisten [189, 195, 196, 200-
202]. Unterstitzt wird diese These durch die Beobachtung, dass SR Proteine — die
vorwiegend fir ihre spleiBférdende Wirkung bekannt sind — ihre PTC Varianten durch
einen Exon-Einschluss regulieren, wahrend die hnRNPS — die vorwiegend fir ihre
spleiBreprimierende Wirkung bekannt sind — ihre PTC Varianten durch das Nicht-
Einbinden eines Exons regulieren [198].

Weiterhin sollen SR-Proteine an der generellen Regulation des NMD Pathways
involviert sein. Eine erhdhte Expression einiger SR Proteine (SRSF2, SRSF5,
SRSF6), insbesondere jedoch von SRSF1, flhrte zu erhéhter NMD Aktivitat und ist

abhangig von der Anwesenheit ihrer RS-Doméne [203].
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Auch wenn die genauen Hintergriinde der Verknipfung von alternativem Splei3en
und NMD noch im Dunklen liegen, so verdichten sich die Hinweise auf ein komplexes
Regulationsnetzwerk, das es vor allem spleiBregulatorischen Proteinen selbst

erlaubt, ihre Expression mittels NMD zu regulieren.

1.2.3.4 Viren und NMD

Im Wesentlichen bestehen Viren aus Nukleinsduren — DNA oder RNA — und
Proteinen, sie besitzen weder Cytoplasma noch einen Zellkern, noch verfligen sie
Uber Apparate wie Ribosomen oder Mitochondrien. Fir ihre Vermehrung sind sie
vollstandig auf die Ressourcen ihres Wirtes angewiesen. Um sich zu vervielféltigen,
missen sie also ihre Nukleinsdure offenlegen. Virale Genome weisen jedoch
untypische Eigenschaften wie Uberlappende Leserahmen, polycistronische RNAs
oder sehr lange 3’'UTRs auf, was haufig der Kompaktheit ihnres Genoms geschuldet
ist. Es ist daher anzunehmen, dass ihre RNAs potentielle NMD Ausléser sind und
NMD somit ein Teil der Pathogenabwehr darstellt [204]. In einem genomweiten
siRNA (small interfering RNA) Screen konnten die NMD Faktoren UPF1, SMG5 und
SMG7 als Restriktionsfaktoren fir eine Semliki Forest Virus (SFV) Infektion
identifiziert werden [205]. Die Deletion dieser Gene flihrte zur Stabilisierung der
viralen RNA und einem starken Anstieg der Replikation. Auch flr einige Vertreter der
Retroviren konnte eine Stabilisierung ihrer Transkripte nach verringerter zellularer
NMD Aktivitdt nachgewiesen werden [206-208]. Auf der anderen Seite scheinen
Viren Strategien erworben zu haben, um der Degradation durch NMD zu entgehen.
Das Rex Protein des humanen T-Zell Leukamie Virus Typ | (HTLV-1) scheint allein
bereits die Aktivitdt von NMD drosseln zu kénnen, vermutlich, um den Abbau der
eigenen, ungespleiBten mRNA zu verhindern [208].

Das Rous Sarcoma Virus (RSV) hingegen verflgt Uber ein RNA Stabilitatselement,
das die Erkennung durch NMD verhindert [209, 210]. Dieses AU-reiche Element
enthalt zwei Stem-loop Strukturen, die in 20 verschiedenen Gefligel-Viren
konserviert sind [211]. Es scheint also, dass das Entkommen von NMD bei
Retroviren weit verbreitet ist.

Das Hepatitis C Virus (HCV) core Protein interagiert direkt mit dem EJC Protein PYM
und verhindert so dessen Interkation mit Y14 und Magoh, wodurch NMD inhibiert
wird [212]. Ob diese Interaktion tatsachlich auf das Abschalten von NMD abzielt oder
einen anderen Zweck erflllt, bleibt zu untersuchen. Denn die Unterbindung der
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Wechselwirkungsmaéglichkeit von PYM fahrt nicht — wie zu erwarten wére — zu einer
erhéhten Virusreplikation, sondern schrankt diese ein.

1.3 HIV-1

Anfang der 80er Jahre wurde von den ersten Patienten berichtet, die unter dem
Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS) litten [213]. Eine zuvor nicht
gekannte, auBBerst schnelle Verbreitung deutete auf eine verheerende Epidemie hin.
Zwei Jahre danach konnte ein Retrovirus — spater bekannt als HIV-1 (human
immunodeficiency virus 1) — als Ursache fir die erworbene Immunschwéache
ausgemacht werden [214]. Der raschen Sequenzierung des viralen Genoms [215-
217] folgte die Entwicklung von Nachweistests, sodass Infizierte schnell
diagnostiziert werden konnten. Andauernde Forschungen haben schlieBlich zu der
Entwicklung einer hoch aktiven antiretroviralen Therapie (HAART) gefihrt, einem
Cocktail aus Medikamenten, die den viralen Lebenszyklus an unterschiedlichen
Stellen hemmen. Die Behandlung mit HAART wandelt die vormals tédliche in eine
behandelbare aber immer noch chronische Infektion um. Patienten sind gegenwartig
ihr Leben lang auf die Einnahme dieser Medikamente angewiesen. Allerdings haben
nur knapp ein Drittel aller weltweit Infizierten Gberhaupt Zugang zu dieser Therapie
[218].

1.3.1 Der Lebenszyklus von HIV-1

HIV-1 infiziert Zellen des Immunsystems, die den CD4 Rezeptor auf ihrer Oberflache
exprimieren. Dazu z&hlen T-Zellen, Makrophagen und dendritische Zellen [219-222].
Die viralen Glykoproteine gp120 und gp41 interagieren zunachst mit dem CD4-
Rezeptor, wobei gp120 durch Konformationsdnderungen die Bindungsstelle des
obligaten Co-Rezeptors freilegt [222, 223] (Abb. 1.10.A, B). Ob es sich dabei um den
Chemokin-Rezeptor CXCR4 oder CCR5 handelt, definiert der V3 Loop im gp120 des
jeweiligen HIV-Stamms [224]. SchlieBlich fusioniert das Virus géanzlich mit der
Wirtzellmembran und das Nukleokapsid wird ins Cytoplasma freigesetzt. Durch die
Virus-codierte reverse Transkriptase (RT) wird das einzelstrangige RNA (+) Genom
in doppelstrangige DNA (dsDNA) umgeschrieben. Initiiert wird die Transkription
durch eine zuvor in das Viruspartikel selektiv verpackte zellulare tRNA, die an der
Primer Bindestelle (PBS) im viralen Genom bindet [225]. Durch die fehlende

Korrekturlese-Funktion der RT entsteht in etwa 1 falscher Einbau pro 1000 bis
[25]
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10.000 Basen. Ein Umstand, der eine Quasispezies entstehen lasst, die die Ursache

einer raschen Resistenzentwicklung gegen die anti-retrovirale Therapie darstellt [226,
227].

A)

gp120

Kapsid gp41

Nukleokapsid

Membran
Reverse Transkriptase

Matrix

Protease

B)

Eintritt

CD:

/ CXCR4/CCRS
2 - OBPV
)

Reverse Transkription /

Integration

Transkription
————————

SpleiRen |
/= /2w
|:| U=

Skb,’

Translatlon

Genomlsche RNA
Assembllerung

j Freisetzu
G

Abbildung 1.10 Struktur und Replikationsszyklus von HIV-1.

(A) Das Virion ist von einer Lipid-Doppelmembran umschlossen, aus der das Glykoprotein herausragt. Gp 41
interagiert dabei mit der Matrix. Das Nukleokapsid ist in das Kapsid eingebettet und umschlieB3t die zwei Kopien
des viralen RNA Genoms. Neben der reversen Transkriptase befinden sich noch die virale Intergrase sowie die
virale Protease im Kapsid. (B) Nach dem rezeptorvermittelten Eintritt in die Wirtszelle wird das virale Genom
revers transkribiert. Es folgt der Import in den Nukleus und die Integration in das Wirtsgenom. Massives
alternatives SpleiBen fUhrt schlieBlich zur Synthese der viralen Proteine, die entweder an der Regulation der
Replikation innerhalb der Zelle beteiligt sind oder mit der genomischen RNA in neue Virione verpackt werden.

In Form eines pra-Integrations-Komplexes (PIK) gelangt die dsDNA schlieB3lich in den
Zellkern und wird mittels der viralen Integrase in das Wirtsgenom integriert [228-230]
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(Abb. 1.10.B). Ab diesem Zeitpunkt wird das virale Genom als Provirus bezeichnet
und wird von nun an wie die wirtseigene DNA behandelt. Die anféngliche
Transkriptionsrate ist jedoch sehr gering. Erst wenn ausreichende Mengen des Tat
Proteins (trans-activator of transcription) synthetisiert wurden, verlauft die
Transkription effizient. Tat bindet an TAR (transactivation-responsive region), einer
Stem-loop Struktur, die auf allen naszierenden HIV-1 Transkripten ausgebildet wird.
Tat rekrutiert den zellularen Elongationsfaktor b (pTEF-b), der die C-terminale
Doméne von Pol Il hyperphosphoryliert und so die transkriptionale Prozessivitat
férdert [231]. Die Information Uber das gesamte virale Proteom ist in nur einem
Primar-Transkript hinterlegt. Ausgiebiges alternatives SpleiBen erméglicht schlieBlich

die passgenaue Synthese aller viralen Proteine.
1.3.2 Virales SpleiBen

Die Translation beginnt stets am ersten, von der kleinen ribosomalen Untereinheit
erkannten AUG am 5-Ende einer mRNA. Bei HIV-1 flhrt die Translation des
ungespleiBten Transkripts zur Synthese von Gag und Gag/Pol. Um die Ubrigen
sieben Proteine (Vif, Vpr, Tat, Rev, Nef, Vpu und Env) zu translatieren, missen
translationsinhibierende 5°-gelegene AUGs mittels alternativem Splei3en aus der pra-
mRNA entfernt werden. Damit die mehr als 40 unterschiedlichen mRNA Isoformen
generiert werden kdnnen, ist das Virus auf den zellularen SpleiBapparat angewiesen
[232, 233] (Abb. 1.11). Dabei ist die zeitliche Organisation innerhalb des viralen
Lebenszyklus von groBer Bedeutung. Direkt nach erfolgreicher Infektion wird die
vollstandig gespleiBBte 2 kb (Kilobasen) mMRNA Klasse mit den Leserahmen fir Tat,
Rev und Nef produziert. Es folgt die Herstellung der intronhaltigen 4 kb mRNA Klasse
mit den Leserahmen flr Vif, Vpr, Vpu und Env. Spéater, im Verlauf der Infektion
gelangt dann auch die ungespleiBte 9 kb RNA Klasse, die sowohl fiir das Gag-Pol
Polyprotein als auch flir die virale genomische RNA fir neu entstehende Virione
codiert, in das Cytoplasma (Abb. 1.11.B).
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Abbildung 1.11 Das HIV-Genom.

Die offenen Leserahmen von HIV-1 sind in grinen Rechtecken dargestellt. Die flankierenden LTRs sind dreifarbig
abgebildet: Die U3 Region ist hellgrau, die R Region ist dunkelgrau und die U5 Region schwarz unterlegt. Die
ungespleiBte mRNA dient sowohl als genomische RNA als auch als Transkript fir gag/pol (A). Die Positionen der
3’ss und 5’ss innerhalb des viralen Genoms, sowie das RREs (Rev responsive element), das den Export
ungespleiBter und intronhaltiger mMRNAs aus dem Zellkern ermdglicht, sind gezeigt (B). Die viralen Transkripte
der 4 und 2 kb Klasse schlieBen alle das nicht-codierende Exon 1 ein. Die ebenfalls nicht-codierenden Exons 2
und 3 werden alternativ gesplei3t (in Klammern) (C). Positionen der bisher beschriebenen spleiBregulatorischen
Elemente innerhalb des HIV-1 Genoms sind gezeigt. Enhancer sind in griin und Silencer in rot dargestellt. Die
Abbildung wurde nach [233] veréandert und mit Daten aus [101, 234-236] ergénzt.

Far die Generierung dieser unterschiedlichen Transkripte werden mindestens vier
SpleiBdonoren (SD1, SD2, SD3 und SD4) und acht SpleiBakzeptoren (SA1, SA2,
SA3, SA4cab, SA5, SA7) in unterschiedlicher Kombination genutzt. Dabei wird Exon
1 durch die Nutzung des SD1 — der auch als HauptspleiBdonor bezeichnet wird — in
jedes Transkript eingeschlossen. Die ebenfalls nicht-codierenden Exons 2 und 3
werden zumindest in einige Transkripte eingeschlossen [233]. Um die Nutzung der
unterschiedlichen SpleiBstellen zu regulieren, ist auch das HIV-1 Genom reich an cis-
regulatorischen Elementen. Eine Ubersicht der bisher beschriebenen Elemente liefert
die Abbildung 1.11.D.
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1.3.2.1 Die 2 kb Klasse

Die intronlose Klasse der mRNAs codiert flr die regulatorischen Proteine Tat und
Rev sowie das akzessorische Protein Nef.

Tat ist — wie bereits oben beschrieben (s. Kapitel 1.3.1, Seite 27) — maBgeblich fir
die verstarkte virale Transkription verantwortlich. Die Tat codierenden Transkripte
differieren in dem Einschluss der Exons 2 und/oder 3 sowieso dem SpleiBen am
SD4. Transkripte, in denen der SD4 nicht genutzt wird, werden der 4 kb Klasse
zugeordnet [232]. Diese codieren entsprechend flr das Ein-Exon-codierende Tat,
das Uber eine vergleichbare Enzymaktivitat wie das Zwei-Exon-codierende Tat
verfugt (Abb. 1.11.C).

Die Rev Transkripte unterscheiden sich ebenfalls maBgeblich durch den Einschluss
der nicht-codierenden Exons 2 und/oder 3 und der Nutzung der Akzeptoren 4cab.
Rev vermittelt den Export intronhaltiger viraler mRNAs aus dem Zellkern in das
Cytoplasma, die andernfalls im Kern zurlickgehalten wirden [237]. Dabei bindet Rev
an das Rev Response Element (RRE), einer Sekundarstruktur, lokalisiert in der Env
codierenden Region [238-241]. Fur den Export der Rev-gebundenen mRNAs nutzt
das Virus den zellularen Protein-Exportweg indem das Leucin-reiche nukleare Export
Signal (NES) von Rev an den Export Rezeptor CRM1 bindet [242, 243]. Die 2 kb
MRNAs selbst werden — da sie kein Intron enthalten — mittels des NXF1/Tap mRNA
Exportwegs exportiert [244].

Das Aktivitatsspektrum von Nef ist sehr breit. Zahlreiche zellulare Interaktionspartner
wurden identifiziert [245-247]. Zu nennen ist die flr das Virus essentielle T-Zell
Aktivierung und die Blockierung von Apoptose [248-250]. Auch die HIV-1
charakteristische Persistenz wird von Nef unterstitzt. MaBgeblich dafir ist die
Herunterregulierung von CD4 und MHC |-Rezeptoren, wodurch die Erkennung durch
das Immunsystem erschwert wird [247]. Die SpleiBvarianten von Nef unterscheiden
sich ebenfalls durch den Einschluss der Exons 2 und/oder 3 sowie des Exons 5.

1.3.2.2 Die 4 kb Klasse

Die mRNAs der 4 kb Klasse sind gesplei3t, enthalten aber dennoch ein Intron. Sie
werden Rev-abhdngig aus dem Zellkern exportiert und codieren flr Env und die
akzessorischen Proteine Vif, Vpr und Vpu [232] (Abb. 1.11.C).

Die Env Transkripte kombinieren den Einschluss der Exons 2, 3, 4cab und 5, sodass
16 alternative mRNAs generiert werden kdénnen. Das entstehende Vorlaufer
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Glykoprotein gp160 wird im trans-Golgi von zellularen Proteasen in die reifen
Glykoproteine gp120 und gp41 gespalten. Sie dienen — wie in Kapitel 3.1
beschrieben — dem Andocken des Virus an die Zielzelle [251].

Die Vif mRNA entsteht durch das SpleiBen von SD1 auf SA1. Da das Vif AUG im
Intron 2 lokalisiert ist, muss die Nutzung des SD2 unterdriickt werden. Der
Einschluss des Exons 2 wird dabei positiv von SRSF1- und SRSF4-abhangigen
ESEs unterstitzt [252]. Vif ist ein entscheidender Antagonist des
Wirtsrestriktionsfaktors APOBEC3G (A3G), einer Cytidin-Deaminase, die in neu
assemblierte Virionen verpackt wird und in der anschlieBenden Infektion im viralen
Genom Cytosin zu Uracil Substitutionen durchflihrt, was schlieBlich zu einem
Abbruch der Infektion fihrt. Um genau dies zu verhindern, vermittelt Vif die
proteosomale Degradation von A3G [253].

Vpr mRNAs entstehen durch das SpleiBen von SD1 auf SA2, wobei das nicht-
codierende Exon 2 zusatzlich in einige Transkripte eingeschlossen wird [232]. Die
Funktionen von Vpr sind vielseitig und reichen von der Beteiligung am Import des
pra-Integrationskomplexes Uber die Forderung des Zellzyklus Arrests bis hin zur
Modulation der Apoptose und der Transkriptionsaktivitat [228, 254-256].

Das akzessorische Protein Vpu wirkt, genau wie Vif, ebenfalls einem
Wirtsrestriktionsfaktor entgegen: Das Transmembran Protein Tetherin hélt in
Abwesenheit von Vpu naszierende Virione an der Zelloberflache zurick. Vpu
reguliert dessen Expression sowie die von CD4 herunter [257]. Codiert wird Vpu von
einer bi-cistronischen mRNA, die zusatzlich das Env Glykoprotein codiert.

1.3.2.3 Die 9 kb Klasse

Die 9 kb RNA Klasse setzt sich aus zwei ungespleiten RNAs zusammen, die sich
nur in ihrer Funktion unterscheiden. Zum einen wird die ungesplei3te RNA als virales
Genom fir naszierende Virione verwendet, zum anderen codiert sie als mRNA fir die
Strukturproteine (Gag) sowie die viralen Enzyme (Pol) (Abb. 1.11.B). Da die Gene in
einem anderen Leserahmen hinterlegt sind, ist fir die Translation von Pol ein
ribosomaler Frameshift notwendig [258]. Beide Gene werden schlieBlich als
Polyproteine (Pr55 und Pr160) exprimiert und durch die, beim Ausstllpen der
Viruspartikel aktivierte, virale Protease in die inneren Strukturproteine p17 (Matrix),
p24 (Kapsid), p7 (Nukleokapsid), p6 und in die Enzyme Integrase, reverse
Transkriptase und Protease gespalten.
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1.3.3 Die Genregulation von HIV-1 wird durch SR Proteine beeinflusst

Das alternative HIV-1 SpleiBen wird durch die kombinatorische Verwendung von cis-
regulierenden Elementen gesteuert. Der GAR ESE in Exon 5 wird beispielsweise von
SRSF1 und SRSF5 gebunden und ist fir die Generierung der Rev, Nef und Vpu/Env
MRNAs notwendig [259]. SRSF4 und SRSF6 férdern durch die Inhibition von SD3
die Vpr mRNA Produktion [260]. Neben der SpleiBregulation scheinen einige SR
Proteine aber noch an der weiteren Genregulation von HIV-1 beteiligt zu sein.
SRSF5 und SRSF6 sollen die Translation der ungespleiBten Gag/Pol mRNA
unterstiitzen [261], wobei der genaue Mechanismus noch nicht entschlisselt wurde.
Weiter kann SRSF1 an das TAR Element binden und es wird vermutet, dass SRSF1
so, in der frihen Phase der Infektion, die virale Transkription gewahrleistet, bis es
durch Tat substituiert wird [262, 263].

Die veranderte Expression von SRSF1, SRSF2, SRSF3, SRSF7 und SRSF5 durch
Uberexpression oder siRNA Behandlung beeintrachtigt die virale Replikation [264-
267]. Selbst die Uberexpression der SR Protein Kinasen CLK1 und CLK2 hat —
zumindest in HIV-1 exprimierenden Zelllinien — einen Einfluss auf die Replikation
[268]. Ein ausgewogenes Level an SR Proteinen ist fir den viralen Lebenszyklus
also von immenser Bedeutung, und es ist daher wahrscheinlich, dass ihre
Expression durch das Virus reguliert werden kann. Bisher ist jedoch wenig Gber den
Einfluss einer HIV-1 Infektion auf die Expression der SR Proteine bekannt. In der T-
Lymphozyten Zelllinie H9 wurde eine zwei- bis dreifache Hochregulierung von
SRSF2 48 Stunden nach HIV-1 Infektion dokumentiert [269], wahrend SRSF7 60
Stunden nach Infektion in den T-Zelllinien MT-4 und Molt-4 deutlich herunterreguliert
wurde [270]. Makrophagen stellen ein Langzeit-Reservoir fir HIV-1 dar. Der Verlauf
der Infektion zeichnet sich hier durch einen initialen Anstieg, gefolgt von einem
Rlckgang der Virionen Produktion, aus. Tat scheint dabei eine entscheidende Rolle
zu spielen, denn dessen verringerte Expression — im Verhaltnis zu anderen viralen
Proteinen — geht mit einer gesenkten Produktion einher. Dies scheint nicht auf die
Stabilitét, sondern auch auf das SpleiBen der Tat Transkripte zurlickzufihren zu sein.
Dowling und Kollegen konnten eine initiale Hochregulierung von SRSF2 und eine
Herunterregulierung von hnRNP Proteinen beobachten, die das Tat SpleiBen
férdern. Im Verlauf der Infektion dreht sich dieses Verhaltnis um und weniger Tat

Transkripte werden generiert [271]. Dies kann bedeuten, dass das Virus durch die
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Verschiebung des zellularen Expressionsniveaus spleil3regulatorischer Proteine den
Wechsel zwischen akuter und latenter Phase reguliert.

1.4 Der PI3K Signalweg und Viren

Der PI3K (Phosphatidylinositol-3-Kinase) /Akt Signalweg reguliert zahlreiche zellulare
Prozesse wie Apoptose, Autophagie, Translation und RNA Prozessierung. PI3K wird
durch die Bindung von Wachstumsfaktoren oder Cytokinen an Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen (RTKs) aktiviert [272] (Abb. 1.12). Daraufhin phosphoryliert sie die dritte OH-
Gruppe des Inositolringes von membranstandigen Phosphatidylinositollipiden zu
Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphaten (PIP3). Diese fungieren schlieBlich als
Andockstation fir Proteine, die eine Lipid-Binde-Domane besitzen. Der wohl
bekannteste Effektor der PI3K ist die Akt Kinase [273]. Nach der Bindung an PIP3
wird Akt durch die Phosphoinosit-abhéangige Kinase 1 (PDK1) am Threonin 308 und
durch den mammalian target of rapamycin complex 2 (mTORC2) am Serin 473
phosphoryliert. Die aktivierte Akt Kinase transloziert schlieBlich ins Cytoplasma und
in den Zellkern, WO sie zahlreiche nachgeschaltete Molekile
phosphorylierungsabhangig reguliert. Dazu zahlen unter anderem die Glykogen
Synthate Kinase 3 (GSK3), die fir das Zellwachstum wichtig ist, sowie das pro-
apoptotische Bcl-2-associated death protein (BAD), das durch die Akt Kinase
inaktiviert wird [274]. Unterbrochen werden kann diese Signalkaskade entweder
durch die Dephosphorylierung von PIP; mittels PTEN (phosphatase and tensins
homolg) und SHIP (Src homology domain 2 containing inositol-5-phosphatase) oder
durch die Akt Dephosphorylierung mittels PP2A (Protein Phosphatase 2A) und
PHLLP (H domain and leucine-rich repaet protein phosphatase) [275-277] (Abb.
1.12).
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Abbildung 1.12 Der PI3K/Akt Signalweg.

PI3K wird durch Bindung von Wachstumsfaktoren (GF) oder Cytokinen (CY) an Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (blau)
aktiviert. Daraufhin phosphoryliert sie membransténdige Phospholipide (PIP2 zu PIP3), die schlieBlich die Bindung
der Akt Kinase erlauben. Akt wird daraufhin durch PDK1 und mTORC2 phosphoryliert und reguliert Prozesse wie
Translation, Wachstum oder Apoptose durch die Phosphorylierung weiterer Proteine. Die Kaskade kann entweder
durch die Dephosphorylierung von PIPz mittels PTEN oder SHIP oder durch die Dephosphorylierung von Akt
mittels PHLPP oder PP2A beendet werden. Die Abbildung wurde nach [278] verandert.

Da der PI3K/Akt Signalweg ein solch breites Spektrum an zellularen Funktionen
dbernimmt, reprasentiert er ein haufiges Ziel viraler Einflussnahme [278]. Im
Folgenden werden einige Beispiele dieser Interaktionen vorgestellt.

Bereits bei der ersten Interaktion — dem Andocken des Virus an die Zelloberflache —
kénnen Signalkaskaden in ihrer Funktion verandert werden. Endozytose ist ein
haufig verwendeter viraler Eintrittsmechanismus, da er zum einen ein unauffalliges
Eindringen ermdglicht und zum anderen einen Transport in subzellulare
Kompartimente zulésst [279, 280]. Bei diesem pH-abgangigen Mechanismus — der
eigentlich der Aufnahme extrazellularer Molekile dient — wird das Virus zunédchst in
das frihe Endosomen eingeschlossen. Reift dieses schlieBlich zum spaten
Endosomen mit einem niedrigeren pH-Wert, erfolgen konformative Anderungen des
viralen Glykoproteins, die die Fusion mit der endosomalen Membran auslésen [280].
Der PI3K/Akt Signalweg scheint diesen Prozess bei einigen Viren zu unterstitzen.
Die Bindung des Influenza A Virus an den N-Acetylneuraminsaure Rezeptor
beispielsweise resultiert in der Zusammenlagerung von sogenannten Lipid Rafts, die
Signalmolekile enthalten und den PI3K/Akt Signalweg stimulieren. Diese Aktivierung

verstarkt wiederum die Internalisierung des Virus [281-283]. Ahnlich verhalt es sich
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beim Eintritt des Vaccinia Virus (VACV), das mit Integrin 3 in Lipid Rafts co-lokalisiert
und so PI3K/Akt-abhangig die Aufnahme des Virus stimuliert [284]. Des Weiteren
scheinen das Zaire Ebola Virus (ZEBOV), das Hepatitis C Virus (HCV) und das
Herpes simplex Virus (HSV-1) auf einen PI3K/Akt abhangigen Eintritt angewiesen zu
sein [285-287]. In keinem der beschriebenen Faélle konnte jedoch die genaue

Beteiligung des Signalwegs an der Endozytose molekular aufgeklart werden.

Zunehmende Hinweise deuten auch auf eine Beteiligung von Signalwegen bei der
Regulation von alternativem SpleiBen hin. Dies erméglicht der Zelle eine schnelle
Reaktion auf externe Stimuli durch die Produktion alternativer Isoformen, ohne auf
eine neue Transkriptionsrunde angewiesen zu sein. Die Akt Kinase phosphoryliert
SRPKs, die daraufhin in den Nukleus translozieren und SR Proteine modifizieren [83,
288]. Eine direkte Phosphorylierung durch Akt konnte bereits fir SRSF1, SRSF7 und
SRSF5 beobachtet werden [84, 85, 289, 290]. Auch ein Vertreter der hnRNP Familie
scheint Akt-abh&ngig reguliert zu werden. Die Phosphorylierung von hnRNP L flhrt
zum Ausschluss einer Exon-Kassette im Transkript der Caspase 9, die fiir eine anti-
apoptotische Isoform codiert [291]. Diesen Aufgabenbereich der Akt Kinase scheinen
sich auch einige Viren zu Nutze gemacht zu haben.

Das Masern Virus (MV) etwa interferiert mit der PI3K/Akt Aktivierung, was zu einer
verminderten SR Protein Phosphorylierung fiihrt. Dadurch entsteht eine konstitutiv
aktive Isoform von SHIP, SIP110, die in vermehrtem PIP, Level und somit weniger
PI3K Aktivitat in der Zelle resultiert [292]. Einige Viren gebrauchen den zellularen
SpleiBapparat, um ihr eigenes Codierungspotential zu steigern oder den Verlauf der
Infektion durch die zeitlich versetzte Prozessierung von Transkripten zu regulieren.
Zwei DNA-Viren, Adenovirus und HSV-1, verdndern den Phosphorylierungsstatus
einiger SR Proteine zu Gunsten ihrer Replikation, indem sie die Aktivitat von PP2A
und SRPK1 modifizieren [293, 294]. Wie wir in unserer Arbeitsgruppe zeigen
konnten, ist HIV-1 von dem PI3K/Akt Signalweg fiir das korrekte Spleil3en seiner pra-
mMRNA abhéngig. Die Inhibition desselbigen flhrt zu einem veranderten SpleiBmuster
und zu einer signifikanten Reduktion der viralen Replikation [295]. Einher mit dieser
Beobachtung geht, dass der Phosphorylierungsstatus von sechs SR Proteinen und
finf anderen spleiBregulatorischen Proteinen direkt nach der HIV-1 Infektion
verandert ist [296].
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Ein einfacher, jedoch effektiver Weg flr eine infizierte Zelle, die Replikation eines
Virus einzuschranken, ist der programmierte Zelltod. Um also seine Vermehrung zu
gewabhrleisten, muss das Virus die Apoptose verzégern oder gar verhindern. Das
Uberleben der Zelle zu gewahrleisten, ist eine der zentralen Funktionen des PI3K/Akt
Signalwegs [297, 298]. Die Interaktion von HIV-1 Nef mit PI3K resultiert in der
inhibitorischen Phosphorylierung des pro-apoptotischen Faktors BAD und verhindert
so den vorzeitigen Zelltod der infizierten T-Zellen [250]. Auch far Influenza A Virus
non-structural protein 1 (NS1) konnten eine direkte Interaktion mit PI3K und
nachfolgende anti-apoptotische Signale ausgemacht werden [299-301]. Das Herpes-
simplex-Virus 1 (HSV-1) codiert in seinem etwa 150 Kilobasen (kb) groBen Genom
eine eigene Serin/Threonin Kinase. Bis jedoch ausreichende Mengen von dieser
viralen Us3 Kinase synthetisiert sind, um die Aktivitdt der Akt Kinase zu imitieren,
wird diese durch das Virus in aktiver Form gehalten [302]. Auch zwei weitere
Mitglieder der Herpes Viren Familie nutzen den Signalweg, um den Tod der
Wirtszellen zu verhindern: das humane Zytomegalievirus (HCMV) und das Epstein-
Barr Virus (EBV) [303, 304].

Da sie keine eigenen Komponenten fir die Synthese von Proteinen codieren, sind
Viren von der zellularen Translationsmaschinerie abhangig. Sie miuissen
gewahrleisten, dass ihre mRNAs effizient vom Ribosomen erkannt und in
ausreichenden Mengen translatiert werden. Eine der Akt Kinase nachgeschaltete
Kinase ist mTOR (mammalian target of rapamycin) innerhalb des mTOR Komplex 1
[305], die die Cap-abhangige Translationsinitiation reguliert. Einige Viren wie HCMV,
EBV, VACV und HPV nutzen offenbar diese Akt/mTOR Route, um die
Translationsaktivitat der Wirtszelle zu erhéhen [306-310].

Die Modulierung des PI3K/Akt Signalweges scheint also eine géngige virale
Strategie zu sein, um diverse zellulare Prozesse zu Gunsten einer Infektion zu
steuern. Eine Ubersicht (iber alle bisher beschriebenen Viren, die den Signalweg

nutzen, zeigt Tabelle 1.1.
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Tabelle 1.1 Viren die mit dem PI3K/Akt Signalweg interagieren.
Viren, die unterschiedliche regulatorische Bereiche des Signalwegs fiir ihre Replikation nutzen

Eintritt

SpleiBen

Uberleben der Zelle

Translation

Influenza
VACV
HCV
ALV
HSV-1
ASFV

Adenovirus
MV

HIV-1
Influenza
VACV
HCV
CPXV
DENV
JEV
HCMV

Adenovirus
EBV
HPV

Rotavirus
EBV
RSV

CVB3
ARV
VACV
HCMV

1.5 Zielsetzung

Zahlreichen Viren konnte schon eine Interaktion mit dem PI3K/Akt Signalweg
nachgewiesen werden. Es mangelt jedoch bisher an Untersuchungen Uber den
Einfluss des Signalwegs auf die HIV-1 Replikation. Daher war ein Ziel dieser Arbeit,
zu untersuchen inwieweit der PI3K/Akt Signalweg mdglicherweise im Verlauf einer
HIV-1 Infektion verandert wird. Da wir bereits zeigen konnten, dass die Aktivitat von
PI3K flr das SpleiBen der HIV-1 mRNAs essentiell ist und der Signalweg an der
Regulation von splei3regulatorischen Proteinen beteiligt ist, sollte weiter untersucht
werden, ob die Aktivitdt und Genexpression von spleiBBregulatorischen Proteinen
nach Inhibition des Signalwegs und/oder HIV-1 Infektion veréandert war. SchlieBlich
sollten mittels Transkriptomanalysen Gene identifiziert werden, die sowohl nach
HIV-1 Infektion als auch nach Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs verandert
exprimiert waren.

Da erste Ergebnisse darauf hindeuteten, dass die Aktivitdt der zellularen NMD
Maschinerie nach der HIV-1 Infektion verandert war, wurde nachfolgend der Einfluss

einer Infektion auf den NMD Pathway untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Bakterienstamme

Der Escherichia coli (E. coli) Stamm DH5aF’1Q (Invitrogen Life Technologies) wurde

fur die Transformation und Vervielféltigung von Plasmid-DNA verwendet.
2.1.2 Eukaryotische Zelllinien

Die humane Zellinie HelLa-CD4+ oder auch Hela-T4" genannt, wurde fir die
Transfektion von Plasmid-DNA verwendet. Sie stammt aus dem Epithelgewebe eines
humanen Cervix-Adenocarcinoms. Aufgrund einer stabil integrierten Genkopie des
CD4-Rezptors kann sie zudem mit HIV-1 infiziert werden [219].

Die TZM-bl Zelllinie ist ein Derivat der HeLa-Zellen. Sie exprimiert je eine Genkopie
der B-Galaktosidase und der firefly Luciferase unter der Kontrolle des HIV-1 LTR
Promotors und erlaubt daher die quantitative Analyse einer Infektion.

HEK 293T Zellen wurden flir die Vervielfaltigung des HI-Virus verwendet. Sie
stammen aus embryonalen Nierenzellen, exprimieren das Simian Virus 40 (SV40)
large Antigen und zeichnen sich durch eine hohe Transfizierbarkeit aus.

Die Suspensions-Zelllinie PM-1 ist ein Derivat der HUT 78 Zellen. Dabei handelt es
sich um Zellen eines kutanen T-Lymphoms. Molt 4 Zellen sind ebenfalls T-
Lymphoblasten. Sie stammen aus Zellen einer akuten lymphatischen Leukamie.
Beide Zelllinien wurden fir die Infektionsexperimente mit HIV-1 verwendet.

2.1.3 Zellkulturmaterial

Das in dieser Arbeit verwendete DMEM-Medium, das RPMI-Medium, das IMDM-
Medium, das FCS (Fetal Calf Serum), DPBS -CaCl2 -MgCI2, PenStrep (10.000 U/mL
penicillin, 10.000 pg/mL streptomycin), 0.05% Trypsin-EDTA sowie das Trypan Blue
Stain 0.4% wurden von der Firma GIBCO, das Opti-MEM® wurde von der Firma
Thermo Fisher Scientific bezogen.
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2.1.4 Antikorper

Die verwendeten Primérantikérper sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Sie wurden

jeweils Uber Nacht mit der Membran inkubiert.

Tabelle 1. Verwendete Primé&rantikérper

Bezeichnung Typ Verdinnung Quelle
Anti-HIV-1-p24 Gag polyklonal, | 1:2000 in 5% Milch | Aalto Bio
Schaf in TBST Reagents
Anti-Phospho-SR-Proteine (1H4) | monoklonal, | 1:1000 in 3% BSA | Invitrogen
Maus in TBST
Anti-SRSF1 monoklonal, | 1:2000 in 5% Milch | Zymed
Maus in TBST
Anti-SRSF3 monoklonal, | 1:2000 in 5% Milch | Sigma
Maus in TBST
Anti-Phpspho-Akt (Ser473) monoklonal, | 1:1000 in 3% BSA | Cell Signaling
Kaninchen |in TBST Technology
Anti-Phpspho-Akt (Thr308) monoklonal, | 1:1000 in 3% BSA | Cell Signaling
Kaninchen |in TBST Technology
Anti-ERK2 (c14) polyklonal, | 1:500 in 5% Milch | Santa Cruz
Ziege in TBST Biotechnology
a-Digoxigenin AP, Fab polyklonal, | 1:20000 in 1 x Roche
Fragments Antikérper Schaf Blockierungslésung

Die verwendetet Sekundarantikdrper sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Sie wurden

jeweils fur eine Stunde bei RT mit der Membran inkubiert.

Tabelle 2. Verwendete Sekundarantikérper

Bezeichnung Eingesetzte Verdinnung Quelle

Anti-Ziege-Peroxidase 1:7500 in 5% Milch in TBST Dianova
Anti-Maus-Peroxidase 1:2500 in 5% Milch in TBST Dianova
Anti-Kaninchen-Peroxidase 1:2500 in 5% Milch in TBST Dianova
Anti-Schaf-Peroxidase 1:2500 in 5% Milch in TBST Dianova
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2.1.5 Chemikalien, Medien und Losungen

Die verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders aufgefihrt, von den Firmen
Merck, Serva Sigma-Aldrich und Roth bezogen. Die Zusammensetzung der Medien
und Lésungen sind entweder im jeweiligen Versuchsprotokoll angegeben oder in
gangigen Laborhandblichern aufgefihrt.

2.1.6 Enzyme

Die Hersteller der in dieser Arbeit verwendeten Enzyme sind folgende:

DNAse, rekombinant, RNAse-frei Roche

Superscript™ lll, reverse Transkriptase Invitrogen
AmpliTag®-DNA-Polymerase Applied Biosystems
Phusion™- High-Fidelity-DNA-Polymerase Finnzymes

LightCycler DNA-Master-SYBR-Green | Roche
Restriktionsenzyme New England Biolabs
T4-Ligase New England Biolabs
Lambda Protein Phosphatase New England Biolabs
Trypsin Gibco Life Technologies

2.1.7 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion GmbH
synthetisiert. Die Oligo(dT)-Primer fir die reverse Transkription wurden von der
Firma Roche bezogen.

Oligonukleotide fiir RT-PCR Analysen:

#640 TTCACTAATCGAATGGATCTGTC
#1224 TCTTCCAGCCTCCCATCAGCGTTTGG
#1225 CAACAGAAATCCAACCTAGAGCTGCT
#1544 CTTGAAAGCGAAAGTAAAGC

#2122 CTAATTCTCCCCCGCTTAAT

#2648 AGTGATTCAGAACCGTCAAG

#2649 TCCACCACCGTCTTCTTTAG

#3392 CGTCCCAGATAAGTGCTAAGG
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#3393 GCACTTGAGCAGCGGTCT

#3394 CATGTTGCCCAGTCAGTCTC

#4003 GCCGCATTTTTTAACCCT

#4004 CTCTCTCTTCTCCTATCTCT

#4602 CGCTCCATGAATCCTGGTAA

#4646 CAACGTGTGGCCACATATTCT

#4647 CTGCTTATGATAATGTCAACAAAGTTCG
#4699 TTGAAAGCTGGTCTGGTCCTGA
#4700 CTCACCATCATCACACTGGAA

#4701 TCATTCAGCTCTCGGAACATC

#4814 GCGCTTCAGCAAGCCGAGTCCT
#4816 AACTAGGGAACCCACTGCTTAAG
#4817 TGCTGGGATTACAGGCGTGAG
#4820 CCAGAAGAGCTGAGACATCCG
#4821 GCCAAGCAGCTGAGAGGTTACT
#4975 CTCCAGTGCCAAAACTTCCAGT
#4976 GTGCTCATTACGGTGGGTGAA
#4977 GCAGAAGATCCTTCTGTAGTATA
#4978 ACCTTCCAGACCAATGATCTCTT
#4979 ATAAACTAGCAGCAGCTAAATGCAG
#4980 TTGTGGGCCACCAGCACAAACT
#4981 TTATCACCATTGGCAATGAGCGCT
#4982 GCATATAAGTCCTTACGGATGTCA
#4985 ATCCTTGATGCTAGGTTCTGGTGT
#4986 ATTGAGGGGCTTCTTGATGGTTG
#5061 GAGAATCCGAAGGGAAAGGAATA
#5062 TTCCTTCTCCTTCAGCAGGTTG
#5065 TCGGCGTGGTGGTGATGTGC

#5066 GCACCTCCGCGCCAAGAACT

#5090 GTATTCAGATGTTCCAGAACTTGTATT
#5092 CAGCAGTCATAAAAGAAGGAAGAGA
#5189 CTGCAGAATTCGCCCTTCTG

#5192 TCGCCCTTTCCTAGCACTGC

#5260 GAACAGAAGTATTCATTCCTGCAGAA
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#5261
#5296
#5328
#5329
#5364
#5365
#5366
#5367
#5368
#5369
#5427
#5428

AGTTTGTGTCGAACTTGCTGTAGGT
ATTGTATTTTAAGTGATGTCATAGACAGG
CTTGGACTTCGGAGTTTTGCCATTG
GCCCTGGAAGTTGTTCATGCTCT
ACAACGAGGGTGTCCTGCTC
TCAGCTCCTCTGCCCGAAA
CGGAACCGCCCAGGATCAG
GATTGTTGGCACTGGAGTAAC
GACCTCGTGAATCGCCCCC
CCTTTCATATGGTAACACCA
CTTCCCATCCAACATCTTCTACGA
ACACAGGACAGGATGATGAAGTC

Oligonukleotide fiir Klonierungen

#4950

#4951

#5483

#5484

GCGACTAGTAAGTTTTTCCTGCTTATACAGTTTACTGCTG
GTTAAAATAAGGAGTAAGCGGCTTAAA
GCGGCCACTGTCTTCTTATGCACAGCCAGCCTTTGATCCAGAAAAA
AGAATTACTTTAAGCCGCTTACTCCTT
GCGGGATCCTTGTCTAGAGTGATTGCTGTTGGTTAATAT
ATGTCAACCAAAGGATGGACCACCATGGAGAA
GCGGGATCCCATTTCCTGCCAAAGTCAACACTACCGTCTTGACGG
TTCTCCATGGTGGTCCATCC

Oligonukleotide fiir die Erstellung einer RNA-Sonde:

#3387
#3388

TTGCTCAATGCCACAGCCAT
TTTGACCACTTGCCACCCAT

2.1.8 GroBenstandards

Als GroBenstandard flr Proteine wurde der ,Precision Plus Protein Pre-stained

Standards“ der Firma Bio-Rad verwendet. Als DNA-GroBenstandard wurde der

GeneRuler™ DNA Ladder Mix der Firma Fermentas benutzt.
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2.1.9 Plasmide

SRSF3 SpleiBreporter
Genomische DNA wurde mit den Primern #4950 und #4951 amplifiziert, mittels Kpnl

und Afllll verdaut und in das zuvor verdaute Plasmid-Rickgrat pT-Bbeta Designer
exon 7 c1c3 IVS (freundlicherweise von Anna-Lena Brillen zur Verfigung gestellt)
ligiert.

SRSF3 NMD-sensitiver Reporter
Das PCR-Produkt der Primer #5483 und #5483 wurde mit BamHI| verdaut und in den
mit BamH]I linearisierten SRSF3 SpleiBreporter ligiert.

CLK1 SpleiBreporter
Die SpleiBreporter CLK1 Ex4 Ex5 DE del Ex7, CLK1 Ex4 12,3 Ex5 DE del Ex7 und
CLK1 Ex4 15,6 Ex5 DE del Ex7 wurden freundlicherweise von Hanna Heinrichs zur

Verflgung gestellt.

TP53-i9 Minigen

Das TP53-i9 Minigen wurde freundlicherweise von Dr. Jean-Christophe Bourdon,

Universitat von Dundee, zur Verfligung gestellt.

NMD-Reporter

Die Triosephoshate isomerase (TPI) Reporter, die B3-Globin Reporter sowie die NMD-

Luciferase Reporter wurden freundlicherweise von Dr. Niels Gehring, Universitat zu
K&ln, zur Verfigung gestellt.

Expressionsplasmide

Fir die SRSF1 Uberexpression wurde pCMV SF2/A2 (freundlicherweise von Dr.
Steffen Erkelenz zur Verfligung gestellt), fiir die Uberexpression der CLKs wurden
GFP-CLK1, GFP-CLK2, GFP-CLKS3 und GFP-CLK4 (freundlicherweise von Dr. John
Bell, Universitat von Ottawa, zur Verfligung gestellt) und fiir die Akt Uberexpression

pcAkt (freundlicherweise von Dr. Frank Hillebrand zur Verfligung gestellt) verwendet.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung von Zellen

Die Zellen wurden ausschlieB3lich unter der Sterilbank bearbeitet. Die Kultivierung der
Zellen erfolgte in T75-Flaschen in einem Brutschrank bei 37°C und 5% CO,. Das
Wachstum der Zellen wurde mittels Mikroskopie beobachtet. Der Wechsel des
Mediums erfolgte 1-2mal pro Woche. Die Suspensionszellen wurden schragstehend

kultiviert.

2.2.1.2 Passagieren von adhéarenten Zellen

Nach der Abnahme des Mediums wurden die Zellen zweimal mit je 10 ml PBS
gewaschen. AnschlieBend wurde 2 ml Trypsin vorsichtig Uber alle Zellen verteilt und
wieder abgenommen. Es folgte eine Inkubation von ca. 5 min bei 37°C im
Brutschrank bis die Zellen sich sichtbar von dem Flaschenboden Iésten. Durch die
Zugabe von 10 ml Medium wurde das Trypsin schlieBlich inaktiviert und die
resuspendierten Zellen wurden in ein 50 ml Falcon Réhrchen Uberflhrt. Etwa 2 ml
der Zellsuspension wurden dann in einer neuen T75-Flasche in 10 ml Medium

ausgesat.

2.2.1.3 Passagieren von Suspensionszellen

Die Zellen wurden im Medium resuspendiert und etwa 2 ml davon in eine neue
Flasche mit frischem Medium Gberfihrt. Etwa 1mal pro Woche wurden die Zellen im
Medium bei 500 g fiir 3 min abzentrifugiert, mit 5 ml PBS gewaschen und schlieBlich

in frisches Medium aufgenommen.
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2.2.1.4 Bestimmung der Zellzahl

Wie in Abschnitt 2.2.1.2 beschrieben wurden die adhdrenten Zellen mit Trypsin
behandelt. Nach der Resuspendierung der Zellen in 10 ml Medium, wurden 10 ul der
Suspension zu 10 pl Trypan Blue Stain 0,4% gegeben. 10 ul des Gemischs wurden
auf eine Neubauer Zahlkammer Uberflhrt. Lichtmikroskopisch wurde die Anzahl der
Zellen innerhalb aller vier GroBquadrate auf der Z&dhlkammer bestimmt.

Die Berechnung der Gesamtanzahl der Zellen in 1 ml erfolgte mit der Formel

4 2(c) * 10000 = ZEZaM,
4 ml

a = Anzahl der gezahlten Zellen

¢ = Verdinnung

2.2.1.5 Inkubation mit Inhibitoren

Alle verwendeten Inhibitoren wurden in DMSO gelést. Die verwendeten Konditionen

sind in Tabelle 3 angegeben.

Tabelle 3 Konditionen der verwendeten Inhibitoren

Inhibitor Endkonzentration Inkubationsdauer
LY294002 50 uM Bis zu 24 Stunden
MK2206 5uM Bis zu 48 Stunden
Cycloheximid 50 mg/ml 6 Stunden
Actinomycin D 5 mg/ml Bis zu 6 Stunden

2.2.1.6 Alamar blue®-Assay

Um die Zellviabilitdt nach Zugabe der verschiedenen Transfektionsreagenzen zu
testen, wurde ein Alamar blue® -Assay durchgefthrt. Daflr wurden 20.000 HelLa-
CD4+ Zellen pro Well in einer 96-Well Platte ausgesat und mit Plasmid-DNA wie in
2.2.1.7 angegeben, transfiziert. Sofern angegeben, wurden die Zellen 24 Stunden
spater mit HIV-1 infiziert. Nach 48 Stunden erfolgte die Zugabe des Alamar blue®
Reagenz und die Auswertung nach Herstellerangaben (Invitrogen).
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2.2.1.7 Transfektion von Kulturzellen

Fir die transiente Transfektion wurden 250.000 Zellen pro Well in einer 6-Well Platte
ausgesat und fir 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen mit dem entsprechenden Plasmid unter Verwendung von Mirus TransIT® -LT1
(Mirus Bio LLC) oder Lipofectamine® 2000 (Thermo Fisher Scientific) nach
Herstellerangaben transfiziert. PEI (Polyethyleneimin, Sigma-Alderich) wurde in der
Konzentration 1 mg/ml eingesetzt und im Verhaltnis 2:1 zur DNA eigensetzt. Dazu
wurde das entsprechende Volumen von PEI mit DMEM auf 100 ul aufgefallt und fir 5
min inkubiert. Das Gemisch wurde zur Plasmid-DNA gegeben und flr weitere 20 min
inkubiert. Es folgte die trépfchenweise Zugabe auf die Zellen.

2.2.1.8 siRNA Transfektion

8 Stunden nach der Transfektion mit Plasmid-DNA oder Infektion mit HIV-1 wurden
HelLa-CD4+ Zellen mit PBS gewaschen und in antibiotikafreiem Medium
weiterkultiviert. 1,5 pl der siRNA (20 puM) wurden mit 248,5 pl Opti-MEM und 245 pl
Opti-MEM® mit 5 ul RNAIMAX (Thermo Fisher Scientific) vermischt. Beide Lésungen
wurden zusammengefihrt und nach 15minGtiger Inkubation bei RT auf die Zellen
gegeben. 24 Stunden spater wurde das Medium gegen ein antibiotikahaltiges
Medium ausgetauscht und fiir weitere 16 Stunden inkubiert.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Gesamt-RNA Isolierung

Die RNA-Isolierung fur die RNA deep sequencing Analysen erfolgte unter
Anwendung des AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kits (Qiagen) nach Anleitung des
Herstellers.

Far alle anderen Anwendungen wurde die RNA nach der Methode von [311] isoliert.
Daflr wurden die Zellen in Eppendorf-GefaBe tberflhrt und bei 14000 rpm und 4°C
fir 15 sec zentrifugiert. Das Medium wurde abgenommen und die Zellen zweimal mit
1 ml PBS gewaschen. Das Pellet wurde in 500 pl der Solution D (4 M Guanadinium
Thiocyanat, 25 mM Na-Citrat (pH 7,0), 0,5% Sarcosyl, 0,1 M B-Mercaptoethanol)
resuspendiert und die Zellen auf Eis lysiert. 500 ul Phenol, 50 ul 2 M Na-Acetat (pH
4,0) und 7,2ul B-Mercaptoethanol wurden zu den lysierten Zellen pipettiert (557
ul/Probe) und resuspendiert. 100 upl Chloroform/lsoamylakohol wurden hinzugefiigt
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und solange gevortext, bis eine Wei3farbung zu erkennen war (etwa 15 sec). Die
Proben wurden schlieBlich fir 15 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend bei
10000 rpm und 4°C far 20 min zentrifugiert. 400 ul der oberen wassrigen Phase
wurden abgenommen, in ein neues Eppendorfgefa Gberflhrt und mit 400 ul
Isopropanol vermischt. Die Proben wurden dann fir mindestens 1 Stunde bei - 20°C
gelagert. Nach der Fallung erfolgte eine Zentrifugation bei 10000 rpm und 4°C fir 20
min. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet zweimal mit 150 pl
gekihltem 70% Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde im Anschluss flr etwa 10 min
auf Eis getrocknet und in 10 yl RNAse-freiem ddH,O aufgenommen.

2.2.2.2 Photometrische Bestimmung der Nukleinsaure-Konzentration

Die Konzentration der RNA wurde photometrisch bei 260 nm (NanoDrop 1000
Spectralphotometer, ND-1000 Version-3.7.0) bestimmt und anschlieBend auf die
gewlnschte Konzentration eingestellt.

2.2.2.3 DNase-Inkubation

Fur einen DNase-Verdau wurden je 1 uyg RNA und 10 Units/ pl (entsprach 1 pl)
RNase-freie DNase | (Roche) eingesetzt. Das Volumen wurde mit ddH20 auf 10 pl
aufgeflllt und das Gemisch zunachst bei 37°C fur 40 min und anschlieBend bei RT
fir 20 min inkubiert. AbschlieBend erfolgte eine Inaktivierung der DNase bei 70°C far

5 min.

2.2.2.4 Reverse Transkription

Mittels der reversen Transkription lassen sich aus der Gesamt-RNA durch die
Verwendung von Oligo(dT) Primern, die spezifisch an Poly-A-Schwénze binden, die
mRNAs in cDNA umschreiben.

Dazu wurden zu 9 pul der DNase-verdauten RNA, 2 ul Oligo(dT)-Primer (7,5 uM,
Roche Molecular Biochemicals), 8 ul Desoxynukleosidtriphosphat (2,5 mM each,
Qiagen) und 7 pl ddH20 gegeben. Das Gemisch wurde 5 min bei 65°C inkubiert und
anschlieBend kurz auf Eis gestellt, um die Entstehung von Sekundarstrukturen zu
verhindern. In PCR-GefaBen (200ul, Starlab) wurden je 8 pl 5 x First Strand Buffer
(Invitrogen), 2 yl DTT (0,1 M, Invitrogen), 2 pl Ribonuclease Inhibitor (20-40 U/ul,
Promega) und 2 pl SuperScript 1l RNase-H Reverse Transkriptase (200 U/pul,
Invitrogen) vorgelegt und die Proben hinzupipettiert. Im Robocycler Gradient 96
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(Stratagene) erfolgte schlieBlich die reverse Transkription bei zunachst 50°C fir 60

min und dann bei 70°C flr 15 min.

2.2.2.5 Semi-quantitative PCR

Eine PCR ermdglicht die Vervielféltigung spezifischer DNA-Sequenzen. Erfolgt die
Amplifikation im linearen Bereich, lasst die Menge der erhaltenen Produkte einen
Rlckschluss Uber die verhaltnismaBige Quantitdt des Startermolekils zu. Wird
synthetisierte cDNA (2.2.2.4) als Template verwendet, gibt die anschlieBende PCR
mit spezifischen Primer Auskunft Uber die relative mRNA-Menge des jeweiligen
Gens.

Flr eine Reaktion wurden je 2 pl cDNA, 2,5 ul 10 x PCR-Puffer mit MgCI2 (Roche), 2
ul Desoxynukleosidtriphosphat (2,5 mM each, Qiagen), 10 pmol 3’- und 5-Primer
sowie 0,125 pl AmpliTaqg (5 units/ul, Roche) eingesetzt und das Volumen mit ddH20
auf 25 pl aufgefulit.

Das Programm des Robocyclers Gradient 96 (Stratagene) oder des TProfessional
Trios (Biometra) wurde fir jedes Primerpaar durch Veradnderungen verschiedener
Parameter ermittelt. Es wurde sich dabei an den folgenden Einstellungen orientiert:

Initiale Denaturierung 94°C 3 Minuten

Denaturierung 94°C 30 Sekunden
96-36 Annealing Schmelztemperatur — 5°C | 30-60 Sekunden
Zyklen | Elongation 72°C 1 Minute

AbschlieBende Elongation | 72°C 10 Minuten

2.2.2.6 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels eines PAA-Gels

PCR-Produkte wurden mittels Polyacrylamid (PAA)-Gelelektrophorese der GroRe
nach aufgetrennt. Dazu wurde ein 10%iges, natives PAA-Gel (10 ml PAA-30, 6 ml 5
x TBE, 14 ml ddH20, 420 pl 10 x APS, 21 yl TEMED) angesetzt, in die vorher
vorbereitete Gelapparatur gegossen und der entsprechende Kamm eingesetzt.
Nachdem das Gel auspolymerisiert war, wurde es in die mit 1 x TBE gefillte
Gelkammer gespannt. Nach dem Beladen der Proben lief das Gel bei 30 mA fir etwa
1-2 Stunden. AnschlieBend wurde es fir ca. 5 min in einer EtBr-Lésung (20 ml 1 X
TBE, 3 pl Etbr) inkubiert und im Gel-Dokumentationssystem Gel iX Imager von Intas

visualisiert.
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2.2.2.7 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels eines Agarose-Gels

Far die Auftrennung von DNA-Fragmenten auf einem 1%igen Agarose Gel wurde die
entsprechende Gel-Lésung (0,5 g Agarose (Biozym), 50 ml 1 x TBE) aufgekocht.
Nach dem Abkuhlen wurden ca. 2 ul EtBr hinzugegeben und die die Lésung in die
Gelapparatur gegossen. Nach der Auspolymerisation des Gels wurde die Kammer
mit 1 x TBE geflllt, die Proben beladen und das Gel bei ca. 80 V fur etwa 30 min
laufen  gelassen. Die Visualisierung der Banden erfolgte im Gel-

Dokumentationssystem Gel iX Imager von Intas.

2.2.2.8 Quantitative real-time PCR (qPCR)

Flr die quantitative Bestimmung von Transkripten wurde die real-time PCR (gqPCR)
verwendet. Die gPCRs wurden im LightCycler 1.5 (Roche) mit Hilfe des
gebrauchsfertigen Precision qPCR MasterMix (PrimerDesign Ltd) durchgefihrt. Ein
Reaktionsansatz bestand dabei aus 5 ul Precision gPCR MasterMix, jeweils 0,5 pl
der HPLC aufgereinigten Primer (10 uM) sowie und 1 pyl cDNA. Das Gesamtvolumen
wurde mit ddH20 auf 10 ul aufgefullt.

Die angewandten Konditionen waren folgende:

Enzym Aktivierung 95°C 10 Minuten
40 Denaturierung 95°C 15 Sekunden
ZyKlen Annealing 60°C 1 Minute

Schmelzkurve 63°C+ 0,1°C/sek bis 95°C 30 Sekunden

Die Daten wurden anschlieBend mit der LightCycler Software Version 3.5

ausgewertet.

2.2.2.9 Herstellung einer RNA-Sonden

Fir den spezifischen Nachweis von RNA wurden RNA-Sonden hergestellt, die aus
Digoxigenin (DIG)-markierter DNA bestanden. Nach einer wie in Abschnitt 2.2.2.5
durchgefihrten PCR mit spezifischen Primern, die ein 200-300 bp gro3es Fragment
des zu detektierenden Transkriptes amplifizieren, wurde der Erfolg der PCR mittels
Agarose-Gelelektrophorese (Abschnitt 2.2.2.7) Uberprtft. AnschlieBend wurde das
PCR-Produkt wie in Abschnitt 2.2.2.12 aufgereinigt und in einer erneuten PCR als
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Template unter der Verwendung von DIG-markierten dNTPs (DIG-High Prime,
Roche) eingesetzt. Dazu wurden 2 pl des PCR-Produktes, 4 ul 5 x Phusion HF PCR
Puffer (Finnzymes), 2 ul 10 x Digoxigenin-dNTP Mix, je 10 pmol der spezifischen
Primer, 0,5 pl Phusion-DNA-Polymerase (5 Units/ul, Finnzymes) gemischt und das
Volumen auf 20 pl mit ddH,O aufgefulit.

Mittels Agarose-Gelelektrophorese wurde Uberprift, ob das erhaltene Produkt durch
die Markierung mit DIG gréBer geworden ist. AbschlieBend wurde es mit 10 ml DIG
Easy Hyb Granules (Roche) gemischt. Eine Sonde konnte bei Lagerung auf -20°C

bis zu finfmal verwendet werden.

2.2.2.10 RNA-Gelelektrophorese

Um RNA elektrophoretisch aufzutrennen, wurde 1 g Agarose mit 85 ml ddH,O
versetzt und kurz aufgekocht. Nachdem die Lésung auf etwa 60°C abgekihlt war,
wurden 10 ml 10 X MEN pH 7 (200 mM MOPS, 50 mM Na-Acetat, 10 mM EDTA)
und 55 ml 37%iges Formaldehyd hinzugegeben. Das Gemisch wurde in die
Gelapparatur gegossen und nach dem Erharten des Gels wurde die Kammer mit
RNA-Laufpuffer (30 ml 10x MEN in 270 ml ddH20) gefullt. Es wurden je 1-8 ug RNA
mit ddH,O auf 10 pl Endvolumen eingestellt, mit 2,5 ul RNA Loading Dye
(Fermentas) versetzt und bei 70°C fiir 10 min denaturiert. Die Auftrennung der RNA
erfolgte bei 400 mA und 60-70 V fiir ca. 3 Stunden.

2.2.2.11 Northern-Blot

Gelelektrophoretisch aufgetrennte RNA kann durch den Transfer auf eine Membran
immobilisiert werden. AnschlieBend kdénnen spezifische RNA-Molekile unter der
Verwendung einer DIG-Sonde (Abschnitt 2.2.2.9) sichtbar gemacht werden.

Nach der Auftrennung der RNA (Abschnitt 2.2.2.10) wurde das Gel mit ddH>O
gewaschen und anschlieBend in 20 x SSC pH 7 (3 M NaCl, 0,3 M Na-Citrat) far 10
min inkubiert. Der Blot wurde in folgender Reihenfolge in einer Plastikschale

aufgebaut:
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20 Papiertlcher

3 Whatman Papiere

1 Whatman Papier (in 20 x SSC getréankt)

Positiv geladene Nylonmembran (in 20 x SSC getrankt)
Agarosegel

3 Whatman Papiere (in 20 x SSC getrankt)

Rechts und links neben den Blot wurde je eine mit 20 x SSC geflllte Plastikschale
gestellt. Ein Whatman Papier wurde anschlieBend so gelegt, dass es quer Uber den
Blot verlief und mit beiden Puffer-Reservoirs verbunden war. Der Blot wurde
schlieBlich mit einem Gewicht beschwert. Der Transfer erfolgte Gber Nacht.

Nachdem Abbau des Blots wurde die RNA mittels eines Crosslinkers auf der
Nylonmembran quervernetzt. Diese wurde anschlieBend in eine Hybridisierungs-
Roéhre Oberfihrt und zweimal mit ddH.O gewaschen. Es folgte eine Pra-
Hybridisierung der Membran mit DIG Easy Hyb Granules (Roche) in einem
Hybridisierungsofen bei 55°C flir 2 Stunden. Die Sonde wurde fiir 10 min aufgekocht
und nach dem Entfernen der Pra-Hybridisierungslésung zu der Membran gegeben.
Daran schloss eine Inkubation bei 55°C Gber Nacht an. Am nachsten Tag wurde die
Membran zunachst einmal mit ddH>O und schlieBlich zweimal mit Stringent Wash 1
(2 x SSC, 0,1% SDS) gewaschen. Es folgte die zweimalige Inkubation mit Stringent
Wash 2 (0,2 x SSC, 0,1% SDS) bei 68°C fiir je 20 Minuten im Hybridisierungsofen.
Nach erneutem zweimaligen Waschen mit ddH,O, dem Uberfiihren der Membran in
ein Kunststoffgefal und dem Waschen mit Maleinsdure-Puffer pH 7,5 (0,1 M
Maleinsaure, 0,15 M NaCl), wurde sie fir 30 min mit 1 x Blockier-Lésung (Roche) bei
RT inkubiert. Nachdem AbgieBen der Lésung wurde der a-Digoxigenin AP Antikérper
(1:20000 verdiinnt mit 1 x Blockier-L6sung) fir mindestens 30 min zu der Membran
gegeben. SchlieBlich wurde diese dreimal mit Maleinsaure-Puffer gewaschen und far
5 min mit CDP-Star (Roche) inkubiert. Die Visualisierung der Banden erfolgte im Gel-
Dokumentationssystem Gel iX Imager von Intas.
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2.2.2.12 Klonieren
PCR

Die DNA Fragmente fur die Herstellung der Mini-Gene wurden mittels PCR nach

folgendem Protokoll amplifiziert:

5 pL 10x Expand High Fidelity Buffer (Roche)

1 uL dNTPs (10 mM, Qiagen)

1 puL 5’ Primer (10 pmol/pL)

1 pL 3’ Primer (10 pmol/pL)

0.5 pL High Fidelity Taq DNA polymerase (2.5 U/uL, Roche)
2 pyL Plasmid DNA (~20 ng)

ad. 50 pyL dH20

Die Amplifizierung erfolgte im Robocycler Gradient 96 (Stratagene) oder im
TProfessional Trio (Biometra) nach folgendem Programm:

Initiale Denaturierung 94°C 3 Minuten

Denaturierung 94°C 30 Sekunden
36 Annealing 56°C 1 Minute
Zyklen Elongation 72°C 1 Minute

AbschlieBende Elongation | 72°C 10 Minuten

5 uL des PCR-Produkts wurden zur Uberpriifung der richtigen GréBe des Fragments
auf einem 1% Agarose-Gel aufgetrennt.

Phenol/Chloroform-Aufreinigung von PCR-Produkten

Die Aufreinigung von PCR-Produkten wurde mittels Phenol/Chloroform nach [311]
durchgefihrt. Daftr wurde der PCR-Ansatz mit ddH>O auf 200 pul aufgefllt, mit 100
ul Phenol und 100 pl Chloroform/Isoamylalkohol vermischt und fir 15 Minuten bei
12000 rpm und 4°C zentrifugiert. Die obere, wéassrige Phase wurde in ein neues
Reaktionsgefal3 Oberflhrt, mit 200 ul Chloroform/Isomyalkohol versetzt und zu den
gleichen Bedingungen zentrifugiert. Die obere Phase wurde in ein neues
Reaktionsgefal tberfihrt und 20 ul 4 M LiCl und 500 pl Ethanol (100%; gekdhlt auf -
20°C) hinzugegeben. Es folgte die Fallung der DNA auf Trockeneis flr mindestens

30 min. AnschlieBend wurde das Gemisch fir 30 Minuten bei 14000 rpm und 4°C
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zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde mit Ethanol (70%) gewaschen.
AbschlieBend wurde die DNA in 15 pl ddH,O aufgenommen.

Restriktionsverdau

Zum spezifischen Verdau von Plasmiden und PCR-Fragmenten wurden
Restriktionsenzyme der Firma New England Biolabs nach Angaben des Herstellers
durchgefihrt. Der Verdau wurde flr 1 bis 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Die PCR-
Produkte wurden erneut mittels Phenol/Chloroform aufgereinigt. Kontroll-Verdaue

wurden auf einem 1% Agarose-Gel aufgetrennt.

Aufreinigung von DNA aus einem Low-Melt Agarose Gel

Die verdauten Plasmide wurden auf einem 0.8% Low-Melt Agarose Gel (Sieve GP
Agarose, Biozym, Germany) in TBE % E Puffer (89 mM Tris Borat pH 8, 0.2 mM
EDTA) bei 30 mA aufgetrennt. Die entsprechende Bande wurde unter UV-Licht
(320nm) ausgeschnitten und in ein 2 ml Eppendorfgefal Uberfihrt. Um die restlichen

Enzyme zu inaktivieren und die Agarose zu schmelzen, wurden die Proben bei 65°C
fir 10 Minuten inkubiert.

Ligation von DNA Fragmenten

Far die Ligation eines PCR-Fragments in das Plasmid-Rickgrat wurden folgende

Komponenten bei 16°C Uber Nacht inkubiert:

1 uL T4 DNA Ligase (400 U/mL, NEB)
2 uL 10x T4 Ligase Puffer

1yl Plasmid (Low-Melt)

2-4 uL PCR-Fragment

ad. 20 pL dH20

Transformation

6 upl der Ligation oder 1 pl aufgereinigter Plasmid-DNA wurden zu den auf Eis
aufgetauten chemisch kompetenten DH5aF 'IQ Bakterien gegeben und fiir 15 min auf
Eis inkubiert. AnschlieBend wurde das Gemisch einem 1,5minttigem Hitzeschock bei
42°C unterzogen. Es folgte eine 2minitige Inkubation auf Eis. 800 ul LB-Medium
(10 g Bacto™ Trypton (BD), 5 g Hefeextrakt (Roth), 10 g NaCl; pH 7.5 (NaOH))
wurden zu den Bakterien gegeben bei 200 rpm und 37°C fiir 1-2 Stunden inkubiert.
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400 pl der transformierten Zellen wurden auf Agar-Platten (mit 100 pg/ml Ampicilin)
ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert. Gewachsene Kolonien wurden am
nachsten Tag in 5 ml LB-Kulturen Uber Nacht vervielfaltigt.

Mini-Plasmidpraparation

2 ml einer Bakterien-Ubernachtkultur wurden in ein Eppendorfgefaf liberfiihrt und bei
14000 rpm fir eine Minute abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 300 ul Puffer 1
resuspendiert (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM EDTA, 400 yg/ml RNase A) und die
Bakterien durch Zugabe von 300 ul Puffer 2 (0,2 M NaOH, 1% SDS) fir 5 Minuten
bei Raumtemperatur lysiert. Es folgte die Zugabe von 300 ul Puffer 3 (3 M KAc; pH
5,5) und die Zentrifugation bei 11000 rpm und 4°C fiir 15 min. Der Uberstand wurde
abgenommen und mit 700 ul 100% lIsopropanol versetzt und erneut bei 14000 rpm
fiir 30 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 100 pl
70% Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde schlieBlich fir 5 min getrocknet. Die
Plasmid-DNA wurde in 20 pl ddH20 aufgenommen und fir Restriktionsverdaue

verwendet.

Midi-Plasmidpraparation

Fur die Aufreinigung gréBerer Mengen Plasmid-DNA wurde das Plasmid-Midi Kit
(Qiagen) nach Angaben des Herstellers verwendet.

Sequenzierung von DNA

Die Verifizierung der eingebrachten DNA Sequenzen in das entsprechende Plasmid-
Rlckgrat wurde durch Sequenzierungen bei Beckman Coulter Genomics
durchgeflhrt.

2.2.3 Virologische Methoden

2.2.3.1 Herstellung von Virusstocks

Zur Herstellung von Virusiiberstanden wurden jeweils 6,5x10° HEK 293T-Zellen in
T75-Zellkulturflaschen ausgesat und nach 24 Stunden mit je 9 ug proviraler Plasmid
DNA unter Anwendung von PEI (1 mg/ml) transfiziert. 52 Stunden wurde der
Zelliberstand abgenommen, in 50 ml Falcon-ReaktionsgefaBe tberfihrt, 5 min bei
300 x g und 4°C zentrifugiert (Hettich, Rotanta 460R), in Cryo-Rdhrchen (TPP,
Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Switzerland) aliquotiert und bei -80°C

gelagert.
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2.2.3.2 Infektiositatstest lUber Nachweis der B-Galaktosidase-Expression in
HIV-1 infizierten Zellen (X-Gal-Assay)

Um die Konzentration funktioneller infektidser Einheiten (IU, infectious units) im
ZellkulturGberstand zu bestimmen, wurden TZM-bl-Zellen verwendet. In einer 96
Well-Platte wurden pro Well 6x10° TZM-bl-Zellen kultiviert und nach 24 h mit 100 pl
Virustberstanden verschiedener Verdinnungsstufen in 8 Replikaten infiziert. 48
Stunden nach Infektion wurden die Zellen mit 200 pl PBS gewaschen und durch
Zugabe von 100 pl Fixierldsung (0,8% Formaldehyd; 0,25% Glutaraldehyd; in PBS)
fir 10 min bei 4°C fixiert und anschlieBend zweimal mit 200 ul PBS gewaschen. Die
Blaufarbung der Zellen erfolgte durch die Zugabe von 100 ul X-Gal-Lésung (0,4
mg/ml X-Gal in Dimethylformamid, 4 mM K3Fe(CN)6, 4 mM K4Fe(CN)6, 2 mM
MgCI2 in PBS) und Inkubation bei 37°C Uber Nacht. Am nachsten Tag wurde die
Farbelésung entfernt, die fixierten Zellen erneut mit PBS gewaschen und mit 50%
Glycerol (in PBS) Uberschichtet. Die Auswertung der gefarbten Zellen erfolgte
lichtmikroskopisch.

2.2.3.2 Titerbestimmung mittels TCIDs,

Zur Bestimmung des Virustiters wurde der TCIDso (Tissue Culture Infecion Dose)
bestimmt. Dieser Wert beschreibt die Dosis infektidser Einheiten, die bendtigt wird,
um 50% einer Zellkultur zu infizieren. Hierfir wurde die Anzahl der Wells eines X-
Gal-Assays (Abschnitt 2.2.3.1) lichtmikroskopisch ermittelt, bei denen mindestens
eine blau geféarbte Zelle vorhanden war. Die Kalkulation des TCIDsy/ml erfolgte

mittels der Formel:

(E‘FO,S)
D D, #1000

D,V

Ds: alle weiterfiihrenden Verdiinnungen, N: Summe der positiv gefarbten Wells, R:
Anzahl der Replikate pro Verdinnungsstufe, Dy: erste eingesetzte

Verdinnungsstufe, V: Volumen der zugegebenen Virusverdinnungen in ml.
2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.2.4.1 Herstellung von Proteinlysaten

Die Zellen wurden in 2 ml PBS abgekratzt und fir 15 sec bei 14000 rpm zentrifugiert.
Das PBS wurde verworfen und die Zellen zweimal mit 1 ml eiskaltem PBS
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gewaschen. Die Zellen wurden in 100 pl 2,5 x SDS-Probenpuffer (60 mM Tris-HCI,
10% Glycerin, 5% SDS, 10% B-Mercaptoethanol; pH 6,8) aufgenommen.

2.2.4.2 Diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

FUr die Auftrennung von Proteinen nach ihrer molekularen Masse wurde eine
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) mit dem Mini-
Protean Il Komplettsystems (BioRad) durchgefihrt. Daflr wurde zunachst ein
12%iges Trenngel gemischt (3,6 ml PAA-30; 1,9 ml 2M Tris-HCI pH 8; 45 pl 20%
SDS; 3,8 ml ddH2O; 18 ul TEMED; 108 ul 10%APS) und so gegossen, dass oberhalb
ca. noch 1/3 zwischen den Glasplatten frei blieb. Die Lésung wurde mit Isopropanol
beschichtet. Nachdem Auspolymerisieren des Gels wurde das Isopropanol
weggeschiittet. Es folgte das GieBen des 5%igen Sammelgels (1,2 ml PAA-30; 0,9
ml 0,5M Tris-HCI pH 6,8; 33,8 ul 20% SDS; 1,6 ml 60% Saccharose; 3,1 ml ddH.0; 9
ul TEMED:; 90 ul 10%APS).

Die Proteinlysate wurden fiir 10 min bei 95°C denaturiert, kurz abzentrifugiert und auf
das Gel aufgetragen. Die Gelkammer wurde mit 1 x Lammli (0,1% SDS, 25 mM Tris-
Base, 192 mM Gilycerol) geflllt und das Gel bei 20-30 mA fiir ca. 2 Stunden laufen

gelassen.

2.2.4.3 Western-Blot

Elektrophoretisch aufgetrennte Proteine kdnnen durch den Transfer auf eine
Membran immobilisiert und durch die Verwendung eines spezifischen Antikérpers
sichtbar gemacht werden.

FUr den Transfer wurde die Mini Trans-Blot cell (BioRad) verwendet. Alle folgenden
Bestandteile wurden in Transferpuffer (25mM Tris pH 8,8; 192 mM Glycin; 20%
MeOh; 0,1% SDS) getrankt und von der Anode ausgehend in folgender Reihenfolge

aufgebaut:
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1 Schwamm

2 Whatman Papiere
Gel
Nitrozellulose-Membran
2 Whatman Papiere

1 Schwamm

AnschlieBend wurde die Kammer mit Transferpuffer geflllt. Es wurde eine Spannung
von zunachst 100 V und 150 mA fur 15 min und anschlieBend von 100 V und 150
mA flr 20 min angelegt.

Der Erfolg des Protein-Transfers auf die Membran wurde mittels reversibler
Ponceau-Farbung kontrolliert (Ponceau-Farbe-Lésung: 2% Ponceau-S; 30%
Trichloressigsaure; 30% Sulfosalicylsaure) und die Farbung im Anschluss mit TBST
ausgewaschen.

Es folgte die Absattigung der Membran in Milchpulver-Lésung (5% Milchpulver in
TBST) fur mindestens eine Stunde. AnschlieBend wurde die Membran mit dem
ersten Antikdrper inkubiert (s. Tab. 1) und dann dreimal fir je 10 min mit TBST
gewaschen. Die Nitrocellulose wurde nun mit einem an eine Peroxidase-gekoppelten
Sekundarantikérper (s. Tab. 2) fur 1 Stunde inkubiert und anschlieBend erneut
dreimal mit TBST fir 10 min gewaschen. Die Detektion erfolgte mit Hilfe des
enhanced chemical Iluminescence (ECL)-Detektionssystems (Amersham) nach
Herstellerangaben im Advanced Fluoreszenz u. ECL Imager von Intas. Zum erneuten
Verwenden der Membran fir Detektion der Ladekontrolle wurde die ReBlot Plus

Strong Antibody Stripping Solution (Millipore) nach Herstellerangaben verwendet.

2.2.4.5 Luciferase-Assay

Zur Bestimmung der Luciferase-Aktivitdt wurden die Zellen 2mal mit 2 ml PBS
gewaschen, in 500 pl 2x Lysis-Puffer (PJK) aufgenommen und fir 15 min bei 4°C
und 800 rpm geschdttelt. Je 20 ul der Suspension wurde auf eine Well einer 96-Well
Platte pipettiert. Die Zugabe des Substrats (PJK) und die Auslese der Emission
erfolgte durch den Infinite® 200 (Tecan).
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2.2.5 Bioinformatische Methoden

2.2.5.1 lllumina Sequenzierung

Die Gesamt-RNA wurde mittels des AllPrep DNA/RNA/Protein Kits (Qiagen)
aufgereinigt. Die cDNA Synthese, die Library Erstellung, die Detektion der
Sequenzen mit der lllumina Plattform sowieso die Erstellung der FASTQ Dateien
wurde von Beckman Coulter Genomics durchgefiihrt. Das anschlieBende Alignment
der FASTQ Dateien wurde mit TopHat (v 2.0.3) unter der Verwendung des
ENSEMBL Referenzgenoms (Version 74) durchgeflhrt. Fir die Expressionsanalysen
wurde die Anzahl der alignten Reads, die tber eine EJ verliefen, mittels R und CRAN
rbamtools und Bioconductor spliceSites packages berechnet und die Anzahl pro
Millionen gegappter reads (rmpg) wurde normalisiert [312].

Die Bearbeitung der FASTQ Dateien wurde von Dr. Wolfgang Kaisers (Universitat
Dusseldorf) durchgefihrt.

2.2.5.2 Algorithmus zur Bestimmung der intrinsischen Starke von SpleiBstellen

SpleiBdonorstarken  wurden mit Hilfe des HBond-Scores [35] bestimmt
(https:// www2.hhu.de/rna/html/hbond_score.php).  SpleiBakzeptorstarken  wurden
mittels des MaxEntScore Algorithmus
(http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq_acc.html) ermittelt.
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3. Ergebnisse

3.1 Der PI3K/Akt Signalweg und eine HIV-1 Infektion stehen in PM1
Zellen zueinander in Wechselwirkung

Der PI3K/Akt Signalweg reguliert zahlreiche Prozesse innerhalb eukaryotischer
Zellen. Dieses breite Spektrum macht ihn fiir ganz unterschiedliche Viren angreifbar,
die ihn zu ihrem eigenen Vorteil nutzen [278].

Auch fir HIV-1 Nef wurde bereits eine Interaktion mit dem Signalweg nachgewiesen
[250, 313]. Bisher mangelt es jedoch an entsprechenden Untersuchungen der
Interaktionen zwischen HIV-1 und dem Signalweg unter Infektionsbedingungen.

Im folgenden Kapitel wurde daher der Frage nachgegangen, ob eine Inhibition der
Akt Kinase die HIV-1 Virusreplikation beeinflussen kann. Parallel wurde untersucht,
ob sich umgekehrt die HIV-1 Infektion auf die Phosphorylierung der Akt Kinase
auswirkt. Zuvor sollte aber die Effektivitat der in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Inhibitoren des Signalwegs Uberprift werden.

3.1.1 Der PI3K Inhibitor LY294002 und der Akt Inhibitor MK2206
unterdriicken sowohl die Threonin als auch die Serin Phosphorylierung
der Akt Kinase

Fir die Aktivierung der Akt Kinase sind zwei Phosphorylierungsschritte erforderlich,
die durch zwei Kinasen katalysiert werden: Zunachst phosphoryliert PDK1 das
Threonin an Position 308, anschlieBend mTORC2 das Serin an Position 473. Erst
wenn beide Aminosauren phosphoryliert sind, ist die Akt Kinase enzymatisch aktiv.
Der PI3K Signalweg kann durch die Zugabe von Inhibitoren an unterschiedlichen
Stellen unterbrochen werden. Entweder am Beginn durch Inhibition der PI3K Aktivitat
oder nachgeschaltet durch Inhibition der Akt Aktivitat. Im Folgenden wurden die
Auswirkungen von zwei reversiblen Inhibitoren auf die Akt Aktivierung einzeln
getestet: LY294002 ist gegen die PI3K gerichtet, wahrend MK2206 die Akt Kinase
inhibiert.

Um die Effektivitat der beiden Phosphorylierungsinhibitoren zu testen, wurde jeweils
ein Inhibitor fir 6 oder 24 Stunden HelLa-CD4+ Zellen zugesetzt, die Proteinlysate in
einem SDS-Gel aufgetrennt, auf eine Membran Ubertragen und entweder mit einem

phosphorylierungsspezifischen Antikérper gegen Threonin 308 oder Serin 473 der
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Akt Kinase inkubiert. Die Akt Threonin Phosphorylierung blieb bereits nach 6
Stunden Behandlung mit 50 uM LY294002 aus (Abb. 3.1 A, Spur 3). Auch die fir die
vollstandige Aktivierung essentielle Serin 473 Phosphorylierung wurde durch den
PI3K Inhibitor umfassend gehemmt (Abb. 3.1 B, Spur 2). In der hier verwendeten
Konzentration von 50 uM sollte LY294002 keine anderen Lipid- oder Protein-Kinasen
inhibieren [314]. Durch die Verwendung des Akt-spezifischen Inhibitors MK2206 kann
jedoch die Inhibition anderer PI3K Effektoren wie S6K oder Rac [315, 316]
ausgeschlossen werden. Der allosterische Inhibitor der Akt Kinase MK2206 kann
zudem in sehr geringen Konzentrationen eingesetzt werden. Bereits 2,5 uM
verhinderten die Serin 473 Phosphorylierung fast ganzlich und 5 uM vollstandig (Abb.
3.1 B, Spur 5 und 6). Die Threonin 308 Phosphorylierung konnte bereits nach 6
Stunden Behandlung mit 5 uM nicht mehr nachgewiesen werden (Abb. 3.1 A, Spur
4). Wie zu erwarten war, zeigten weder das L&sungsmittel der Inhibitoren DMSO,
noch der Translationshemmer Cycloheximid einen Einfluss auf die Akt
Phosphorylierung (Abb. 3.1 A, B). Letzteres wurde eingesetzt, um zu bestatigen,
dass die Antikdrper spezifisch die Phosphoepitope erkennen und ihr Nachweis
translationsunabhangig ist. Im Anschluss wurden die Membranen zum Nachweis

gleichmaBiger Proteinmengen mit einem Antikérper gegen Erk2 inkubiert.
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Abbildung 3.1 LY294002 und MK2206 inhibieren die Phosphorylierung der Akt Kinase.

HelLa-CD4+ wurden fiir die angegebenen Zeitrdume mit DMSO (24 Stunden), LY294002 (50 uM), Cycloheximid
(CHX, 50 mg/ml) oder MK2206 (MK, 5 uM) inkubiert. Die Proteine wurden isoliert, mittels einer 12%igen SDS-
PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Durch phosphorylierungsspezifische
Antikdrper gegen Threonin 308 (A) und Serin 473 (B) wurde die Phosphorylierung der Akt Kinase detektiert. Der
Nachweis von Erk2 diente als Ladekontrolle.

Beide Inhibitoren sind also fur die Inaktivierung der Akt Kinase geeignet. Da MK2206
jedoch spezifisch gegen die Akt Kinase gerichtet ist und andere der PI3K

nachgeschalteten Kinasen unbeeinflusst lasst, ist MK2206 sicherlich geeigneter flr
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Untersuchungen, die ausschlieBlich die Aufklarung Akt-abhangiger

Regulationsmechanismen zum Ziel haben.

3.1.2 Die HIV-1 Viruspartikel Produktion kann durch Inhibition der Akt

Kinase reduziert werden

Wir konnten bereits einen Zusammenhang zwischen HIV-1 Partikelproduktion und
der Aktivitat des PI3K/Akt Signalwegs nachweisen [295]. Eine frihe Inhibition der
PI3K durch LY94002 flhrte im Fall einer Transfektion des proviralen Genoms pNL4-3
zu einem veranderten viralen SpleiBmuster und einer deutlich verminderten
Virusreplikation.

Um nun zu untersuchen, ob der PI3K Signalweg bzw. die Aktivitat der Akt Kinase die
HIV-1 Replikation beeintrachtigen kann, wurden dualtrope T-Zellen (PM1) mit HIV-1,
in Abwesenheit und Anwesenheit von MK2206, infiziert. Fir die Infektion wurden
Viruspréaparationen mit einem definierten biologischen Titer verwendet. Hierzu
wurden HEK293T Zellen mit proviraler DNA transfiziert und die viralen Partikel, 52
Stunden spater, aus dem Uberstand abzentrifugiert. Der biologische Titer wurde
mittels eines X-Gal-Assays bestimmt. Dazu wurden TZM-bl Zellen mit
unterschiedlichen Verdiinnungen des infektidsen Uberstands infiziert und 48 Stunden
spater mit X-Gal inkubiert. Die Zellen codieren fir das 3-Galaktosidase Gen unter der
Kontrolle des HIV-1 LTR Promoters, sodass der Titer mittels der durch das Enzym
entstandenen Blaufarbung ermittelt werden konnte. Die Infektion mit einer MOI
(Multiplizitdt der Infektion) von 0,5 wurde entweder fir 0, 48 oder 96 Stunden
zugelassen. Im Fall der 48 Stunden andauernden Infektion wurden 5 pM des Akt
Inhibitors MK2206 30 Minuten vor der Infektion und im Fall der 96 Stunden
andauernden Infektion 48 Stunden vor der Ernte hinzugegeben. Eine langere
Inkubationszeit mit dem Inhibitor flhrte andernfalls zum Ablésen der Zellen.
Immunoblot Analysen der geernteten Proteine zeigten, dass die Abundanz des
viralen Capsid-bildenden Vorlauferproteins p55 — als Marker flr die virale Replikation
— stark vermindert war, wenn die Zellen zuvor dem Akt Inhibitor ausgesetzt waren
(Abb. 3.2 A). Zum Nachweis gleichmaBiger Proteinmengen wurde die Membran nach
Behandlung mit einer Re-Blot Lésung mit einem Antikérper gegen Erk2 behandelt.
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Abbildung 3.2 MK2206 vermindert die HIV-1 Replikation.

PM1 Zellen wurden fir den angegebenen Zeitraum mit 50 pM MK2206 behandelt und/oder 30 Minuten spater mit
HIV-1 (MOI 0,5) infiziert. (A) Die Proteine wurden isoliert, mittels eines 12%igen SDS-Gels aufgetrennt und auf
eine Nitrozellulosemembran transferiert. Der Nachweis von p55 erfolgte mittels eines spezifischen Antikérpers.
Der Nachweis von Erk2 diente als Ladekontrolle. (B) Die DNA wurde isoliert und mittels einer Nested-PCR
amplifiziert. Die erste PCR erfolgte mittels der gekennzeichneten Primer #2122 und #4817. Die zweite,
quantitative PCR wurde mit den Primern #4814 und #4816 im LightCycler 1.5 (Roche) durchgeflihrt. Fir die
Normalisierung wurden die Primer #4820 und #4821 (CCR5) verwendet.

Um auszuschlieBen, dass die verminderte p55 Menge nicht auf einen blockierten
Viruseintritt in die Zelle, sondern tatsachlich auf eine beeintrachtigte Virusreplikation
zurlGckzufihren war, wurde mittels Nested-PCR an DNA Proben die Integration des
Virus in das Wirtsgenom untersucht. Bei einer Nested-PCR dient das amplifizierte
Produkt aus der ersten PCR als Template flr die zweite PCR. Dadurch wird sowohl
die Spezifitat als auch die Sensitivitat der Methode erhéht. Das Primer-Paar fir die

erste PCR wurde so gewahlt, dass zunéachst ein Abschnitt beginnend in der U3
Region der Virus-DNA bis zum néachst gelegenen Alu-Elementes im Chromosom
amplifiziert wurde (Abb. 3.2 B). Alu-Elemente sind repetitive Sequenz-Abschnitte, die
etwa 10% des humanen Genoms ausmachen und sich somit fir den Nachweis von
zufallig integrierter Virus-DNA eignen [317]. In der zweiten PCR-Reaktion wurden die
Primer so ausgewahlt, dass mit ihnen ausschlieBlich DNA viralen Ursprungs
vervielféltigt werden konnte. Diese PCR wurde im Anschluss auf das T-Zell
spezifische Haushaltsgen CCR5 normalisiert (n=5). Da die Inhibitor Behandlung
keinen Einfluss auf die Integration des Virus in das Genom zeigte (Abb. 3.2 B), kann
geschlussfolgert werden, dass die HIV-1 Replikation durch Inhibition der Akt Kinase
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verringert werden kann und zwar zu einem Zeitpunkt, der der Integration in das

Wirtsgenom nachgeschaltet ist.

3.1.3 Der Phosphorylierungszustand der Akt Kinase andert sich im
Verlauf einer HIV-1 Infektion

Da die HIV-1 Replikation durch den Inhibitor der Akt Kinase deutlich verringert
werden konnte (Abb. 3.2 A), war es nun von Interesse zu schauen, ob — umgekehrt —
auch die Infektion einen Einfluss auf die Phosphorylierung der Akt Kinase auslben
wirde.

Hierzu wurde in einem Western-Blot geprift, ob sich der Phosphorylierungszustand
und damit die Aktivitat der Akt Kinase im Verlauf der HIV-1 Infektion andert. FUr den
Phosphoepitop Nachweis wurde der Serin-spezifische Antikérper verwendet, da die
Serin  Phosphorylierung an Position 473 als Kennzeichen der vollstdndigen
Aktivierung der Kinase gilt. Die zu untersuchenden Zelllysate der infizierten PM1
Zellen wurden nach unterschiedlichen Zeitpunkten der HIV-1 Infektion geerntet.
Unmittelbar nach Zugabe der Viruspartikel in das Zellkulturmedium war bereits eine
deutliche Zunahme der Phosphorylierung zu beobachten (Abb. 3.3 A, Spur 2). 30
Minuten spater nahm die Phosphorylierung leicht ab (Abb. 3.3 A, vgl. Spur 2 mit 3)
und nach 6 Stunden lag der Phosphorylierungsgrad sogar unter dem Niveau nicht-
infizierter Zellen (Abb. 3.3 A, vgl. Spur 1 mit 4). Nach 24 Stunden entsprach der
Phosphorylierungsgrad hingegen wieder dem Niveau nicht-infizierter Zellen (Abb. 3.3
A, vgl. Spur 1 mit 5). 48 Stunden nach Infektion konnte, ebenso wie nach Zugabe
des Akt Inhibitors MK2206, keine Phosphorylierung mehr nachgewiesen werden
(Abb. 3.3 B, Spur 2 und 3). Dies deutet darauf hin, dass die Akt Kinase im Verlauf der
HIV-1 Infektion reguliert wird: Nach der Aktivierung folgt eine Inaktivierung. Die
anféngliche Aktivierung kénnte eine Erklarung fir die eingeschrankte Virusreplikation
sein (Abb. 3.2 A). Da die Phosphorylierung der Akt Kinase 48 Stunden nach HIV-1
Infektion nicht mehr nachweisbar war und dies mit der Zugabe des Akt Inhibitors
MK2206 vergleichbar war, sollte als nachstes geprift werden, ob auch die
Expression zellularer Gene nach Inhibition des Signalwegs und HIV-1 Infektion einer
vergleichbaren Regulation unterliegt.
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Abbildung 3.3 Die Phosphorylierung der Akt Kinase verandert sich im Lauf einer HIV-1 Infektion.

PM1 Zellen wurden fir die angegebenen Zeitrdume mit HIV-1 (MOI 0,5) infiziert und/oder mit dem Akt Inhibitor
MK2206 (5 uM) behandelt (B). Die Proteine wurden isoliert, auf einem 12%igen SDS-Gel aufgetrennt, auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen und Akt mittels eines phosphorylierungsspezifischen Antikdrpers (Ser473)
nachgewiesen. Die Detektion von Erk2 diente als Ladekontrolle.

3.2 Sowohl die HIV-1 Infektion als auch die Inhibition des PI3K/Akt
Signalwegs verandern die Genexpression mehrerer SR Proteine

Um von einer genomischen RNA alle alternativen mRNAs fir die effiziente
Translation der einzelnen HIV-1 Proteine bereitzustellen, bedient sich HIV-1
ausgiebig der zellularen SpleiBmaschinerie (Kapitel 1.3.2, Seite 33). Fir das
alternative SpleiBen werden dabei sowohl das SpleiBosom als auch die
spleiBregulatorischen Proteine des Wirtes verwendet. Auch der PIBK/Akt Signalweg
ist an der Regulation vom zellularen SpleiBen, etwa durch die Phosphorylierung von
SR Proteinen oder deren Kinasen, beteiligt [83, 85, 318]. Dartiber hinaus konnten wir
bereits zeigen, dass die Aktivitat der PI3K fir das korrekte SpleiBen der HIV-1 pra-
mRNAs notwendig ist [295].

Da den SR Proteinen als spleiBregulierende Proteine eine Ubergeordnete Rolle
zukommt, wurde im Folgenden zunéachst das Phosphorylierungsmuster einiger SR
Proteine nach HIV-1 Infektion und im Vergleich dazu nach Inhibition des PI3K/Akt
Signalwegs untersucht. Der Vergleich sollte zeigen, ob auch die Phosphorylierung
dieser spleiBregulatorischen Komponenten gleichermaBBen sowohl durch die HIV-1
Infektion als auch die Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs reguliert werden kann, da
wir bereits gesehen hatten, dass HIV-1 nach einer anfénglichen Aktivierung diesen
Signalweg im weiteren Verlauf einer Infektion — vergleichbar zu den Inhibitoren —

blockiert.
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3.2.1 Die PI3K Inhibition, ebenso wie die HIV-1 Infektion, verdandern den
Phosphorylierungszustand von SR Proteinen

Die Phosphorylierung der SR Proteine spielt sowohl fir ihre spleiBregulatorische
Aktivitat als auch ihre zellulare Lokalisation eine Rolle (Kapitel 1.1.3, Seite 16).
Zunachst sollte daher bestatigt werden, dass die Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs
— wie bereits in HEK293T Zellen gezeigt [83, 295] — auch die Phosphorylierung der
SR Proteine in HeLa-CD4+ Zellen beeintrachtigt. Daflir wurden die Zellen 16
Stunden mit dem PI3K Inhibitor LY294002 inkubiert und das Zelllysat mittels eines
SDS-Gels aufgetrennt. Die Detektion erfolgte durch einen Antikérper, der
phosphorylierte SR Proteine erkennt (1H4). Erk2 diente als Ladekontrolle. Die
Inhibition der PI3K flhrte zu einem deutlichen Rickgang der Nachweisbarkeit
phosphorylierter SR Proteine, wéahrend die Inkubation nur mit dem L&sungsmittel
DMSO erwartungsgemaf keinen Unterschied zeigte (Abb. 3.4 A, vgl. Spuren 1 bis
3). Um zu dberprifen, dass die verminderte Phosphorylierungs-Nachweisbarkeit
spezifisch der Inhibition der Akt Kinase zuzuschreiben war, wurden die Zellen 24
Stunden vor der LY294002 Inkubation in einem Parallel-Ansatz auch mit einer
konstitutiv aktiven Isoform der Kinase transfiziert, die durch LY294002 nicht gehemmt
werden kann. Die Expression der aktivierten Akt Kinase durch das Plasmid pcAkt
wurde in einem weiteren Blot mit dem Serin-spezifischen Antikdrper bestatigt (Abb.
3.4 C). Die Co-Transfektion zeigte allerdings kein einheitliches Bild: SRSF5 und
SRSF6 zeigten wieder den Phosphorylierungsstatus vergleichbar dem ohne
Inhibitorbehandlung, wahrend SRSF1/SRSF2/SRSF7 und SRSF3 immer noch eine
verringerte Phosphorylierung zeigten (Abb. 3.4 A, Spur 5). Dies lasst darauf
schlieBen, dass weitere Faktoren neben der Akt Kinase notwendig sind, um diese SR
Proteine zu phosphorylieren. Da SRSF1, SRSF2 und SRSF7 ein vergleichbares
Molekulargewicht haben, konnten diese SR Proteine im Blot nicht voneinander
unterschieden werden. Die Verwendung eines anderen Mediums (Opti-MEM®) sollte
zeigen, dass Inhaltstoffe wie Insulin, L-Glutamin oder Wachstumsfaktoren, die
bekanntermaBen den PI3K/Akt Signalweg aktivieren, keinen weiteren Einfluss auf die
Phosphorylierung der SR Proteine ausibten (Abb. 3.4 A, Spur 4). Um nun zu
Uberprifen, ob das Phosphorylierungsmuster der SR Proteine nach einer HIV-1
Infektion gleichermaB3en verandert war, wurden PM1 Zellen mit der gewonnenen
Virus-Stock Praparation aus Abschnitt 3.1.2 (Seite 66) mit einer MOI von 0,5 flir 0, 6,
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24, 48 oder 72 Stunden infiziert. Die Proteine wurden geerntet, geblottet und
ebenfalls mit dem 1H4 Antikérper inkubiert. Der Nachweis von p55 diente als
Infektionskontrolle. Auffallig war zunachst, dass sich der Phosphorylierungsstatus der
SR Proteine bereits schon in den beiden unbehandelten Zelllinien (HeLa-CD4+ und
PM1) stark unterschied (vgl. Abb. 3.4 A Spur 1 mit 3.4 B Spur 1). Dies war nicht
ganzlich unerwartet, da alternatives SpleiBen und somit auch der
Aktivierungszustand von SR Proteinen zwischen unterschiedlichen Zelltypen stark
variieren kann [319, 320]. In Epithelzellen wie Hela Zellen kann der
Phosphorylierungsgrundzustand also ein vollkommen anderer sein als in T-Zellen
wie z.B. den hier verwendeten PM1 Zellen. Dennoch sollte ein externer Stimulus, wie
beispielweise die Inhibition eines Signalwegs oder die Infektion mit einem Virus, zu
aquivalenten Veranderungen fuhren, wenn die molekularen
Regulationsmechanismen die gleichen sind.

Interessanterweise dhnelte die Phosphorylierungs-Nachweisbarkeit der SR Proteine
48 nach HIV-1 Infektion tatsachlich dem Muster nach der PI3K Inhibition (vgl. Abb.
3.4 A, Spur 2 mit 3.4 B, Spur 4). Einzig die Phosphorylierung von SRSF4 schien
durch die HIV-1 Infektion kaum verandert. Bemerkenswert war zudem, dass die
Phosphorylierung einiger SR Proteine (SRSF1/SRSF2/SRSF7, SRSF5 und SRSF6)
nach 6 Stunden Infektion zunachst anstieg. Die HIV-1 Infektion und die Inhibition des
PIBK/Akt Signalwegs flhrten also gleichermaBen zu einer verringerten
Nachweisbarkeit der Phosphorylierung von SR Proteinen. Dabei schien die PI3K,
nicht aber die Akt Kinase, an der Phosphorylierung von allen hier detektierten SR
Proteinen beteiligt gewesen zu sein. Es ist allerdings zu bertcksichtigen, dass der
hier verwendete Antikdrper zwar die SR Proteine phosphospezifisch erkennt, jedoch
bei dessen Verwendung grundsatzlich nicht zwischen Phosphorylierungsabnahme
oder Abnahme der gesamten Proteinmenge diskriminiert werden kann. Die hier
beobachtete Abnahme héatte also auch auf eine insgesamt verminderte SR
Proteinmenge zurtckzuflhren sein kénnen. Dies wiederum hatte allein schon durch
alternatives SpleiBen verursacht werden kénnen, namlich dann, wenn eine
veranderte Aktivitat jener spleiBregulatorischer Proteine hervorgerufen worden ware,
die an der SpleiB3stellenerkennung dieser SR codierenden Transkripte beteiligt war.
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Abbildung 3.4 Die Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs und die Infektion mit HIV-1 verringern die SR-
Protein Phosphorylierung.

(A) HeLa-CD+ Zellen wurden flir 24 Stunden mit dem PI3K Inhibitor LY294002 (LY, 50 uM), mit DMSO oder mit
Opti-MEM® inkubiert. Alternativ wurden sie mit einem Expressionsplasmid der aktivierten Akt Kinase transfiziert
und 24 spater fir weitere 24 Stunden mit LY294002 (LY, 50 uM) behandelt. (B) PM1 Zellen wurden flr den
angegebenen Zeitraum mit HIV-1 infiziert (MOI 0,5).

Die Proteine wurde nach der Isolierung mittels eines 12%igen SDS-Gels aufgetrennt, auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert und die SR-Proteine mittels eines phosphorylierungsspezifischen Antikérpers
nachgewiesen (1H4). Die entsprechenden SR-Proteine sind gekennzeichnet. Die Detektion von p55 diente als
Infektionskontrolle. (C) HeLa-CD4+ Zellen wurden mit einem Expressionsplasmid der aktivierten Akt Kinase
transfiziert. 48 Stunden spater wurden die Proteine wie oben beschrieben behandelt und die phosphorylierte Akt
Kinase mittels eines spezifischen Antikdrpers (Ser473) nachgewiesen. Erk2 diente als Ladekontrolle.

Eine Besonderheit der SR Proteine sind ihre sogenannten ultrakonservierten
Bereiche, die zwischen humanen und murinen Genen konserviert sind und deren
Vorhandensein bereits experimentell bestatigt wurde [197]. Werden diese Bereiche
alternativ gespleif3t, sollen so potentiell NMD-sensitive Transkripte erzeugt werden,
die degradiert werden und somit insgesamt zu einer verringerten Genexpression
beitragen. Es wird vermutet, dass diese Eigenschaft den SR Proteinen eine
Méglichkeit der Regulation ihrer Proteinmenge Uber die mRNA-Ebene bietet. Daher
wurde im folgenden Abschnitt exemplarisch fir zwei SR codierende Gene
untersucht, ob das SpleiBmuster dieser speziellen ultrakonservierten Bereiche von
SRSF1und SRSF3 durch den Signalweg oder eine HIV-1 Infektion verandert wird.
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3.2.2 Die HIV-1 Infektion und die Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs
verandern die Genexpression von SRSF1

Die Sequenzen der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gene beziehen sich auf
die Ensembl Datenbank Version 74. SRSF1 (friher ASF/SF2) ist auf dem
Minusstrang codiert und in Ensembl mit neun Transkriptvarianten annotiert, wovon
vier proteincodierend sein sollen (Abb. 3.5 A). Diese sollen in Proteine von etwa 27
kDa (Transkript 001), 30 kDa (Transkript 002), 22 kDa (Transkript 003) und 8 kDa
(Transkript 008) translatiert werden. Uber die Funktionen dieser Isoformen ist bisher
nichts beschrieben. Wird in der Literatur von SRSF1 gesprochen, so ist wohl
Uberwiegend das von Variante 001 codierte gemeint. Zwei weitere Transkripte
werden nicht translatiert (009 und 007) und die drei Ubrigen (008, 004 und 005)
sollen dem NMD Pathway zugefiihrt werden. Ensembl beinhaltet hauptséachlich
automatische Annotationen, die im Einzelfall manuelle Ergédnzungen enthalten
kénnen (http://www.ensembl.org/info/docs/genebuild/genome_annotation.html).

Dies bietet einerseits den Vorteil, dass viele potentielle Transkriptvarianten aufgefihrt
werden, geht allerdings auch mit dem Nachteil einher, dass das tatsachliche
Vorkommen aller Varianten nicht zwangslaufig experimentell bestétigt sein muss. In
der vorliegenden Arbeit lag der Fokus auf den ultrakonservierten Bereichen der SR
Proteine, da diese - wie bereits erwdhnt - einem besonderen
Regulationsmechanismus unterliegen. Die ultrakonservierten Bereiche von SRSF1
liegen im 3’'UTR und flankieren ein Intron, dass, wenn es herausgesplei3t wird (Abb.
3.5 B), zu der NMD-sensitiven Transkriptisoform 004 (Abb. 3.5 A) fihren soll [197].
Andererseits haben Akaike et al. gezeigt, dass dieses Transkript stabiler ist und
vergleichsweise langsam degradiert wird, da durch das SpleiBen Bindestellen fir
miRNAs entfernt werden, die andernfalls das Transkript destabilisieren [321]. Die
Auswirkung des SpleiBens im 3'UTR auf die Eigenschaft des resultierenden
Transkripts ist also nicht endgultig geklart. Unbeachtet dessen scheint dieses
SpleiBereignis eine spezielle Form der Regulation fir SRSF1 darzustellen und wurde
sowohl nach Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs als auch der Infektion mit HIV-1
néher betrachtet.
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Abbildung 3.5 Fir SRSF1 sind neun Transkriptvarianten annotiert und es weist zwei ultrakonservierte
Elemente im 3’'UTR auf.

(A) Bei Ensembl Version 74 (http://dec2013.archive.ensembl.org/index.html) sind drei proteincodierende
Transkripte (rot und gelb), zwei prozessierte Transkripte (blau) und drei Transkripte, die dem NMD zugefihrt
werden sollen (blau), annotiert. (B) SRSF1 hat im 3'UTR zwei zwischen Mensch und Maus hochkonservierte

Bereiche (217 Nukleotide und 188 Nukleotide), die die SpleiBstellen (Ensembl Koordinaten: 58004923 und
58004001) Uberlappen (modifiziert nach [197].

Die PCR-Primer wurden so gewahlt, dass sie zwischen den zwei Transkriptvarianten,
die sich durch den Einschluss (im Folgenden als WT bezeichnet) oder den
Ausschluss (im Folgenden als 3°UTRAInt bezeichnet) des Introns im 3'UTR
unterscheiden (Abb. 3.6 A). HeLa Zellen wurden fir den angegebenen Zeitraum mit
dem PI3K Inhibitor LY294002 inkubiert und die RNA aufgereinigt. Nach erfolgter
Umschreibung in cDNA wurden fir die anschlieBende PCR die Primer (#5296/#4602)
verwendet, die spezifisch in der 3'UTR von SRSF1 binden (Abb. 3.6 A, Pfeile). Eine
Stunde nach Inhibition der PI3K war bereits eine deutliche Verschiebung von der WT
hin zur 3°'UTRAInt Variante zu beobachten (Abb. 3.6 B, vgl. Spuren 4 und 5). Mit
langerer Inhibitionszeit verstarkte sich diese Entwicklung noch etwas (Abb. 3.6 B,
Spuren 6 und 7). Die Inhibition der Akt Kinase mit MK2206 zeigte nach 48 Stunden in
PM1 Zellen ebenso einen deutlichen Unterschied im SpleiBmuster hin zu einer
starkeren Expression des 3’UTRAInt Transkripts (Abb. 3.6 C). Das Abschalten des
PIBK/Akt Signalwegs flhrte also zu einem vermehrten SpleiBen im 3'UTR von
SRSF1.

Um das SRSF1 SpleiBen im Verlauf einer HIV-1 Infektion analysieren zu kdnnen,

wurden PM1 Zellen mit einer MOI von 0,5 fUr die angegebenen Zeitrdume infiziert
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und die RNA geerntet, in cDNA umgeschrieben und wie zuvor mit den Primern #5296
und #4602 amplifiziert. 24 Stunden nach Infektion war eine erhebliche Verschiebung
zu Gunsten der 3'UTRAInt Variante zusehen, die auch 72 Stunden nach Infektion
noch anhielt (Abb. 3.6 D). Das SpleiBmuster von SRSF1 war also nach Inhibition des
PI3K/Akt Signalwegs wie auch nach HIV-1 Infektion gleichermaBen verandert. Wurde
in HeLa-CD4+ Zellen nun sowohl die PI3K inhibiert als auch mit HIV-1 infiziert und 48
Stunden spater die RNA untersucht, war die Verschiebung hin zu der 3'UTRAInt
Transkriptvariante noch deutlicher sichtbar (Abb. 3.6 E, vgl. Spur 2 und 3).

Zur Funktion der 3'UTRAInt Variante gibt es, wie bereits erwahnt, unterschiedliche
Befunde: Akaike et al. postulieren, dass diese Transkriptvariante eine erhdhte
Stabilitdt aufweist [321], wéhrend Lareau et al. sie als NMD-sensitives Transkript
einstufen [197]. Da die Degradation einer mRNA mittels NMD von der Translation
abhangig ist (s. Kapitel 1.2.3, Seite 16), erlaubt die Verwendung des
Translationshemmers Cycloheximid (CHX) eine Akkumulation von NMD-sensitiven
Transkripten. CHX ist ein haufig verwendeter Translationshemmer, um zu prufen, ob
ein bestimmtes Transkript NMD-sensitiv ist. Um zu testen, ob das 3'UTRAInt
Transkript mittels NMD degradiert wird, wurden HelLa-CD4+ Zellen 6 Stunden vor
ihrer Ernte mit CHX behandelt und das SpleiBmuster von SRSF1 betrachtet.
Interessanterweise kam es jedoch nicht zur Akkumulation der putativ NMD-sensitiven
Variante 3'UTRAInt (Abb. 3.6 E, Spur 4). Der Translationsblocker unterband sogar
die HIV-1 induzierte Veranderung des SpleiBmusters (Abb. 3.6 E, vgl. Spur 2 und 4).
Da das Transkript also nicht dem NMD Pathway zugefihrt wird, ist davon
auszugehen, dass 3’'UTRAInt eine proteincodierende Transkriptvariante darstellt, die

im Verlauf der HIV-1 Infektion zunimmt.
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Abbildung 3.6 Die Inhibition des PI3K/Akt Sighalwegs und die Infektion mit HIV-1 fiihren zu vermehrtem
SpleiBen im 3’'UTR von SRSF1.

(A) Schematische Darstellung der SRSF1 Transkripte WT und 3‘UTRAInt, die in der vorliegenden Arbeit
untersucht wurden. Die gestrichelten Linien zeigen ein alternatives SpleiBereignis. Die in der RT-PCR
verwendeten Primer (#5296/#4602) zum Nachweis der SpleiBvarianten sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Die
Ensembl Koordinaten der Splei3stellen im 3'UTR sind angegeben. (B) HelLa Zellen wurden fiir den angegebenen
Zeitraum mit dem PI3K Inhibitor LY294002 (LY, 50 uM) behandelt. (C) PM1 Zellen wurden fir 0 Stunden mit HIV-
1 infiziert oder fir 48 Stunden mit dem Akt Inhibitor MK2206 (MK, 5 uM) inkubiert. (D) PM1 Zellen wurden flr den
angegebenen Zeitraum mit HIV-1 (MOI 0,5) infiziert. (E) HeLa-CD4+ Zellen wurden fir 48 Stunden mit HIV-1
infiziert (MOI 0,5) und zusatzlich mit LY294002 (LY, 50 uM) oder Cycloheximid (CHX, 50 mg/ml) behandelt.

Die RNA wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels der in (A) gekennzeichneten Primer (#5296/#4602)
amplifiziert. Die Produkte wurden auf einem 10%igen PAA-Gel aufgetrennt und mittels EtBr-Farbung unter UV-
Licht visualisiert. Die Amplifizierung von Erk2 mittels der Primer #4646 und #4647 diente als Ladekontrolle.

Um die Protein Expression von SRSF1 nach Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs bzw.
nach HIV-1 Infektion vergleichen zu kénnen, wurden HelLa-CD4+ Zellen fir den
angegebenen Zeitraum entweder mit LY294002 inkubiert oder HIV-1 infiziert. Die

Zelllysate wurden in Probenpuffer aufgenommen und die Proteine mittels SDS-Gel
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elektrophoretisch aufgetrennt. SRSF1 wurde mit einem spezifischen Antikérper
nachgewiesen. Der gebundene Antikérper wurde anschlieBend mittels einer Re-Blot
Lésung entfernt und die Membran mit einem Erk2 spezifischen Antikérper als
Ladekontrolle inkubiert. Bereits 30 Minuten nach Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs
war neben der zu erwartenden Haupt-Isoform von etwa 27 kDa bereits schwach eine
zweite, etwa 10 kDa kleinere Isoform sichtbar (Abb. 3.7 A, Spur 2). Nach 24 Stunden
erreichte diese sogar ein Expressionslevel vergleichbar dem der zu erwartenden
Isoform. Ein entsprechendes Bild zeigte sich auch nach der Infektion mit HIV-1 in
PM1 Zellen: 24 Stunden nach Infektion war die zuséatzliche Bande deutlich sichtbar
und erreichte nach 48 Stunden ebenfalls eine gleichwertige Expression wie die zu
erwartende Isoform (Abb. 3.7 B).

Sollte die Entstehung dieser zusétzlichen Bande Akt-abhangig reguliert sein, so
sollte die Co-Expression einer aktivierten Akt Kinase der Expression entgegenwirken,
da die Inhibition von PI3K diese Kinase nicht in ihrer Aktivitat beeinflussen kann. 24
Stunden vor der Inhibition von PI3K wurden HeLa-CD4+ Zellen mit einer konstitutiv
aktiven Kinase transfiziert und 48 Stunden spéter die Lysate auf ein SDS-Gel
aufgetragen und erneut mit einem SRSF1-spezifischen Antikdrper inkubiert. Die
Expression einer aktiven Akt Kinase konnte der Entstehung der zuséatzlichen Bande
jedoch nicht unterbinden (Abb. 3.7 C, vgl. Spur 2 und 5), was eher fir eine Akt-
unabhangige Regulation spricht.

Da SRSF1 ein Phosphoprotein ist, sollte die Behandlung des Zelllysates mit einer
Phosphatase Aufschluss darliber geben, ob es sich bei der zweiten, etwas kleineren
Bande um die dephosphorylierte Variante des Proteins handelte. Diese Beobachtung
wirde auch mit der verringerten Phosphorylierung aller SR Proteine Uibereinstimmen
(Abb. 3.4 B). Entsprechend musste es sich bei der stets vorhandenen, gréBeren
Variante um die phosphorylierte Form handeln. Die Intensitédt dieser Bande konnte
jedoch durch die Zugabe einer Lambda Phosphatase nicht geschwéacht werden (Abb.
3.7 C, Spur 7). Die erfolgte Wirkung der Phosphate wurde mittels Re-Blot des
phosphospezifischen 1H4 Antikdrpers bestatigt (Abb. 3.7 C). Die Bandenintensitaten
dieses Re-Blots waren fir alle Proben recht schwach, da die Bindungseigenschaften
dieses phosphospezifischen Antikdrpers nach Behandlung mit einer Re-Blot Lésung
stark beeintrachtigt waren. Ob es sich bei dem Protein mit der kleineren Masse
allerdings um die mittels RT-PCR detektierte 3'UTRAInt Variante handelte, bleibt zu
untersuchen. Da es sich bei der 3'UTRAInt Variante allerdings um eine Veranderung
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Abbildung 3.7 Die Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs und die Infektion mit HIV-1 filhren zur Entstehung
einer weiteren SRSF1 Isoform.

(A) HeLa-CD4+ Zellen wurden fur den angegebenen Zeitraum mit dem PI3K Inhibitor LY294002 (50 uM) oder fur
24 Stunden mit DMSO behandelt. (B) PM1 wurden fiir den angegebenen Zeitraum mit HIV-1 (MOI 0,5) infiziert.
(C) HeLa-CD4+ Zellen wurden fiir 24 Stunden mit LY294002 (50 uM) oder DMSO behandelt. Alternativ wurden
sie flr insgesamt 48 Stunden mit einer konstitutiv aktiven Akt Kinase transfiziert und 24 Stunden vor der Ernte mit
LY294002 (50 uM) behandelt.

Die Proteine wurden isoliert, unbehandelte und mit LY294002 (50 uM) behandelte Zellen wurden zuséatzlich mit
einer Lambda Phosphatase inkubiert (Lambda PP) und mittels eines 12%igen SDS-Gels aufgetrennt. Es folgten
der Transfer auf eine Nitrozellulosemembran und der Nachweis von SRSF1 mit einem spezifischen Antikdrper.
Die Detektion von Erk2 fungierte als Ladekontrolle. Der Nachweis der phosphorylierten SR Proteine diente als
Kontrolle fir die Phosphatase-Behandlung (C).

im nicht-codierenden Bereich des Gens handelte, ist ein Zusammenhang dieser
Varianten eher unwahrscheinlich. AuBerdem konnte fir das veranderte SRSF1
SpleiBen eine Akt-Abhéngigkeit gezeigt werden (Abb. 3.6 C), wahrend die
Entstehung der zusatzlichen Bande im Western-Blot Akt-unabhangig reguliert zu sein
schien (Abb. 3.7 C). Theoretisch kénnte es sich bei der zweiten Bande auch um die
alternativ gesplei3te Isoform 2 handeln, die allerdings nicht 10 kDa sondern nur 5
kDa kleiner ist, aber mit unterschiedlichem Laufverhalten der Proteine im Gel zu
erklaren ware. Im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit wurden
Transkriptomanalysen durchgefuhrt, die jedoch das Vorhandensein dieser Variante
in PM1 Zellen nicht bestatigen. Daher sollen massenspektrometrische Analysen in
Zukunft Auskunft tber die Identitat dieser Variante geben.
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Die Zunahme der 3’ UTRAInt Variante auf RNA-Ebene war nach HIV-1 Infektion sehr
auffallig und die Variante scheint nicht NMD-sensitiv zu sein (Abb. 3.6). Folgt man
nun den Ergebnissen von Akaike et al, so handelt es sich bei dem
herausgesplei3ten Bereich um Bindestellen fir microRNAs, die das Transkript
normalweiser destabilisieren [321]. Ist die 3°'UTRAInt Variante also ein stabileres
Transkript, wirde man im Verlauf einer HIV-1 Infektion mehr SRSF1 Protein
erwarten. Dies war tatsachlich auch im Western-Blot ersichtlich (Abb. 3.7 B, vgl. Spur
1 mit 3 und 4). Es wurde bereits beschrieben, dass erh6hte SRSF1 Level in der Zelle
fir die Replikation von HIV-1 nachteilig sein kénnen [262]. Wenn SRSF1 also einen
zellularen Restriktionsfaktor flir das Virus darstellt, sollte, auch in dem hier
angewandten experimentellen Kontext, die HIV-1 Replikation durch eine SRSF1
Uberexpression beeintrachtig werden.

Daflr wurde zunéachst Uberprift, ob allein schon die Transfektion der Zellen mit
Plasmid DNA oder ob allein schon durch das verwendete Transfektionsreagenz die
Replikation des Virus beeinflusst werden kénnte. Zu diesem Zweck wurden Hela-
CD4+ Zellen fir 24 Stunden mit drei haufig verwendeten Transfektionsreagenzen
(Mirus TransIT-LT1, Lipofectamine® 2000, PEI) mit oder ohne Zugabe eines nicht
codierenden Plasmids inkubiert. Dann wurden die Zellen mit HIV-1 infiziert und 52
Stunden spéter der infektiose Uberstand geerntet und hiermit TZM-bl Zellen infiziert.
Die Reportzelllinie TZM-bl besitzt neben der Kopie des B-Galakatosidase Gens noch
eine unabhangig integrierte Kopie des Luciferase Gens. Beide stehen unter der
Kontrolle des HIV-1 LTR Promoters, was den HIV-1 Nachweis durch zwei
verschiedene Assays erlaubt. In diesem Fall wurde die Infektiésitat mittels der
Messung der Luciferase Aktivitat bestimmt. Die Proteine wurde in Lysis-Puffer
aufgenommen und die Luciferase Aktivitdt gemessen. Dabei zeigten die
Transfektionsreagenzen Mirus TransIT-LT1 und Lipofectamine® 2000 alleine keinen
Einfluss auf die Luciferase Aktivitat (Abb. 3.8 A). Die Zugabe von Polyethylenimin
(PEI) hingegen zeigte einen drastischen Anstieg der Luciferase Aktivitat. Es wurde
bereits gezeigt, dass PEI die Infektion unter bestimmten Bedingungen tatsachlich
verstarken kann [322]. Die Transfektion der Zellen mit dem Klonierungsvektor pcDNA
(Leervektor) verringerte die Infektidsitat des Virus kaum. AuBBerdem gab es zwischen
den verschiedenen Reagenzien keinen Unterschied in Bezug auf die Mortalitat der
Zellen (s. Kapitel 6.1, Seite 162). Die Transfektion der Zellen mit dem SRSF1
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codierenden Plasmid zeigte ebenfalls nur eine, vergleichbar zu der Transfektion des

Leervektors, schwache Verringerung der Luciferase Aktivitat (Abb. 3.8.A).
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Abbildung 3.8 Die Uberexpression von SRSF1 zeigt keinen nachteiligen Einfluss auf die HIV-1 Replikation.
(A) HeLa-CD4+ Zellen wurden mit dem Transfektionsreagenzen Mirus, Lipofectamin2000 oder PEI alleine oder
mit dem Leervektor pcDNA oder dem Expressionsplasmid flir SRSF1 transfiziert. 24 Stunden spater wurden die
Zellen mit HIV-1 infiziert. 52 Stunden spéter wurde der Uberstand geerntet und die Reporterzelllinie TZM-bl mit
diesem flr 48 Stunden inkubiert. Diese Reporterzelllinie codiert eine Kopie des firefly Luciferase-Gens unter der
Kontrolle des HIV-1 LTR Promotors. Die Proteine wurden in Lysis-Puffer aufgenommen und die Luciferase
Aktivitat mittels eines Luminometers bestimmt. Es sind die Mittelwerte aus fiinf Experimenten mit der jeweiligen
Standardabweichung gezeigt. (B) HeLa-CD4+ Zellen wurden mittels Mirus mit dem Leervektor pcDNA oder dem
Expressionsplasmid fiir SRSF1 transfiziert und 24 Stunden spater entweder mit HIV-1 (MOI 0,5) infiziert oder der
proviralen DNA pNL4-3 transfiziert. Nach 48 Stunden wurden die Proteine geerntet, mittels eines 12%igen SDS-
Gels aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran geblottet und p55 mittels eines spezifischen Antikdrpers
nachgewiesen. (C) HelLa Zellen wurden mit dem Leervektor pCDNA oder dem Expressionsplasmid fiir SRSF1
transfiziert. 24 Stunden spéater wurden die Proteine isoliert, auf einem 12%igem SDS-Gel aufgetrennt, auf eine
Nitrozellulosemembran geblottet und SRSF1 mittels eines spezifischen Antikérpers nachgewiesen. Die Detektion
von Erk2 diente als Ladekontrolle.

Um diese Beobachtung zu bestéatigen, wurden HeLa-CD4+ Zellen Mirus-vermittelt mit
dem SRSF1 exprimierenden Plasmid transfiziert und 24 Stunden spater flr 48
Stunden mit proviraler DNA (pNL4-3) transfiziert oder mit HIV-1 infiziert.
AnschlieBend wurden die Zelllysate in Probenpuffer aufgenommen, die Proteine
mittels eines SDS-Gels getrennt und mit Hilfe spezifischer Antikdrper nachgewiesen.
Eine verstarkte SRSF1 Expression hatte weder auf die Transfektion noch auf die
Infektion des Virus einen Einfluss, denn auch die Produktion des viralen Proteins p55
war nicht beeintrachtig (Abb. 3.8 B). Dass das SRSF1 Expressionsplasmid
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tatsdchlich zu erhéhten Proteinmengen flhrte, wurde mit einem spezifischen
Antikérper bestatigt (Abb. 3.8 C). Die klnstlich erhéhte SRSF1 Menge stellte
offensichtlich keinen Nachteil far das Virus durch etwaige zellregulierte
Abwehrmechanismen dar. Welche Bedeutung die verdnderte SRSF1 Genexpression
also fur eine HIV-1 Infektion hat, und ob SRSF1 tatsachlich ein Wirtsrestriktionsfaktor

ist, erfordert weitere Untersuchungen zu.

3.2.3 Die HIV-1 Infektion und die Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs
flhren zur Akkumulation eines NMD-sensitiven SRSF3 Transkripts

Ein weiteres SR Protein, dessen Genexpression in der vorliegenden Arbeit ndher
betrachtet wurde, war SRSF3 (vormals SRp20). Fir das Gen sind in Ensembl
(Version 74) auf dem Plusstrang drei Transkriptvarianten annotiert. Die zwei
proteincodierenden Varianten unterscheiden sich durch einen verkirzten C-
Terminus: Das Protein der Variante 001 ist 19 kDa und das der Variante 201 14 kDa
groB3 (Abb. 3.9 A). Fur diese Varianten sind allerdings bisher keine unterschiedlichen
Funktionen publiziert. Das potentiell NMD-sensitive Transkript (002) schlief3t
zusatzlich das Exon 4 mit ein, in welchem sich auch die ultrakonservierten Elemente
befinden [197] (Abb. 3.9 B). Ahnlich wie bei SRSF1 gibt es auch hierbei, beziiglich
der Funktion dieser Transkriptvariante, unterschiedliche Annahmen: Transkript (002)
soll dem NMD zugefiihrt werden [197] oder codiert flir eine Proteinisoform [323].

A) B)
e
SRSF3-201 > SRp20 —_—
protein coding 1 100 & B ST TR
\ ¥ L ’ \ i\ W
Q. \ o T— O\ M
wandil AW A ' LA Ay ' d
00 1,000 2,000 3,000 4,000 5000 6000 7000 8000 9000 10,000 11,000
— I 870
aalas salan g 5gh @ 2 Human 0 T o \)/\ﬂ:

SRSF3-002 >

i 3 Mouse D””\(/H\j\ﬂ:
nonsense mediated decay

36567598 36568053
Ensembl Koordinaten

Abbildung 3.9 Fiir SRSF3 sind drei Transkriptvarianten annotiert und es weist ein Exon 4 liberlappendes
ultrakonserviertes Element auf.

(A) In Ensembl (Version 74, http://dec2013.archive.ensembl.org/index.html) sind fir SRSF3 zwei
proteincodierende Transkripte (rot und gelb) und ein Transkript, welches dem NMD zugefiihrt werden soll (blau),
annotiert. (B) SRSF3 (vormals SARp20) hat eine zwischen Mensch und Maus hochkonservierte Region (618
Nukleotide), die das Exon 4 (Ensembl Koordinaten: 36599821 und 36600276) tberlappt (modifiziert nach [197]).
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Im Folgenden wurde untersucht, ob das SRSF3 Exon 4 SpleiBen — wie bereits flr
den ultrakonservierten Bereich fir SRSF1 gezeigt — durch eine HIV-1 Infektion oder
Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs verandert wird. Um beide Varianten mittels RT-
PCR nachweisen zu kdnnen, wurden Primer (#4003/#4005) verwendet, die an
Sequenzen des Exons 3 und 5 binden (Abb. 3.10 A, Pfeile).

Zunachst wurde die Auswirkung der Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs auf das
SRSF3 SpleiBen in HeLa-CD4+ Zellen untersucht. Dazu wurden die Zellen 24
Stunden mit dem Inhibitor LY294002 inkubiert und anschlieBend die RNA
aufgereinigt. Nach der Umschreibung in cDNA folgte die semi-quantitative PCR. Die
Inhibition fihrte zu einem deutlichen Anstieg der Exon 4 Variante (Abb. 3.10.B).
Erneut wurde Uberprift, ob eine HIV-1 Infektion einen ahnlichen Phanotyp zeigt. PM1
Zellen wurden fir die angegebenen Zeitrdume mit HIV-1 infiziert, die RNA
aufgereinigt, in cDNA umgeschrieben und mit den Primern #4003 und #4005
amplifiziert. Ebenso wie die Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs flhrte die HIV-1
Infektion ebenfalls nach 24 Stunden zu einem deutlich vermehrten Exon 4
Einschluss, der auch noch 72 Stunden nach der Infektion deutlich zu beobachten war
(Abb. 3.10 C). Der Vergleich der beiden Zelllinien HeLa-CD4+ (Abb. 3.10 B) und
PM1 (Abb. 3.10 C) zeigte, dass sich das alternative SpleiBen von SRSF3
unterschied. In unbehandelten HeLa-CD4+ Zellen war die Exon 4 Variante fast gar
nicht exprimiert, wahrend in unbehandelten PM1 Zellen bereits eine leichte
Expression zu erkennen war (Abb. 3.10 B und C, Spurl). Da bereits dieser
Unterschied zwischen zwei Zelllinien zu sehen war, sollte zunachst ausgeschlossen
werden, dass der Einfluss des Signalwegs und der HIV-1 Infektion auf das SpleiBen
nur eine Beobachtung in bestimmten Zelllinien waren. Aus diesem Grund wurde
Uberprift, ob die Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs in primaren Fibroblasten, die
von zwei unterschiedlichen Probanden durch eine Hautbiopsie gewonnen worden
waren, zu einer vergleichbaren Akkumulation des Exon 4 Transkripts fuhrte. Auch
hier resultierte die Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs in einem verstarkten
Einschluss des Exons 4 (Abb. 3.10 D). Der Einfluss von PI3K konnte also auch in
primaren Zellen beobachtet werden. Ferner zeigte der Vergleich der RNA Proben der
beiden Probanden, dass auch hier die basale Expression des Exon 4 Transkripts
individuell variierte (Abb. 3.10 D, vgl. Spur 1 und Spur 4). Um auch den Einfluss einer
Infektion in einer anderen Zelllinie zu bestatigen, wurde eine weitere T-Zelllinie
(Molt4) mit HIV-1 fiir 24 bzw. 48 Stunden infiziert. AuBerdem wurden einige Proben
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jeweils 30 Minuten zuvor mit MK2206 behandelt. Etwas zeitverzégert war der
vermehrte Exon 4 Einschluss auch in Molt4 Zellen zu beobachten. Hier war 48
Stunden nach der Infektion eine deutliche Akkumulation des Transkripts zu sehen
(Abb. 3.10 E, Spur 5). Die Inhibition der Akt Kinase flhrte bereits nach 24 Stunden
zu einem vergleichbaren Phanotyp (Abb. 3.10 E, Spur 4), was auf eine Akt-
abhangige Regulation des Exon 4 SpleiBens hindeutet. Um dies zu bestétigen,
wurden HelLa-CD4+ Zellen mit der konstitutiv aktiven Form der Akt Kinase transfiziert
und 48 Stunden spater, fir weitere 24 Stunden, die PIBK mit LY294002 inhibiert.
Wahrend die Inhibition von PI3K den Einschluss des Exons 4 forderte, konnte die
aktivierte Akt Kinase diesem entgegenwirken (Abb. 3.10 F, vgl. Spur 2 und 3); ein
deutlicher Hinweis auf eine Akt-abhangige Regulation. SchlieBlich wurde Uberprift,
ob der Exon 4 Einschluss ein NMD-sensitives Transkript entstehen lasst. Daftr
wurden HelLa-CD4+ Zellen fir 6 Stunden mit CHX inkubiert, die RNA aufgereinigt, in
cDNA umgeschrieben und mittels der Primer #4003 und #4005 amplifiziert. Die
Akkumulation der Exon 4 Variante zeigte, dass sie tatsachlich dem NMD Pathway
zugefihrt wird (Abb. 3.10 G).

Der vermehrte Einschluss des Exons 4 nach HIV-1 Infektion kann also entweder im
verdnderten SpleiBen oder in einer verminderten NMD Aktivitat begrindet liegen. Um
zunachst die SpleiBregulation unabhangig von mdglichen NMD Einflissen zu
betrachten, wurde ein Reporter hergestellt, der, anders als das endogene Transkript,
Uber keinen offenen Leserahmen verflugt. Dafir wurde das Exon mit 150 bp der
jeweilig flankierenden 5 und 3‘ Intronsequenzen in einen Drei-Exon-Reporter kloniert
(Abb. 3.11 A). HeLa-CD4+ Zellen wurden zunachst mit diesem Reporter transfiziert
und 24 Stunden spater mit HIV-1 infiziert oder proviraler DNA (pNL4-3) transfiziert.
Nach weiteren 48 Stunden wurde die RNA aufgereinigt, in cDNA umgeschrieben und
mittels der Primer #2648/ #2649 amplifiziert (Abb. 3.11 A, Pfeile).
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Abbildung 3.10 Die Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs und die Infektion mit HIV-1 filhren zum verstérkten
Vorkommen der NMD-sensitiven Transkriptvariante von SRSF3.

(A) Schematische Darstellung der SRSF3 Transkripte, die das Exon 4 entweder ausschlieBen (WT) oder
einschlieBen (Exon 4). Die Ensembl Koordinaten der Splei3stellen, die von den mit Pfeilen gekennzeichneten in
den RT-PCR Analysen verwendeten Primern #4003 und #4004 abgedeckt werden, sind angegeben.

(B) HeLa-CD4+ Zellen wurden fiir 24 Stunden mit dem PI3K Inhibitor LY294002 (LY, 50 uM) oder DMSO
behandelt. (C) PM1 Zellen wurden fir den angegebenen Zeitraum mit HIV-1 infiziert (MOI 0,5). (D) Primére
Fibroblasten wurden fiir 24 Stunden mit dem PI3K Inhibitor LY294002 (LY, 50 uM) oder DMSO behandelt. (E)
Molt4 Zellen wurden fir die angegebenen Zeitraume mit HIV-1 (MOI 0,5) infiziert, mit DMSO und/oder dem Akt
Inhibitor MK2206 (5 pM) behandelt. (F) HeLa-CD4+ Zellen wurden fir 24 Stunden mit LY294002 (LY, 50 uM)
behandelt und/oder 24 Stunden zuvor mit einem Expressionsplasmid der konstitutiv aktiven Akt Kinase
transfiziert. (G) HeLa-CD4+ Zellen wurden fiir 6 Stunden mit DMSO oder dem Translationshemmer Cycloheximid
(CHX, 50 mg/ml) behandelt.

Die RNA wurde aufgereinigt, in cDNA umgeschrieben und mittels der in (A) gekennzeichneten Primer #4003 und
#4005 amplifiziert. Die Produkte wurden mit Hilfe eines 10%igen PAA-Gels aufgetrennt und mit EtBr-
Farbung unter UV-Licht sichtbar gemacht. Erk2 diente als Ladekontrolle.

Die HIV-1 Infektion fihrte — im Unterschied zu der endogenen Situation — zu einem
deutlich vermehrten Ausschluss des Exons 4 (Abb. 3.11 A, Spur 2). Die Transfektion
der proviralen DNA hingegen zeigte keinen vermehrten Exon Ausschluss, was darauf
hindeutet, dass nicht die Expression der viralen Proteine der Ausldser flr den
vermehrten Ausschluss war, sondern vermutlich die Infektion selbst. Die reine
Betrachtung des SpleiBens von Exon 4 zeigte also — wenn vom NMD Pathway
entkoppelt — eine Regulation in die gegensatzliche Richtung, also zum vermehrten
Exon 4 Ausschluss. Daraufhin wurde der Reporter so veréandert, dass er einen ORF
enthielt, um ihn, wie das endogene Transkript, mit dem NMD Pathway zu koppeln
(Abb. 3.11 A). Die Transfektion von HelLa-CD4+ Zellen mit diesem Reporter zeigte,
dass die Einfihrung des ORFs das Verhaltnis der beiden Transkriptvarianten zu
Gunsten von mehr Exonausschluss, also weniger NMD-sensitivem Transkript,
veranderte (Abb. 3.11, vgl. A Spur 1 mit B Spur 1), was der endogenen Situation
entsprach. Der Einfluss einer HIV-1 Infektion auf diesen Reporter konnte allerdings
im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr getestet werden. Das SpleiBmuster des nicht
NMD-sensitiven Reporters deutet jedoch darauf hin, dass der vermehrte Exon 4
Einschluss nach HIV-1 Infektion (Abb. 3.10 C) nicht in einer veranderten

SpleiBregulation, sondern eher in einer veranderten NMD-Aktivitéat begriindet liegt.

Da es sich bei dem endogenen Exon 4 Transkript um eine NMD-sensitive mRNA
handelt, ist davon auszugehen, dass diese nicht in ein Protein translatiert wird. Well
sowohl die HIV-1 Infektion als auch die Inhibition der Akt Kinase zu einer vermehrten
Abundanz dieser Exon 4 Variante fUhrten, sollte sich die Proteinmenge von SRSF3
unter diesen Bedingungen ebenfalls verringern. Um dies zu Uberprifen, wurden
HelLa-CD4+ fUr unterschiedliche Zeitrdume mit dem PI3K Inhibitor LY294002
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behandelt und die geernteten Proteine gelelekirophoretisch aufgetrennt. Die
Detektion von SRSF3 erfolgte mittels eines spezifischen Antikdrpers. Im Einklang mit
der Zunahme der putativ NMD-sensitiven Exon 4 Variante, verringerte sich die
Proteinmenge 24 Stunden nach Inhibition des Signalwegs (Abb. 3.11 C). Gleiches
galt in PM1 Zellen sowohl fir die HIV-1 Infektion als auch flr die Inhibition von Akt
durch MK2206: Beide Konditionen zeigten eine verringerte Proteinexpression 48
Stunden nach der Behandlung (Abb. 3.11 D, Spur 4 und 5). Die Anderung der mRNA
Isoformen resultierte demnach tatséchlich in einer verringerten Proteinmenge.

Die erh6éhte Abundanz des NMD-sensitiven SRSF3 Transkripts nach HIV-1 Infektion
kénnte auf eine Beeintrachtigung der gesamten zellularen NMD Aktivitat hindeuten.
Weitere Untersuchungen zur NMD Aktivitdt nach einer HIV-1 Infektion folgten daher
(Kapitel 3.4).
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Abbildung 3.11 Ein reiner SRSF3-SpleiBreporter spiegelt das endogene SpleiBmuster nach HIV-1 Infektion
nicht wieder.

(A) Schematische Darstellung des SRSF3-SpleiBreporters, der das SRSF3 Exon 4 mit 100 Nukleotiden der
stromabwarts und -aufwarts liegenden Intronsequenz enthalt. Die in der RT-PCR verwendeten Primer #2648 und
#2649 sind mit Pfeilen gekennzeichnet. HeLa-CD4+ Zellen wurden mit dem Report und dem Kontrollplasmid
pXGH5 (GH1) transfiziert und 24 Stunden spater mit HIV-1 (MOI 0,5) infiziert oder mit der proviralen DNA pNL4-3
transfiziert. 48 Stunden spater wurde die RNA geerntet, in cDNA umgeschrieben und mittels der eingezeichneten
Primer #2648 und #2649 amplifiziert. Die Produkte wurden mittels eines 12%igen PAA-Gels aufgetrennt und mit
einer EtBr-Farbung unter UV-Licht sichtbar gemacht. (B) In den Reporter (A) wurde ein Leserahmen eingefligt
(ATG= Startcodon, TAA= Stoppcodon). HeLa-CD4+ Zellen wurden mit dem Reporter und dem Kontrollplasmid
pXGH5 (GH1) transfiziert. Die RNA wurde weiter behandelt wie in (A) beschrieben. Die Amplifizierung von GH1
mittels der Primer #1224 und #1225 diente als Nachweis der gleichmaBigen Transfektion. (C) HeLa-CD4+ Zellen
wurden fir den angegebenen Zeitraum mit dem PI3K Inhibitor LY294002 (LY, 50uM) behandelt. (D) PM1 Zellen
wurden fir den angegebenen Zeitraum mit HIV-1 (MOI 0,5) infiziert und/oder mit dem Akt Inhibitor MK2206 (5
pM) behandelt. Die Proteine wurden isoliert, auf einem 12%igen SDS-Gel aufgetrennt, auf eine
Nitrozellulosemembran (bertragen und SRSF3 mittels eines spezifischen Antikérpers nachgewiesen. Der
Nachweis von Erk2 diente als Ladekontrolle.
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3.3 Einzelne Gene zeigten nach HIV-1 Infektion ein &hnliches
Expressionsprofil wie nach Inhibition der Akt Kinase

Wie in Abschnitt 3.1 gezeigt, veradnderte die HIV-1 Infektion den
Phosphorylierungsstatus der Akt Kinase. Umgekehrt beeintrachtigte die Inhibition der
Akt Kinase schon vor einer Infektion diese mafBgeblich. Ferner zeigten sowohl der
Signalweg als auch die Infektion einen Einfluss auf die Phosphorylierungen einiger
SR Proteine und die Genexpression von SRSF1 und SRSF3.

Aufgrund dieser Beobachtungen sollten mittels RNA deep sequencing Analysen
transkriptomweit Gene und Exon-Exon-Junctions identifiziert werden, die nach
Infektion und Inhibition gleichermal3en veréndert reguliert sind.

3.3.1 RNA deep sequencing Analysen

RNA deep sequencing Analysen erlauben sowohl einen Uberblick (iber das gesamte
zellulare Genexpressionsprofil zu gewinnen, als auch die Expression und das
SpleiBmuster einzelner Gene im Detail zu betrachten. Aus diesem Grund wurde das
zellulare Transkriptom sowohl nach HIV-1 Infektion als auch nach Akt Inhibition
(MK2206) in PM1 Zellen betrachtet.
Die verfugbaren Informationen fur einen HIV-1 Replikationszyklus schwanken
deutlich, je nach verwendeten Inhibitoren, Mutationen oder Zellen [324]. Es herrscht
jedoch Konsens dartber, dass nach spatestens 52 Stunden eine neue Generation
von infektidsen Virionen ins Cytoplasma entlassen wird. In dieser Arbeit wurden
daher ein friiher (6 Stunden) und ein spater (48 Stunden) Zeitpunkt nach der
Infektion untersucht. Insgesamt wurden 6 unterschiedliche Zustdnde gewahlt: 0
Stunden nach Infektion (Oh HIV-1), 6 Stunden nach Infektion (6h HIV-1), 6 Stunden
nach Infektion und Inhibition (6h HIV-1+MK), 48 Stunden nach Infektion (48h HIV-1),
48 Stunden nach Inhibition (48h MK) und 48 Stunden nach Infektion und Inhibition
(48h HIV-1+MK).
Die Inhibitor Behandlung erfolgte stets 30 Minuten vor der Infektion. Die RNA wurde
zu den genannten Zeitpunkten aufgereinigt. Die Qualitatsprifung, die cDNA
Synthese sowie die Sequenzierung wurden von Beckmann Coulter durchgefiihrt.
Die erhaltenen Sequenzen wurden gegen das Referenzgenom Ensembl (Version 74)
gemapped. Das Alignment sowie die Generierung der Excel-Dateien wurden, wie in
Abschnitt 2.2.5.1 (Seite 63) genauer beschrieben, von Dr. Wolfang Kaisers
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(Universitat Dasseldorf)  durchgefihrt. Um  ausschlieBlich die Reads zu
berlcksichtigen, die von prozessierter mRNA stammen, wurden nur sogenannte
Exondunction-Reads verwendet. Ein sequenzierter Read kann entweder vollstandig
innerhalb eines Exons oder auch in zwei aufeinanderfolgenden Exons mappen und
so nach dem Mapping an die genomische Referenz einen Gap enthalten. Start- und
Endpunkt solcher Gaps sollten dann in der Regel der jeweiligen 5- bzw. 3'-
SpleiBstelle entsprechen (Abb. 3.12).

Intron 1

Exon 1 Exon 2

5'ss 3'ss
Abbildung 3.12 AusschlieBlich Exondunction Reads wurden bei den RNA deep sequencing Analysen
beriicksichtigt.
Die genierten Gap-Reads konnten Exon Junctions zugeordnet werden. Dabei wurde ein Teil der Sequenz auf ein
Exon gemappt und endete an der entsprechenden 5’-Spleif3stelle (5’ss). Die Ubrige Sequenz wurde auf ein
folgendes Exon gemappt, wobei die Sequenz mit der 3’-SpleiBstelle (3’ss) beginnen musste. Die durchgezogenen

Linien stellen die tats&chlich gemappten Reads dar, die an unterschiedlichen Positionen beginnen bzw. enden
kénnen. Die gestrichelten Linien entsprechen der Intronsequenz, die aus der pra-mRNA herausgespleilt wird.

Um verlassliche Ergebnisse zu erhalten, wurden in den gemappten Reads der
Sequenzierung Exongrenzen erst als solche bewertet, wenn mindestens 5 Reads
genau an dieser Position (5-SpleiB3stelle) endeten und gleichzeitig an der anderen
Position (3‘-SpleiBstelle) gemappt werden konnten. Die einzelnen Reads konnten
dabei unterschiedliche Start- bzw. Endpunkte haben, je nachdem an welcher
Position des Transkripts der Read gemappt wurde. Die Streuung dieser Start- bzw.
Endpunkte flr eine Junction sowie die Anzahl der gemappten Reads ergaben
schlieBlich den Qualitdtsscore (ggs — gap qualitiy score). Auch alternative
SpleiBdonor- bzw. Akzeptornutzung sowie alternativ gesplei3te Transkripte konnten
so detektiert werden.

Die im Folgenden verwendete Einheit zum Vergleich der Daten ist rpmg (reads per
million gaps). Diese Einheit bertcksichtigt die Gesamtzahl aller Reads pro einer

Millionen Gaps in dieser Probe und bietet so ein MafB zur Normalisierung. Um die
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Verlasslichkeit der Daten zu Uberpriifen, wurden exemplarisch einige Gene anhand
von vier Proben mittels gPCR validiert (s. Anhang 6.3, Seite 164). Dabei wurden die
Gene so gewahlt, dass sie fir mindestens eine Kondition eine veranderte Expression
aufzeigten. Die rpmg Werte stimmten mit den qPCR Werten sehr gut Gberein, sodass
der Datensatz fir weitere Analysen verwendet wurde.

Genexpressionsprofile nach einer HIV-1 Infektion, die mit Hilfe von Microarrays
erstellt wurden, gibt es bereits zahlreiche [325-330]. Der Schwerpunkt bei diesen
Untersuchungen lag dabei auf Clusteranalysen, die die Erfassung globaler
Expressionsunterschiede von ganzen biologischen Prozessen zum Ziel hatten. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit aber sollte vielmehr die Expression einzelner Gene
detaillierter betrachtet werden. Dabei waren vor allem auch Veranderungen im
alternativen SpleiBBen von Interesse.

Im Folgenden werden daher einzelne Beispiele sowohl fir veranderte Genexpression
als auch fur verandertes SpleiBen nach HIV-1 Infektion und Inhibition der Akt Kinase
vorgestellt.

3.3.2 Die Expression von FOSB und FOS war sowohl nach HIV-1
Infektion als auch Akt Inhibition stark verringert

Um Gene zu identifizieren, deren Expression sich nach HIV-1 Infektion und Akt
Inhibition gleichermaBen veranderte, wurde der Mittelwert der rpmgs aller
Exondunction-Reads eines jeden Gens fir alle Konditionen berechnet. Im Anschluss
wurde das Verhaltnis zum Ausgangswert berechnet (Oh HIV-1).

Die auffalligste Regulation sowohl nach der HIV-1 Infektion als auch Inhibition von
Akt zeigten dabei Mitglieder der Fos Genfamilie. Diese Familie besteht aus vier
Mitgliedern: FOS, FOSB, FOSL1 und FOSL2. Zusammen mit Mitgliedern der JUN
Familie (JUN, JUNB und JUND) bilden sie den Transkriptionsfaktor-Komplex AP-1.
Dieser reguliert zahlreiche Prozesse wie Proliferation, Differenzierung, Cytokin
Produktion oder Onkogenese [331]. Das FOSB Gen codiert drei alternative
Transkripte (Abb. 3.13 A), wobei im Folgenden nur die Transkriptvariante 1
betrachtet wurde, da fur die Junctions von Exon 2 auf Exon 4 (Variante 2) und von
Exon 4 auf Exon 5 (Variante 3) eine zu vernachlassigende Anzahl an Reads gezé&hlt
wurden und die dartber hinaus auch nicht den Qualitatsstandards entsprachen.

6 Stunden nach HIV-1 Infektion war die Expression aller drei Junctions dieser

Variante bereits um etwa ein Drittel verringert. Die zusatzliche Vorbehandlung mit
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MK2206 fihrte zu diesem Zeitpunkt sogar zu einer weiteren Reduktion um etwa die
Halfte (Abb. 3.13 B). 48 Stunden nach HIV-1 Infektion, Inhibition oder beidem war die
Expression auf etwa 2-3% herunter reguliert. In einigen der Proben war die
Expression sogar unter das Detektionslimit gefallen. Ebenso drastisch verlief die
Expression des FOS Gens, welches nur flir eine Transkriptvariante codiert (Abb. 3.13
A und B). Auch hier war nach 48 Stunden in allen drei Konditionen nur noch ein
Bruchteil der Ausgangexpression zu detektieren. Um die Daten experimentell zu
bestéatigen, wurden erneut PM1 Zellen mit HIV-1 infiziert oder MK2206 behandelt. Es
wurde auBerdem der zusatzliche Zeitpunkt 24 Stunden nach Infektion und Inhibition
betrachtet. Die RNA wurde aufgereinigt, in cDNA umgeschrieben und mit den
spezifischen Primern #4979 und #4980 (FOSB) und #5061 und #5062 (FOS)
amplifiziert (Abb. 3.13 A, Pfeile). Die RT-PCRs bestatigten die Daten der RNA
Sequenzierung: Die Expression beider Gene ging sowohl nach HIV-1 Infektion als
auch nach Akt Inhibition verloren. Fos war dabei bereits nach 24 Stunden weder in
den Inhibitor-Proben noch in den infizierten Proben zu detektieren, wahrend FOSB
24 und 48 Stunden nach Inhibition noch eine geringe, aber absteigende Expression
aufwies (Abb. 3.13 C).

Da die Fos Proteine zusammen mit den JUN Proteinen den AP-1 Komplex bilden,
sollte auch die Expression dieser Familie betrachtet werden. Bei allen drei
Mitgliedern handelt es sich jedoch um intronlose Gene, sodass die Auswertung ihrer
Expression in den Sequenzierungsdaten zunachst nicht bericksichtigt wurde. Aus
diesem Grund wurden RT-PCR Analysen von ihnen durchgefihrt. Fir JUNB und
JUND konnte kein spezifisches PCR Produkt amplifiziert werden. JUN zeigte in der
RT-PCR mit den Primern #5065 und #5066 24 Stunden nach HIV-1 Infektion und 48
Stunden nach Akt Inhibition eine verringerte Expression (Abb. 3.13 C), die jedoch
nicht mit dem Verlust der FOSB und FOS Expression zu vergleichen war. Um zu
Uberprifen, ob der Verlust der FOSB und FOS Genexpression dennoch ausreichte,
um die Expression von AP-1 regulieten Genen zu verandern [332], wurden solche
48 Stunden nach Infektion und Inhibition in den Sequenzierungsdaten betrachtet.
Dabei zeigten die positiv regulierten Gene tatsachlich eine verringerte Expression,
wahrend die negativ regulierten Gene eine erhdhte Expression aufwiesen (Abb. 3.13
D). Die verringerte FOS und FOSB Expression wirkte sich also nachweislich auf die

Expression von AP-1 Zielgenen aus.
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Im Gegensatz zu den hier prasentierten Daten haben Gibellini et al. gezeigt, dass
HIV-1 Tat die Expression von FOS in Jurkat Zellen hochreguliert [333, 334]. Die
Expression von Tat durch ein Plasmid zeigte dabei im Gegensatz zur Zugabe von
extrazellularem Tat ins Medium eine starke Abh&ngigkeit vom Aktivierungszustand
der Zellen, also der vorherigen Behandlung mit Phytohaemaglutinin. Vergleicht man
nun die basale Expression von FOS zwischen den in dieser Arbeit verwendeten PM1
Zellen und den von Gibellini verwendeten Jurkat Zellen, variierte diese bereits stark.
Wéhrend PM1 Zellen eine starke FOS Expression aufwiesen (Abb. 3.13 C, Spur 1),
war sie in unbehandelten Jurkat Zellen nicht nachzuweisen [334]. Die basale
Expression von FOS war zwischen PM1 und HelLa Zellen hingegen vergleichbar (vgl.
Abb. 3.13 C und Abb. 3.14).

Wegen der geringen Transfektionseffizienz von PM1 Zellen wurden daher Hela
Zellen verwendet, um zu Uberprifen, ob die transiente Transfektion von Tat alleine
oder aller viralen Proteine (pNL4-3) bei dieser basalen Expression einen Einfluss auf
die FOS Expression zeigten. Auch wurde der Inhibitor MK2206 alleine oder in
Kombination mit Tat oder pNL4-3 hinzugegeben. Die Auswertung erfolgte wie oben
beschrieben mittels RT-PCRs. Die Transfektion von Tat und pNL4-3 flhrte zu einer
leichten Abnahme der FOS Expression, wahrend die Inhibition der Akt Kinase keinen
Effekt zeigte (Abb. 3.14). Die erhéhte Expression von FOS nach Transfektion von Tat
— wie in Jurkat Zellen — konnte in HelLa Zellen nicht erzielt werden. Der starke Verlust
der FOS Expression — wie in PM1 Zellen nach Inhibitor Behandlung — konnte
ebenfalls in HeLa Zellen nicht reproduziert werden. Zusatzlich wurde noch die
Expression von FOSB in HelLa Zellen betrachtet. Die basale Expression war im
Vergleich zu PM1 Zellen deutlich geringer und wurde — im Gegensatz zu den PM1
Zellen — durch den Inhibitor stark erhdht (Abb. 3.14, Spur 2). Die Transfektion von
Tat oder pNL4-3 zeigte hingegen keinen Einfluss.
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Abbildung 3.13 Die Expression von FOSB und FOS geht nach Inhibition der Akt Kinase und Infektion mit
HIV-1 verloren.

(A) Schematische Darstellung der Transkriptvarianten von FOSB und FOS, die mittels der RNA deep sequencing
Analysen detektiert wurden. Die in den RT-PCR Analysen verwendeten Primer #4979 und #4980 (Fosb) und
#5061 und #5062 (FOS) sind mit Pfeilen gekennzeichnet. (B) Fir die jeweiligen ExonJunctions-Reads von FOS
und FOSB sind die Anzahl der Proben, in denen sie detektiert wurden (n), der Qualitatsscore (ggs= gap quality
score), die Koordinaten der 5- und 3'-SpleiBstellen (http://dec2013.archive.ensembl.org/index.html), sowie die
gebildeten Ratios der rpmgs (reads per million gaps) aufgelistet. (C) PM1 Zellen wurden mit HIV-1 (MOI 0,5)
infiziert und/oder mit dem Akt Inhibitor MK2206 (5 uM) fiir den entsprechenden Zeitraum inkubiert. Die RNA
wurde aufgereinigt, in cDNA umgeschrieben und mit den in (A) gekennzeichneten Primern amplifiziert. Zuséatzlich
wurde die Expression des intronlosen Gens JUN mit den Primern #5065 und #5066 betrachtet. Die Amplifizierung
von Erk2 diente mit den Primern #4646 und #4647 als Ladekontrolle. (D) Die rpmg Werte publizierter AP-1
regulierter Gene der jeweiligen Kondition wurden zu den rpmgs der 0 h Werte ins Verhaltnis gesetzt.

Die Regulation der FOS Gene war also stark vom verwendeten Zelltyp abhangig und
lieB sich auch nicht, wie in Jurkat Zellen, durch transfiziertes Tat erhdhen. Auch die
Transfektion der proviralen DNA hatte keinen Einfluss auf die Expression der Gene.
Ob die Infektion mit HIV-1 in HelLa Zellen eine Rolle spielt, muss in HeLa-CD4+
Zellen Uberprift werden. Die gewonnenen Erkenntnisse zur Genregulation zwischen
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unterschiedlichen Zelllinien deuten aber darauf hin, dass die Ubertragbarkeit sehr
stark eingeschrankt ist. Auch zeigen diese Ergebnisse, dass die Expression dieser
Gene flr die Zelle nicht essentiell sind und, dass das Expressionslevel auch fir die
HIV-1 Infektion keine wesentliche Bedeutung hatte, da die Viruspartikelproduktion
unabhangig des vorhandenen Expressionslevels in den unterschiedlichen Zelllinien
nicht beeintrachtigt schien.
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Abbildung 3.14 In HeLa Zellen steigert die Inhibition der Akt Kinase die Expression von FOSB.

HelLa Zellen wurden mit dem Akt Inhibitor MK2206 (5 pM) inkubiert, mit einem Expressionsplasmid fir Tat
und/oder der proviralen DNA pNL4-3 fiir 48 Stunden transfiziert. Die RNA wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben
und mittels der spezifischen Primer #4979 und #4980 (FOSB) und #5061 und #5062 (FOS) amplifiziert. Erk2
(#4646 und #4647) diente als Ladekontrolle. Zusatzlich wurden die Proteine isoliert, mittels eines 12%igen SDS-
Gels aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und p55 mittels eines spezifischen Antikérpers als
Infektionskontrolle nachgewiesen.

3.3.3 Veranderungen im SpleiBmuster von TP53 nach HIV-1 Infektion und
Akt Inhibition sind zelltypabhangig

Neben der Veranderung der Expression von Genen konnten mittels der RNA
Sequenzierungsdaten auch Veranderungen im alternativen SpleiBen aufgezeigt
werden.

Fir das Tumorsupressorgen TP53 sind in Ensembl insgesamt 28
Transkriptisoformen annotiert. In der Literatur werden jedoch stets nur 9 alternative
Isoformen beschrieben, deren Vorkommen auch experimentell bestatigt worden war.
Dabei kénnen 3 verschiedene Promotoren genutzt sowie das Exon i9 komplett ein-
(B Variante) oder ausgeschlossen (a Variante) oder ein alternativer Akzeptor genutzt
werden (y Variante) (Abb. 3.15 A). Mittels der Transkriptomdaten konnte die Nutzung
zwischen den Promotoren P1 und P1‘ nicht unterschieden werden, da beide im
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ersten Exon lokalisiert sind. Die Nutzung zwischen P1/P1‘ und P2 ergibt sich jedoch
aus der Verteilung der Reads, deren Junctions in beiden Varianten vorkommen
(Exon 5-11) und derer, die nur in den Varianten mit P1/P1‘ vorkommen (Exon 1-5).
Werden beide exprimiert, so sollte davon ausgegangen werden, dass die Anzahl der
Reads der Exon 5-11 — durch die Summierung aller Varianten — héher ist als die der
Exon 1-5, da diese nur flr die Varianten P1/P1° genutzt werden. Da sich allerdings
eine gleichmaBige Verteilung zeigte, konnte davon ausgegangen werden, dass nur
die Varianten mit P1/P1‘ exprimiert wurden. Diese Varianten unterscheiden sich
schlieBlich noch durch den unterschiedlichen Einschluss des Exons i9. In Abbildung
3.15 A sind zur Bewertung der intrinsischen SpleiBstellenstarke fir die
SpleiBdonoren von Exon 9 und i9 der H-Bond Score, sowie fur die Akzeptoren der
Exons i9 und 10 der MaxEnt Score angeben (S. Kapitel 1.1.2, Seite 9). Die Donoren
von Exon 9 und Exon i9 waren mit einem HBS von 14 gleich stark bewertet, wahrend
die Akzeptoren der 3 und y Variante im Exon i9 etwa nur halb so stark sind wie der
im Exon 10, der in allen 3 Transkripten verwendet wird. Wirden also nur die
intrinsischen Starken betrachtet, so wirde von einem verstarkten Vorkommen der a
Variante auszugehen sein. Dies traf auch fir alle Konditionen in den
Transkriptomanalysen zu; die a Variante war die am starksten exprimierte Variante.
Interessanterweise konnte flr diese Variante eine etwa 2fache Reduktion bereits 6
Stunden nach der HIV-1 Infektion beobachtet werden (Abb. 3.15 B). Auch 48
Stunden nach Infektion und Inhibition war diese Variante noch 2fach
herunterreguliert, interessanterweise aber nicht 48 Stunden nach gleichzeitiger
Infektion und Inhibition (Abb. 3.15 B). Die 8 Variante wurde sowohl nach Infektion als
auch nach Inhibition massiv herunter reguliert: 48 Stunden nach Inhibition etwa 4fach
und 48 Stunden nach Infektion etwa 10fach. Die y Variante konnte in keiner der
Proben detektiert werden. Um die Resultate der Sequenzierungen zu validieren,
wurden erneut PM1 Zellen mit HIV-1 infiziert und mit dem Inhibitor behandelt, die
RNA aufgereinigt und in cDNA umgeschrieben. Die anschlieBende PCR wurde mit
drei Primern durchgeflhrt, da das Produkt von Exon i9 flankierenden Primern
andernfalls zu grof3 gewesen ware: #4700 in Exon 9, #4699 in Exon i9 und #4701 in
Exon 10 (Abb. 3.15 A, Pfeile). Die zwei zu erwartenden Produkte unterschieden sich
so um 100 bp. Wie erwartet, war die a Variante in allen HIV-1 Proben leicht und die 8
Variante stark herunterreguliert (Abb. 3.15 C, Spur 2, 3, 5 und 7). Die Inhibition der
Akt Kinase flhrte ebenfalls zur verminderten Expression der 8 Variante, wenn auch
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in einem geringeren AusmafB (Abb. 3.15 C, vgl. Spur 3 und 4, 5 und 6). Die
gleichzeitige Infektion und Inhibition zeigte den gro6Bten Unterschied bzgl. des
Verhéltnisses der beiden Transkriptvarianten zueinander (Abb. 3.15 C, Spur 7).
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Abbildung 3.15 TP53 wird nach Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs und der HIV-1 Infektion anders
gespleiBt.

(A) Schematische Darstellung des TP53 Gens. Das Gen hat drei verschiedene Promotoren: P1, P1‘ und P2.
AuBerdem kann das Exon i9 alternativ eingeschlossen werden. Die in den RT-PCRs verwendeten Primer #4700,
#4699 und #4701 sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Die intrinsischen Stérken der SpleiBdonoren (H-Bond Score)
und Akzeptoren (MaxEnt-Score) sind in rot angegeben. (B) Fur die Exon i9 betreffenden Exondunctions sind die
Ensembl Koordinaten sowie die mit den entsprechenden rpmgs (reads per million gaps) gebildeten Ratios
aufgelistet. (C) PM1 Zellen wurden fiir den angegebenen Zeitraum mit HIV-1 infiziert (MOI 0,5) und/oder mit dem
Akt Inhibitor MK2206 (5 uM) behandelt. Die RNA wurde aufgereinigt, in cDNA umgeschrieben und mittels der in
(A) gezeigten Primer #4700, #4699 und #4701 amplifiziert. Die Produkte wurden auf einem 10%igen PAA-Gel
aufgetrennt und mittels EtBr-Farbung unter UV-Licht sichtbar gemacht. (D) Das TP53-i9 Minigen steht unter der
Kontrolle des CMV-Promotors. Die alternativen Exons sind in weif3 dargestellt (entnommen aus [335]). HelLa-
CD4+ Zellen wurden mit dem Minigen und dem Kontrollplasmid pXGHS5 transfiziert und 24 Stunden spéater mit der
proviralen DNA pNL4-3 transfiziert oder mit HIV-1 (MOI 0,5) infiziert. Die RNA wurde aufgereinigt, in cDNA
umgeschrieben und mit den gekennzeichneten Primern #5192 und #5189 amplifiziert. Die Produkte wurden auf
einem 10%igen PAA-Gel aufgetrennt und mittels EtBr-Lésung unter UV-Licht sichtbar gemacht. Die
Amplifizierung von GH1 diente als Transfektionskontrolle. (E) RNA aus TZM-bl und HEK293T Zellen wurde
isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels der Primer aus (A) amplifiziert. (F) Die cDNA aus (D) wurde ebenfalls
mit den Primern flir endogenes TP53 aus (A) amplifiziert.

Die TP53 Expression ist nach HIV-1 Infektion und Akt Inhibition also nicht nur
vermindert, vielmehr ist zusatzlich auch noch der Einschluss des Exon i9 verringert.

Um die Regulation des Exons i9 umfassender analysieren zu kénnen, wurden Hel a-
CD4+ Zellen mit einem TP53-i9 Minigen transfiziert [335]. Dieses steht unter der
Kontrolle des CMV-Promotors und enthalt die natlrlichen Sequenzen des Exons 9,
Exons i9 und Exons 10 und die SV40 Polyadenylierungsstelle (Abb. 3.15 D). 24
Stunden nach Transfektion wurden die Zellen fir weitere 48 Stunden mit der der
proviralen DNA pNL4-3 transfiziert oder mit HIV-1 infiziert (MOI 0.5). Die RNA wurde
aufgereinigt und die erstellte cDNA mittels spezifischer Primer — die zwischen
endogenem und transfiziertem TP53 diskriminieren — amplifiziert (Abb. 15.3 D). Als
Transfektionskontrolle wurde die konstitutiv gespleiBte GH1 mRNA des co-
transfizierten Reporter pXGH5 amplifiziert. Uberraschenderweise zeigte das Minigen
ein vollig anderes SpleiBmuster als das enogene Gen. Bereits die nicht behandelte
Probe zeigt nur eine schwache a und 3 Expression, die nicht die nattrliche Situation
widerspeigelte (Abb. 3.15 D). Am starksten wurde eine zusatzliche Bande exprimiert,
die im natirlichen Kontext nicht nachzuweisen war. Der GréBe nach zu urteilen
handelte es sich hierbei um die Retention des in dem Minigen verkirzten Introns 9.
Auch die Transfektion der proviralen DNA zeigte ein unerwartetes Muster: Sowohl
die a als auch die B Variante wurden, anders als in der endogenen infektidsen
Situation, hochreguliert. Die Infektion mit HIV-1 hatte auf das SpleiBen des Minigens
keinen Einfluss (Abb. 3.15 D). Dass keine Expressionsunterschiede zu erkennen
waren, konnte im heterologen Promotor des Minigens begriindet liegen. Die
Unterschiede im SpleiBmuster allerdings kénnten zelltypabhangig sein. Fir die

Transkriptomanalysen wurde die T-Zelllinie PM1 verwendet, um eine mdglichst
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wirtsnahe Infektion nachzustellen. Nachteil dieser Zelllinie ist jedoch, dass sie sich
mit herkbmmlichen Methoden nicht transfizieren lasst. Daher wurde in dieser Arbeit
fir Transkfektionsexperimente stets die HeLa-CD4+ Zelllinie verwendet, die durch
die zusétzliche Expression des CD4-Rezeports mit HIV-1 infiziert werden kann.

Um nun zu Uberprifen, ob es sich um eine zelltypspezifische Expression handelte,
wurde die endogene Expression von TP53 in HeLa-CD4+ Zellen ohne und 48
Stunden nach pNL4-3 Transfektion bzw. HIV-1 Infektion mittels RT-PCR bestimmt. In
unbehandelten HeLa-CD4+ Zellen war die 8 Variante, die in PM1 Zellen von HIV-1
herunterreguliert wird, bereits kaum vorhanden (Abb. 3.15 F). Des Weiteren war nach
Transfektion oder Infektion weder ein Unterschied in der Expression noch im
SpleiBmuster zu beobachten (Abb. 3.15 F). In diesen Zellen wurde die Regulation
von TP53 also nicht durch HIV-1 beeinflusst. Dass kein Unterschied im SpleiBen der
B-Variante nachzuweisen war, kdénnte auch an der bereits sehr geringen
Ausgangsexpression liegen. Eventuell sind die Bedingungen in HeLa-CD4+ Zellen
ohne HIV-1 Infektion bereits so, dass sie die Synthese 3 Variante unterdriicken.

Zusatzlich wurde die TP53 Expression noch in zwei weiteren effizient transfizierbaren
(TZM-bl und HEK293T), aber eben nicht T-Zelllinien, betrachtet. Jedoch war auch
hier die endogene Expression mit der in PM1 Zellen nicht zu vergleichen (Abb. 3.15
E). Die Wahl der jeweiligen Zelllinie — wie es bei den Fos Genen bereits beobachtet
wurde — kann die Ergebnisse stark beeinflussen. Fir weitere Untersuchungen
musste eine Zelllinie gefunden werden, die sowohl infizierbar als auch transfizierbar

ist, als auch zu PM1 Zellen ein vergleichbares Muster der TP53 Expression aufweist.

3.3.4 CLK1 wird im Verlauf der HIV-1 Infektion und nach Akt Inhibition
differentiell gespleif3t

Ein weiteres Gen, dessen Transkriptisoformen nach HIV-1 Infektion und Inhibition der
Akt Kinase eine auffallig andere Verteilung aufwiesen, war CLK1. Interessanterweise
gehdrt CLK1 zur Klasse der Cdc2-like Superfamilie, die unter anderem SR Proteine
phosphorylieren (s. Kapitel 1.1.3, Seite 6). Ein verandertes SpleiBen von CLKT
kénnte also eine weitere Ebene der Genregulation nach einer HIV-1 Infektion
darstellen. In Ensembl (Version 74) sind 14 verschiedene Transkriptvarianten
annotiert. In den Transkriptomdaten lassen sich jedoch nur zwei Varianten
unterscheiden: die WT Variante und die AExon 4 Variante. Insgesamt setzt sich

CLK1 aus 13 Exons zusammen und die beiden Varianten unterscheiden sich nur
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durch den Ein- oder Ausschluss des Exons 4. Die Veranderung des SpleiBmusters
lasst sich also analysieren, wenn die Nutzung der Junction von Exon 3 auf Exon 4
und Exon 4 auf Exon 5 (WT: Abb. 3.14 A, hellgrau unterlegt) mit der der Junction von
Exon 3 auf Exon 5 verglichen wird (AExon4: Abb. 3.16 A, dunkelgrau unterlegt). Alle
anderen Junctions kommen in beiden Transkriptvarianten vor und zeigten daher ein
Gemisch der Reads von beiden Isoformen. 6 Stunden nach HIV-1 Infektion war
bereits eine sehr leichte Hochregulierung aller konstitutiv gesplei3ten Exons zu
erkennen (Abb. 3.16 B). Dabei hat sich interessanterweise das Verhaltnis von WT zu
AExon4 Variante stark verandert: von 3 (0h HIV-1) auf 6,6 (Abb. 3.16 C). Exon 4
wurde also doppelt so haufig eingeschlossen. Die gleichzeitige Inhibition der Akt
Kinase zeigte nach 6 Stunden — deutlicher als die alleinige Infektion — bereits einen
2fachen Anstieg der konstitutiv gespleiBten Exons (Abb. 3.16 B).
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Abbildung 3.16 CLK1 wird nach Inhibition der Akt Kinase und im Verlauf einer HIV-1 Infektion differentiell
gespleiBt.

(A) Schematische Darstellung der mittels RNA deep sequencing Analysen detektierten Transkriptvarianten von
CLK1, die entweder das Exon 4 einschlieBen (WT) oder ausschlieBen (AExon4). Die in den RT-PCRs
verwendeten Primer #5092 und #5090 sind mit Pfeilen gekennzeichnet und die Ensembl-Koordinaten der
betreffenden Exons eingezeichnet. (B) Fir die jeweiligen Exondunctions von CLK1 sind die Anzahl der Proben in
denen sie detektiert wurden (n), der Qualitatsscore (ggs= gap quality score), die Koordinaten der 5'- und 3'-
SpleiBstellen (http://dec2013.archive.ensembl.org/index.html), sowie die gebildeten Ratios der rpmgs (reads per
million gaps) aufgelistet. (C) Fir die jeweilige Kondition ist das Verhaltnis der rpomgs der WT Variante zur AExon4
Variante dargestellt. (D) PM1 Zellen wurden fir den angegebenen Zeitraum mit HIV-1 (MOI 0,5) infiziert und/oder
dem Akt Inhibitor MK2206 (5 pM) behandelt. Die RNA wurde aufgereinigt, in cDNA umgeschrieben und mittels
der in (A) gekennzeichneten Primer #5092 und #5090 vervielfaltigt. Die Amplifikate wurden mittels eines 10%igen
PAA-Gels aufgetrennt und mit Hilfe einer EtBr-Farbung unter UV-Licht sichtbar gemacht. (E) PM1 Zellen wurden
fr 6 Stunden mit dem Translationsblocker Cycloheximid (CHX, 50 mg/ml) inkubiert und die aufgereinigte RNA
wie in (D) beschrieben, weiterverarbeitet.

Aber auch hier war das Verhaltnis von WT zu AExon4 Variante héher als der
Ausgangswert (2,8 auf 4,3) (Abb. 3.16 C). 48 Stunden nach Infektion wurde das Gen
mehr als 2fach hochreguliert, zu erkennen an der Anzahl der Reads fur die
ExonJdunction Reads der konstitutiv gespleiBten Exons (Abb. 3.14 B). Gleichzeitig hat
sich das Verhaltnis WT zu AExon4 drastisch gewendet. Jetzt wurden beide Varianten
etwa gleich stark exprimiert, was einer Veranderung des WT zu AExon4 von 3 auf
1,2 entsprach (Abb. 3.16 C). Die alleinige Inhibition der Kinase nach 48 Stunden
zeigte auch einen fast 2fachen Anstieg der ExondJunction-Reads der konstitutiven
Exons, dabei aber eine noch extremere Verschiebung zur AExon4 Variante hin als
nach Infektion zum gleichen Zeitpunkt. Hier drehte sich das Verhéltnis um: von 3 auf
0,5 (Abb. 3.16 C). Die gleichzeitige Inhibition und Infektion zeigte bezlglich der
konstitutiven Exons ein &hnliches Bild wie die Infektion alleine, also eine mehr als
2fache Hochregulation. Das Verhéltnis von WT zu AExon4 Variante veranderte sich
ahnlich stark wie nach der Inhibition von 3 auf 0,4 (Abb. 3.16 C). Es scheint also,
dass sich bei gleichzeitiger Behandlung der extremere Phanotyp durchsetzt, also
mehr Exon 4 Ausschluss. Die RNA Sequenzierungsdaten wurden mittels RT-PCR
unter Verwendung der Exon 4 flankierenden Primer #5090 und #5092 bestatigt (Abb.
3.16 A und D). Zur Funktion der AExon4 Variante gibt es — wie schon bei SRSF1 und
SRSF3 — zwei unterschiedliche Befunde: Duncan et al. beschrieben sie als eine
katalytisch inaktive Form der Kinase codierenden Variante [336], wahrend Hillman et
al. sie als NMD-sensitives Transkript identifizierten, da der durch den
Exonausschluss entstehende Frameshift zur Entstehung eines vorzeitiges
Stoppcodons fihrt [193]. Um zu Uberprifen, ob das Transkript tatsédchlich NMD
sensitiv war, wurden PM1 Zellen fir 6 Stunden mit dem Translationsblocker CHX
inkubiert. AnschlieBend wurde die RNA isoliert und eine RT-PCR mit den Primern

#5090/#5092 durchgefiihrt. Die Behandlung zeigte eine starke Akkumulation der
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AExon4 Variante (Abb. 3.16 E). Durch den Ausschluss des Exon 4 wird das
Transkript also NMD-sensitiv. Da diese Variante in infizierten Zellen hoch reguliert
wird, deutet dies erneut auf eine verminderte NMD-Aktivitdt nach einer HIV-1
Infektion hin.

Insgesamt war die Expression von CLK1 nach HIV-1 Infektion und Inhibition der Akt
Kinase hoch reguliert. Dabei veranderte sich aber das Verhaltnis der WT zur AExon4
Variante im Verlauf der Infektion: Dem deutlichen Anstieg des Exon 4 Einschlusses
(6 Stunden nach Infektion) folgte ein deutlicher Shift zum vermehrten Ausschluss (48
Stunden nach Infektion). Fir die anderen drei Mitglieder der Cdc2-like Superfamilie
konnten nur leichte Expressionsunterschiede nach der HIV-1 Infektion ausgemacht
werden. Unterschiede im SpleiBmuster waren hier nicht zu beobachten.

Um die Regulation des CLK1 Exon 4 Splei3ens unabhangig von der NMD Aktivitat zu
betrachten, wurde ein SpleiBreporter ohne ORF hergestellt. Zu diesem Zweck
wurden die genomischen Sequenzen des Exons 4 und Exons 5 inklusive 150 bp der
jeweiligen Intronsequenzen in einen Reporter mit 2 flankierenden Exons kloniert
(Abb. 3.17 A). HelLa-CD4+ Zellen wurden mit dem Plasmid transfiziert und 24
Stunden spater mit der proviralen DNA oder einem Leervektor transfiziert. Als
Kontrolle wurde das Ausgangskonstrukt des SpleiBreporters ohne die CLK1 Exons
verwendet. 48 Stunden spater wurde die RNA isoliert und RT-PCRs mit den
spezifischen Primern #2648 und #2649 durchgefihrt. Es konnte jedoch lediglich ein
Einschluss des CLK1 Exon 5 beobachtet werden (Abb. 3.17 B, Spur 3 und 4). Das
hier zu untersuchende Exon 4 wurde — auch bei Co-Transfektion der viralen DNA —
nicht erkannt. Dies entsprach nicht der endogenen Situation in PM1 Zellen (Abb.
3.16 D, Spur 1). Da der Transfektionsversuch nicht in den PM1 Zellen durchgefiihrt
werden konnte, wurden wiederum Hela-CD4+ Zellen verwendet und hier deren
endogene Expression von CLK1 betrachtet. Anders als in unbehandelten PM1 Zellen
war in HeLa-CD4+ Zellen ein deutlicher hdherer Ausschluss des Exons 4 zu
beobachten (Abb. 3.17 E). Dies kdnnte entweder auf eine andere Verteilung
spleiBregulatorischer Proteine oder auf eine héhere NMD Aktivitat in HeLa-CD4+
Zellen zurickzufihren sein. Um den Reporter der endogenen Situation von PM1
Zellen anzupassen (mehr Exon 4 Einschluss), wurde daher der sehr geringe H-Bond
Score (HBS) des SpleiBdonors von Exon 4 durch Basenaustausche zunachst von 7,6
auf 12,3 erhéht. Nach erfolgter Transfektion wurden HeLa-CD4+ Zellen 24 spéater mit
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der proviralen DNA transfiziert oder mit HIV-1 infiziert. Bei diesem Konstrukt konnte
nur ein sehr leichter Einschluss des Exons 4 beobachtet werden (Abb. 3.17 C, Spur
2-5), was immer noch nicht der endogenen Situation entsprach. Ein Einfluss des
Virus konnte — vermutlich auf Grund des geringen Exon 4 Einschlusses — auch nicht
ausgemacht werden. Deshalb wurde die intrinsische Starke des Splei3donors noch
weiter auf einen HBS von 15,6 erhdht. Nach Transfektion und RT-PCR zeigten sich
jetzt nur noch Transkripte, die Exon 4 einschlossen (Abb. 3.17 D, Spur 2-5). Hinzu
kam ein weiteres Transkript, in dem das Intron 1 zurlckgehalten wurde. Der
SpleiBdonor war jetzt also so stark, dass das Exon immer eingeschlossen wurde.
Zwischen Proben unbehandelter und infizierter Zellen konnte aber wieder kein
Unterschied im SpleiBmuster nachgewiesen werden. Die endogene Regulation liel3
sich mittels dieses SpleiBreporters nicht rekonstruieren. Das verdnderte Verhaltnis
der beiden CLK171 Transkripte scheint also nicht durch eine verédnderte
SpleiBregulation — wie bereits bei SRSF3 beobachtet — sondern vielmehr auf eine
veranderte NMD Aktivitat, die das Transkript akkumulieren lasst, zurtickzuflihren zu
sein.

Inwieweit sich die Akkumulation der putativ NMD-sensitiven Variante nach HIV-1
Infektion auf die Proteinmengen von CLK1 auswirkte, konnte mit dem verwendeten
Antikdrper nicht Uberprift werden, da kein Signal detektierbar war. Es ist aber zu
vermuten, dass 6 Stunden nach Infektion zunachst mehr Protein synthetisiert wurde,
da mehr Exon 4 Einschluss nachzuweisen war. Dies sollte sich dann im weiteren
Verlauf der Infektion verandern, da schlieBlich deutlich mehr von der nicht
codierenden NMD-sensitiven Variante vorhanden war. Es ist also wahrscheinlich,

dass auch die Proteinmengen von CLK1 wahrend der Infektion schwanken.
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Abbildung 3.17 Das SpleiBmuster von CLK17 kann mit einem SpleiBreporter nicht nachgestellt werden.

(A) Schematische Darstellung des CLK17-SpleiB3reporters, der die CLK1 Exons 4 und 5 sowie 10 Nukleotide der
aufwérts und abwarts liegenden Intronsequenzen enthélt. Die intrinsischen Starken der SpleiBdonoren (H-Bond
Score) und der SpleiBakzeptorem (MaxEnt Score) sind rot gekennzeichnet. Also Kontrolle wurde das flr die
Klonierung verwendete Ausgangsplasmid pT-Bbeta Designer exon 7 ¢1c3 IVS benutzt. (B) HeLa-CD4+ Zellen
wurden mit dem CLK17-SpleiBreportern und dem Kontrollplasmid pXGHS5 transfiziert (GH1) und 24 Stunden spater
mit dem Leervektor pcDNA oder der proviralen DNA pNL4-3 transfiziert. (C). Die intrinsische Starke des
SpleiBdonors im Exon 4 wurde von 7,6 auf 12,3 erhéht. HeLa-CD4+ wurden mit dem Reporter transfiziert und 24
Stunden spéater mit dem Leervektor pcDNA, der proviralen DNA pNL4-3 transfiziert oder mit HIV-1 (MOI 0,5)
infiziert. (D) Die intrinsische Starke des SpleiBdonors im Exon 4 wurde weiter auf 15,6 erhéht und anschlieBend
wie in (C) beschrieben, weiter verarbeitet, die RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels der in (A)
gekennzeichneten Primer #2648 und #2649 amplifiziert. Zum Nachweis der gleichméaBigen Transfektion wurde
GH1 mittels der Primer #1224 und #1225 des co-transfizierten Plasmids pxGH5 amplifiziert. Die Produkte wurden
auf einem 10%igen PAA Gel aufgetrennt und mit Hilfe einer EtBr-Lésung unter UV-Licht sichtbar gemacht. Die
Klonierungen sowie die Transfektionsexperimente wurden von Hanna Heinrichs im Rahmen ihrer Masterarbeit
durchgefihrt. (E) RNA aus HeLa-CD4+ Zellen (HeLaT4) wurden aufgereinigt, in cDNA umgeschrieben und mittels
der Primer #5092 und #5090 aus Abbildung 3.16 A amplifiziert. Die Amplifikate wurden nach Auftrennung in
einem 10%igen PAA Gel mittels EtBr-Farbung unter UV-Licht sichtbar gemacht.

Wong und Kollegen haben gezeigt, dass sich die Uberexpression der vier CLKs
unterschiedlich auf eine HIV-1 Infektion auswirken [268]. Dabei zeigte die
Uberexpression von CLK1 einen positiven, von CLK2 einen negativen und von CLK3
und CLK4 gar keinen Effekt auf die Virus Replikation. Fir diese Versuche hatten sie
HelLa Zellen verwendet, in denen das stabil integrierte HIV-1 Genom durch Zugabe
von Doxycyclin aktiviert werden konnte.

Um nun zu Oberpriifen, ob die Uberexpression der Kinasen auch unter den hier, in
dieser Arbeit verwendeten Bedingungen, einen Einfluss auf die HIV-1 Replikation
hat, wurden zunachst HeLa-CD4+ Zellen mit dem jeweiligen Expressionsplasmid
transfiziert. Da es sich um GFP-Fusionsproteine handelte, konnte die erfolgreiche
Transfektion mittels Fluoreszenzmikroskopie Uberprift werden (s. Anhang 6.2, Seite
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163). 24 Stunden nach Transfektion der Zellen mit jeweils einem der CLK
Expressionsplasmide wurden die Zellen erneut, aber diesmal mit der proviralen DNA,
transfiziert. Nach weiteren 48 Stunden wurden die Proteinlysate mittels Western-Blot
auf die Produktion des viralen Proteins p55 untersucht (Abb. 3.18 A).
Uberraschenderweise zeigte die Uberexpression aller vier Kinasen einen drastischen
Rackgang der Virusreplikation. Um zu bestéatigen, dass es sich hierbei tatsachlich um
einen spezifischen Effekt der Kinasen handelte, wurde die Menge der DNA der
jeweiligen Kinase von 1 pg auf 250 ng reduziert und mit 750 ng Leervektor aufgefullt.
Wieder wurde mittels Western Blot die virale Replikation betrachtet (Abb. 3.18 B).
Tatsachlich hatte jetzt keine der Kinasen mehr einen Effekt auf die Produktion der
viralen Proteine. Es scheint sich also um einen spezifischen Effekt zu handeln. CLKs
phosphorylieren SR Proteine, die wiederum mafBgeblich an der Regulation des
alternativen SpleiBens — auch von viraler mRNA — beteiligt sind. Aus diesem Grund
sollten die drei viralen mRNA Klassen nach der Uberexpression im Northern-Blot
betrachtet werden. Die RNA aus den wie oben beschriebenen Proben wurde isoliert
und mittels eines formaldehydhaltigen Agarosegels der Gr6Be nach aufgetrennt. Die
Detektion der viralen RNAs erfolgte mittels einer Sonde, die gegen das in allen
viralen Transkripten enthaltene Exon 7 gerichtet war. Der Nachweis der ribosomalen
28S und 18S RNA diente dem Nachweis der vergleichbaren RNA Mengen zwischen
den Proben (Abb. 3.18 C). Interessanterweise zeigt die Transfektion von 1 ug der
Kinasen nicht, wie vermutet, ein verandertes SpleiBmuster, sondern die Degradation
der viralen RNAs. In allen vier Proben war nur noch ein ,Schmier” der RNAs
nachzuweisen (Abb. 3.18 C). Hingegen konnte bei der Transfektion von 25 ng kein
Unterschied zu der nicht transfizierten oder mit einem Leervektor transfizierten Probe
beobachtet werden (Abb. 3.18 C, vgl. Spuren 7 bis 10 mit 2 und 11). Lediglich die
Transfektion von CLK3 zeigte starkere Banden aller drei RNA Klassen. Dies konnte
aber nicht reproduziert werden und kann hier daher vermutlich auf eine erhéht
eingesetzte RNA Menge zuriickgefiihrt werden. Die Uberexpression der Kinasen
resultierte also in keiner spezifischen Veranderung des SpleiBens, sondern schien
die generelle Stabilitat der viralen RNAs zu beeintrachtigen. Anders als Wong et al. in
ihrem System beobachtet haben, war hier kein Unterschied zwischen den einzelnen

Kinasen nachzuweisen.

[98]



3. Ergebnisse

A) 1ug B) 25ng

+ iCLK2

C) 1ug 25ng %
N M T N M

8 ¥ x L % 8% g

O O O O O O o o o

-+  + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

pNI4-3

1 2 3 < 5 6 7 8§ 9 10 M

Abbildung 3.18 Die Ko-Transfektion der CLKs beeintrachtigt die virale Replikation, wenn das virale
Genom zuvor mittels Transfektion in die Zellen eingebracht wurde.

HelLa-CD4+ Zellen wurden mit den jeweiligen Expressionsplasmiden der CLKs in den angegebenen Mengen oder
dem Leervekior pcDNA transfiziert. 24 Stunden spater erfolgte die Transfektion mit der proviralen DNA pNL4-3
fir 48 Stunden. (A - B) Die Proteine wurden isoliert, auf einem 12%igen SDS-Gel aufgetrennt, auf eine
Nitrozellulosemembran geblottet und p55 mittels eines spezifischen Antikérpers nachgewiesen. Der Nachweis
von Erk2 diente als Ladekontrolle. (C) Die RNA wurde aufgereinigt, in einem EtBr-haltigen Auftragspuffer auf
einem 1%iges Formaldehyd-haltigen Agarose-Gel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran tbertragen und mit einer
HIV-1 Exon7 bindenden Digoxigenin gekoppelten RNA Sonde inkubiert. Die jeweiligen HIV-1 RNA Klassen sind
gekennzeichnet. Der Nachweis erfolgte mittels eines anti-Digoxigenin Antikdrpers. Der Detektion der ribosomalen
RNAs diente als Ladekontrolle.

Da nur fir CLKT eine veranderte Genexpression nach HIV-1 Infektion beobachtet
wurde, wurde der Einfluss ihrer Uberexpression auf die HIV-1 Replikation nach
Infektion betrachtet (Abb. 3.16). HelLa-CD4+ Zellen wurden mit 1 pg CLK1
Expressionsplasmid transfiziert. Als Kontrolle wurde nur das Transfektionsreagenz
hinzugegeben, gar nichts oder die Zellen wurden mit einem Leervektor transfiziert. 24
Stunden spater erfolgte die Infektion mit HIV-1 (MOI 0,5) und weitere 48 Stunden
spater wurden Proteinlysate geerntet und mittels Western Blot die virale p55
Produktion nachgewiesen. Die Uberexpression  von CLK1 zeigte
Uberraschenderweise keinen Einfluss auf die p55 Produktion, wenn die Zellen mit
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HIV-1 infiziert und nicht mit der proviralen DNA transfiziert worden waren (Abb. 3.19
A). Um zu Uberprifen, inwieweit die gebildeten viralen Partikel gleichsam infektiés
waren, wurden erneut HeLa-CD4+ Zellen mit dem Leervektor pcDNA oder dem
Expressionsplasmid fir CLK1 mittels Mirus, Lipofectamine® 2000 oder PEI
transfiziert. 24 Stunden spater wurden die Zellen mit HIV-1 infiziert und nach
weiteren 52 Stunden der Uberstand geerntet und TZM-bl Reporter Zellen damit
infiziert. In diesen Zellen steht die Produktion der Firefly Luciferase unter der
Kontrolle des HIV LTR Promoters, sodass die Luciferase Aktivitat als MaB3 fur die
Infektiositat der viralen Partikel herangezogen werden konnte. 48 Stunden nach der
Infektion wurden die Proteine geerntet und die Luciferase Aktivitat bestimmt. Auch
hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Infektisitat, wenn CLKT
Uberexprimiert war (Abb. 3.19 B). Ebenfalls unverandert war die Expression aller drei
viraler mRNA Klassen (Abb. 3.19 C). Um dennoch ausschlieBen zu kdénnen, dass
etwaige SpleiBeffekte innerhalb der drei mRNA Klassen im Northern-Blot nicht
detektiert werden konnten, wurden RT-PCR Analysen mittels verschiedener
spezifischer HIV-1 Primer durchgefihrt (Abb. 3.20 A, Pfeile). Diesmal wurden alle
vier Kinase-Expressionsvektoren transfiziert und erneut 24 Stunden spater mit HIV-1
(MQOI 0,5) infiziert und die Zellen nach weiteren 48 Stunden aufgearbeitet. Die RNA
wurde aufgereinigt, in cONA umgeschrieben und mit Hilfe der Primer amplifiziert. Alle
Proben zeigten, unabhéngig der jeweiligen CLK Uberexpression, innerhalb der 4 kb
und der 2 kb Klassen das gleiche SpleiBmuster (Abb. 3.20 B). Dass die
Uberexpression der Kinasen jedoch generell einen Einfluss — zumindest auf das
konstitutive SpleiBen — haben konnte, zeigte das SpleiBmuster des mitgefihrten

Kontrollplasmids GH1.
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Abbildung 3.19 Die Uberexpression von CLK1 hat keinen Einfluss auf die virale Replikation nach Infektion
mit HIV-1.

(A) HeLa-CD4+ Zellen wurden mit dem Transfektionsreagenz Mirus behandelt und/oder mit dem Leervektor
pcDNA oder dem CLKT1 Expressionsplasmid transfiziert und 24 Stunden spater mit HIV-1 infiziert. 48 Stunden
spater wurden die Proteine geerntet, auf einem 12%igen SDS-Gel aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen. Der Nachweis von p55 erfolgte mittels eines spezifischen Antikdrpers. Der
Nachweis von Erk2 diente als Ladekontrolle. (B) HeLa-CD4+ Zellen wurden mittels Mirus, Lipofectamin2000 oder
PEI mit dem Leervektor pcDNA transfiziert und 24 Stunden spéater mit HIV-1 infiziert. 52 Stunden danach wurden
TZM-bl Zellen mit dem geernteten Uberstand fir 48 Stunden inkubiert. Diese codieren fur Firely Luciferase,
dessen Transkriptionseinheit unter der Kontrolle des HIV-1 LTR Promotors steht. Die Proteine wurden lysiert und
die Luciferase-Aktivitat im Luminometer gemessen. (C) HeLa-CD4+ Zellen wurden mit Mirus alleine oder mit dem
Leervektor pcDNA oder dem CLK1 Expressionsplasmid transfiziert und 24 Stunden spater mit HIV-1 infiziert. 48
Stunden spéter wurde die RNA aufgereinigt, in einem EtBr-haltigen Auftragspuffer auf ein 1%iges Formaldehyd-
haltiges Agarose-Gel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran Ubertragen und mit einer HIV-1 Exon7 bindenden
Digoxigenin gekoppelten RNA Sonde inkubiert. Die jeweiligen HIV-1 RNA Klassen sind gekennzeichnet. Der
Nachweis erfolgte mittels eines anti-Digoxigenin Antikdrpers. Die Detektion der ribosomalen RNAs diente als
Ladekontrolle.

Die Uberexpression aller vier Kinasen fiihrte hier zu einer drastischen Verringerung
der komplett gespleiBten Variante, wahrend die Intronretention beider Introns
zunahm (Abb. 3.20 C). Obwohl also die Expression von CLK7 im Lauf einer HIV-1
Infektion verandert wurde, scheint die Uberexpression keinen Einfluss auf die HIV-1
Infektion auszuliben. Deutet man den Verlauf der CLK1 Expression wahrend einer
HIV-1 Infektion so, dass nach 6 Stunden aufgrund des vermehrten SpleiBens der
WT-Variante mehr Protein synthetisiert wird, so kénnte eine zusatzlich erhdhte
Menge durch eine Uberexpression womdglih keinen weiteren Effekt auf eine HIV-1
Infektion haben. Die erhéhte Abundanz der AExon 4 Variante 48 Stunden nach

Infektion kénnte, wie auch schon bei SRSF3 beobachtet, auf eine verringerte NMD
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Aktivitdt nach einer Infektion hindeuten. Diese Hypothese wurde im nachsten
Abschnitt Uberpruift.
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Abbildung 3.20 Die Uberexpression der CLKs hat keinen Einfluss auf das HIV-1 SpleiBen.

(A) Schematische Darstellung des HIV-1 Genoms. Die in den RT-PCRs verwendeten Primer sind mit Pfeilen
gekennzeichnet. (B) HeLa-CD4+ Zellen wurden mit dem Leervektor pcDNA oder den Expressionsplasmiden der
vier CLKs transfiziert. 24 Stunden spéter wurden die Zellen mit HIV-1 (MOI 0,5) infiziert und weitere 48 Stunden
spater wurde die RNA aufgereinigt. Es folgte die Umschreibung in cDNA und die Amplifizierung mittels der in (A)
gekennzeichneten Primer #1544 und #640 oder #1554 und #3392. Die Produkte wurden mittels eines 10%igen
PAA-Gels aufgetrennt und mit einer EtBr-Losung unter UV-Licht sichtbar gemacht. Die jeweiligen HIV-1
Transkripte sind gekennzeichnet. (C) Die cDNA aus (B) wurde mit den gekennzeichneten Primern #5260 und
#5261 des Plasmids pXHG5 amplifiziert und wie in (B) beschrieben weiter behandelt.

Insgesamt konnten mit Hilfe der Transkriptomdaten Beispiele flr eine veranderte
Genexpressionen nach HIV-1 Infektion aufgezeigt werden. Fir die anschlieBende
Aufklarung der molekularen Regulation kann jedoch offensichtlich nicht einfach aus
technischen Grinden auf eine andere Zelllinie — auch wenn diese die gewlnschten
Voraussetzungen (sowohl mit HIV-1 infizierbar als auch mit Reporter-Plasmiden
transfizierbar) erflllt — zurlckgegriffen werden, da die intrinsischen molekularen
Gegebenheiten bereits stark voneinander abweichen kénnen. Auch scheinen
Ergebnisse aus Transfektionsversuchen mit der proviralen DNA nicht zwangslaufig

auf eine Virusinfektion Ubertragbar zu sein.
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3.4 Die zellulare NMD Aktivitat verandert sich durch eine HIV-1
Infektion

Sowohl fir SRSF3 als auch fir CLK1 konnte nach der HIV-1 Infektion eine erhéhte
Abundanz der NMD-Transkriptisoformen detektiert werden. Dies kann entweder in
einem veranderten alternativen SpleiBen, das die Herstellung der NMD-sensitiven
Transkriptvarianten begulnstigt, oder in einer verminderten zellularen NMD Aktivitat,
die die NMD-sensitiven Transkripte akkumulieren lasst, begrindet liegen. Da die
SpleiBregulation von beiden Genen in einem NMD-unabhangigen Reportersystem
(ohne ORF) nicht nachgestellt werden konnte und daher vermutlich keine
spleiBregulatorischen Proteine flir das veranderte SpleiBmuster nach der HIV-1
Infektion verantwortlich waren, sollte nun Gberprtft werden, ob vielleicht generell die
NMD Aktivitat nach einer HIV-1 Infektion verandert war. Fir das Retrovirus HTLV-1
konnte bereits gezeigt werden, dass es seine eigene RNA vor der Degradation
schitzt, in dem es die zellulare NMD Aktivitat herunterreguliert [208]. Im folgenden
Abschnitt wurde mittels unterschiedlicher Methoden daher untersucht, ob auch eine
HIV-1 Infektion die zellulare NMD Aktivitat beeinflussen kann.

3.4.1 Nach HIV-1 Infektion und Akt Inhibition ist die Expression UPF1-
abhangiger Gene verandert

Derzeit existiert keine Datenbank mit NMD-sensitiven Transkripten. Um dennoch die
gewonnenen Transkriptomdaten nach mdglichst vielen NMD-abhangig regulierten
Genen untersuchen zu kénnen, wurden Gene ausgewahlt, deren Expression sich
durch eine UPF1 siRNA Expression hatte verandern lassen [122]. Durch die
Herunterregulierung des Upf1 Proteins sollten sich, wegen der hiermit verbundenen
verringerten NMD-Aktivitat, ndmlich genau solche Transkriptisoformen anh&ufen, die
NMD-sensitiv sind. Fir die Berechnung der Expression der ausgewahlten Gene
wurde jeweils der maximale rpmg-Wert der Proben ins Verhaltnis zum Ausgangswert
(Oh HIV-1) gesetzt. Die 15 publizierten Gene, die nach UPF1 Knockdown
heruntergeliert waren, zeigten in den Transkriptomdaten alle, auch 48 Stunden nach
HIV-1 Infektion, eine verringerte Expression, wahrend die 17 Gene, die nach UPF1
Knockdown hochreguliert waren, nach der Infektion auch verstarkt exprimiert waren
(Abb. 3.21 A und B). Damit stehen die hier gewonnen Transkriptomdaten im Einklang
mit den zuvor unabhangig hiervon erhobenen publizierten Befunden von Mendell und
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Mitarbeitern [122]. Ein &hnliches Bild zeigte sich flr die Mehrzahl der Gene auch 48
Stunden nach der Inhibition der Akt Kinase. Sowohl die HIV-1 Infektion als auch die
Akt Inhibition veranderten also gleichermaBen die Expression einer Gruppe von
Genen, die UPF1-abhangig reguliert werden. Dies deutet darauf hin, dass die NMD-
Aktivitat tatsachlich durch die Infektion oder die Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs
verandert werden kdnnte. In den nachsten Abschnitten wird diese Hypothese

experimentell untersucht.
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Abbildung 3.21 Gene, die nach UPF1 Knockdown herunterreguliert sind, waren es auch nach Akt
Inhibition und HIV-1 Infektion.

Aus den RNA deep sequeencing Analysen genierten rpmgs publizierter Gene [122], die nach UPF1 Knockdown
herunter (A) oder hoch (B) reguliert werden, wurden fiir die jeweilige Kondition zum Ausgangswert ins Verhéltnis
gesetzt.
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3.4.2 Endogene NMD Substrate werden durch die HIV-1 Infektion
stabilisiert

Unter der Annahme, dass eine HIV-1 Infektion die zellulare NMD Aktivitat verandert,
wurde die Stabilitdt von endogenen NMD Substraten nach einer Infektion
experimentell bestimmt. Hierzu wurden HeLa-CD4+ Zellen, die nicht oder bereits flr
48 Stunden mit HIV-1 infiziert waren, fir 1, 3 oder 6 Stunden mit dem
Transkriptionshemmer Actinomycin D inkubiert. Von den hier ausgewahlten mRNAs
war bereits gezeigt worden, dass sie NMD-sensitiv sind (MAP3K14, PTPRF) oder es
war ihnen nachgesagt worden (FYN, ADM) [122, 208]. Die RNA wurde isoliert, in
cDNA umgeschrieben und mittels spezifischer Primer amplifiziert. Die mit semi-
quantitativer PCR erstellten Amplifikate wurden auf einem PAA-Gel ihrer GréBe nach
aufgetrennt und mit Ethidium-Bromid unter UV-Licht sichtbar gemacht (Abb. 3.22 A).
Die mRNAs von Adm sind in den HIV-1 infizierten Proben deutlich starker und langer
stabil, wahrend das nicht NMD-sensitive Kontrollgen Erk2 zwischen infizierten und
nicht-infizierten Proben keinen Unterschied zeigte (Abb. 3.22 A). Fir die weiteren
Gene wurden die mRNA Levels mittels qPCR quantifiziert. Die Normalisierung
erfolgte auch hier mit Hilfe von Erk2. Alle drei Gene zeigten bereits vor der
Actinomycin D Behandlung eine etwas erhéhete Abundanz in HIV-1 infizierten Zellen.
Die Graphen zeigen weiter, dass die NMD sensitiven mRNAs durch eine Infektion
stabilisiert wurden und ihr Abbau mehr Zeit in Anspruch nahm (Abb. 3.22 B-C). Dies
kénnte durch eine HIV-1 induzierte Herunterregulierung der NMD Aktivitat bedingt

gewesen sein, was zu einer langeren Halbwertzeit der Transkripte flhrte.
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Abbildung 3.22 Eine HIV-1 Infektion stabilisiert endogene NMD-sensitive Transkripte.

HelLa-CD4+ Zellen wurden flir 48 Stunden mit HIV-1 infiziert und fir 0, 1, 3 oder 6 Stunden mit dem
Transkriptionsblocker Actinomycin D (Act D, 5 mg/ml) behandelt. Die RNA wurde aufgereinigt und in cDNA
umgeschrieben. (A) Die cDNA wurde mittels der spezifischen Primer fir Adm #5328 und #5329 amplifiziert, die
Produkte auf einem 10%igen PAA-Gel aufgetrennt und mit Hilfe einer EtBr-Lésung unter UV-Licht sichtbar
gemacht. (B-D) Die cDNA wurde in Realtime PCR Assays mit HPLC-aufgereinigten Primern fir PTPRF #5368
und #5369, fur MAP3K14 #5364 und #5365 und fir FYN #5366 und #5367 eingesetzt, um die Mengen der
mRNAs zu quantifizieren. Zur Normalisierung wurde das Primerpaar #4046 und #4047 verwendet, um die Menge
von Erk2 zu bestimmen. Die Detektion der Fluoreszenz wurde im LightCycler 1.5 (Roche) durchgefiihrt. Die
Graphen zeigen die Mittelwerte mit Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten.

3.4.3 Die NMD Aktivitat verandert sich im Verlauf einer HIV-1 Infektion

Um die NMD Aktivitat nach einer HIV-1 Infektion quantifizieren zu kénnen, wurde ein
NMD Reporter System verwendet, das auf einer Nonsense-Mutation im humanen B3-
Globin Transkript (NS39) basiert [337]. Dabei wurde das B-Globin Gen — mit oder
ohne Mutation an Position 39 — an das 3‘-Ende eines Renilla Luciferase ORFs
fusioniert (Abb. 3.23 A). Die Co-Transfektion eines fur die Firefly Luciferase
codierenden Plasmids diente der Normalisierung. War die NMD Aktivitat erhéht, so
wurde mehr von dem NS39 Transkript abgebaut und weniger Lumineszenz konnte
gemessen werden. Verringert sich jedoch die NMD Aktivitdt, so war eine starkere
Lumineszenz zu detektieren. Das WT Transkript wurde hingegen nicht von der NMD
Aktivitat beeinflusst, da es gegenliber der NMD Aktivitat unempfindlich ist. SchlieBlich
lasst sich mittels der Bestimmung des Verhéltnisses von NS39 und WT B-Globin
Lumineszenz die NMD Aktivitat der Zellen bestimmen. HeLa-CD4+ Zellen wurden mit

den Reporter Konstrukten transfiziert und 24 Stunden spater fir unterschiedliche
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Zeitraume mit HIV-1 infiziert (MOI 0,5), mit dem Translationsblocker CHX oder dem
PI3K Inhibitor LY294002 behandelt.
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Abbildung 3.23 Die zellulare NMD-Aktivitat verandert sich wahrend einer HIV-1 Infektion.

(A) In dem Reporter ist das B-globin Gen hinter den ORF der Renilla Luciferase kloniert. Die NMD-Variante hat im
Vergleich zur WT Variante ein vorzeitiges Stoppcodon (PTC) im zweiten Exon. Ein Expressionsplasmid fir die
Firefly Luciferase wurde fur die Normalisierung stets co-transfiziert. (B) HeLa-CD4+ Zellen wurden mit dem WT
oder dem NMD Konstrukt und dem Firefly Expressionsplasmid transfiziert. 24 Stunden spater erfolgt die Infektion
mit HIV-1 (MOI 0,5) fir die angegebenen Zeitrdume, die Behandlung mit Cycloheximid (CHX, 50 mg/ml) fiir 6
Stunden oder mit dem PI3K Inhibitor LY294002 (LY, 50 uM) fir 24 Stunden. Die Proteine wurden lysiert, die
Renilla und Firefly Aktivitét im Luminometer bestimmt und die NMD Aktivitat berechnet.

Die Proben wurden in Lysis-Puffer aufgenommen und die jeweilige Lumineszenz im
Luminometer bestimmt. Interessanterweise war eine Stunde nach der Infektion ein
mehr als 2facher Anstieg der NMD-Aktivitdt zu beobachten (Abb. 3.23 B). Dieser
steigerte sich nach 6 Stunden sogar auf etwas mehr als das 3fache und fiel nach 24
Stunden wieder auf das 2fache zurlck. 48 Stunden nach Infektion zeigte sich
schlieBlich die erwartete Herunterregulation der NMD Aktivitat auf etwa 60%. Die
NMD Aktivitat verédnderte sich also im Laufe der Infektion: Einer starken

Hochregulation folgte ein starker Abfall. Die Hemmung der Translation durch CHX
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flhrte wie erwartet zu einem drastischen Rlickgang von unter 10%, wahrend auch
der PI3K Inhibitor zu einer Aktivitat von nur noch etwa 30% fiihrte (Abb. 3.23 B).

3.4.4 Die NMD Aktivitat wird 48 Stunden selektiv nach einer HIV-1
Infektion, nicht aber durch die Transfektion der Zellen mit proviraler
DNA, verringert

Um die NMD Aktivitat auch auf mRNA-Ebene nachvollziehen zu kénnen, wurde ein
weiteres Reportsystem verwendet. Es wurden vier Reporter verwendet, die auf dem
Triosephosphat Isomerase (TPl) Gen basieren: die WT Sequenz und drei Varianten,
die an unterschiedlichen Stellen ein vorzeitiges Stoppcodon (PTC) enthalten
(Position 40, 48 oder 160) (Abb. 3.24 A) (Gehring). Des Weiteren wurden zwei
Reporter verwendet, die auf dem B-Globin Gen basieren: die WT Variante und die
Variante mit einem PTC an Position 39 (Abb. 3.24 B). HeLa-CD4+ Zellen wurden mit
den verschiedenen Konstrukten transfiziert. 24 Stunden spater wurden die Zellen
entweder mit der proviralen DNA transfiziert, mit HIV-1 infiziert oder nicht behandelt.
Nach weiteren 48 Stunden erfolgte die Aufreinigung der RNA, die auf einem
formaldehydhaltigen Agarose-Gel der GréBe nach aufgetrennt wurde. Die Detektion
der Reporter mRNA erfolgte mittels einer spezifischen Sonde, die gegen das 3*-Ende
aller Reporter hybridisierte. Als Kontrolle diente bei den Tpi Reportern das WT B3-
Globin Konstrukt und bei den B-globin Konstrukten eine modifizierte Version des WT
B-Globin Konstrukts mit 300 zusatzlichen Basen. Die WT Varianten beider
Konstrukte unterschieden sich nach Infektion oder Transfektion nicht (Abb. 3.24 C,
Spur 1-3 und 14-16). Die NMD-sensitiven mRNAs aller vier PTC Reporter zeigten
hingegen eine starke Akkumulation nach der HIV-1 Infektion, nicht aber nach der
Transfektion der proviralen DNA. Das 3-Globin Konstrukt zeigte dabei den stérksten
und das Tpi PTC 160 Konstrukt den schwéachsten Phanotyp (Abb. 3.24 C, Spur 17-
19 und 11-13). Die Herunterregulierung der NMD Aktivitat war also spezifisch auf die
Infektion zurtckzuflhren. Die Expression aller viralen Proteine, die auch nach der
Transfektion der Zellen mit proviraler DNA gebildet wurden, vermag nicht die NMD
Aktivitat zu inhibieren.
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Abbildung 3.24 Eine HIV-1 Infektion, nicht aber eine Transfektion mit pNL4-3, verringert die zellulare NMD
Aktivitat.

(A) Die Triosephoshate isomerase (TPl) Reporter haben an der Position 40, 48 oder 160 ein vorzeitiges
Stoppcodon (PTC). (B) Der B-Globin Reporter hat ein vorzeitiges Stoppcodon (PTC) an Position 39. Die WT-
Varianten haben jeweils kein PTC. Am 3’-Ende ist jeweils in vierfacher Ausfiihrung die Bindesequenz fir die
Sonde. (C) HelLa-CD4+ Zellen wurden mit den entsprechenden Reportern und der jeweiligen Kontrolle
transfiziert. 24 Stunden spéter erfolgte die Infektion mit HIV-1 (MOI 0,5) oder die Transfektion mit pNL4-3. Nach
48 Stunden wurde die RNA isoliert, mittels eines 1% Agarose-Gels aufgetrennt und auf eine Nylonmembran
Ubertragen. Der Nachweis erfolgte mittels einer spezifischen Sonde. Der Detektion der ribosomalen RNAs diente
als Ladekontrolle. Der Northern Blot wurde in Kooperation mit Volker Béhm, Institut fiir Genetik in Kdlin,
durchgefihrt.

3.4.5 Das zellulire UPF1 Level hatte keinen Einfluss auf die Virus
Replikation

Da die zellulare NMD Aktivitat durch die HIV-1 Infektion beeinflusst wurde, sollte nun
Uberpriuft werden, ob eine Verringerung des zentralen NMD Faktors UPF1 die HIV-
Replikation beeinflussen kann. Daflr wurden HelLa-CD4+ Zellen mit der proviralen
DNA transfiziert oder dem HI-Virus infiziert. 8 Stunden spéater wurden die Zellen mit
einer siRNA gegen UPF1 (siUPF1) oder gegen die in dieser Zelle nicht exprimierte
Luciferase (siLUC) mRNA transfiziert. 40 Stunden spéater wurden die Proteine und
die RNA aufgereinigt. Die erfolgreiche Herunterregulierung der Upfi mRNA wurde
mittels RT-PCR bestatigt, wahrend siLUC erwartungsgeman keinen Einfluss auf die

UPF1 Expression hatte (Ab. 3.25 A).
[109]



3. Ergebnisse

Die viralen Proteine wurden mittels Western-Blot detektiert. Eine verringerte Upf1
Expression fuhrte bei der Transfektion der proviralen DNA zu keiner veranderten p55
Produktion (Abb. 3.25 B). Bei der Infektion mit HIV-1 zeigte die UPF1 siRNA, wenn
Uberhaupt, eher einen negativen Einfluss auf die p55 Produktion (Abb. 3.25 B). Um
dies genauer zu untersuchen, wurde die Infektiositdt der neu gebildeten viralen
Partikel nach UPF1 Herunterregulation betrachtet. Daftir wurden TZM-bl Zellen mit
dem erhaltenen Uberstand infiziert und ein X-Gal Assay, wie in 3.1.2 beschrieben,
durchgefihrt. Es konnte, wenn Uberhaupt, lediglich ein sehr schwacher Einfluss auf
die Virus Replikation ausgemacht werden (Abb. 3.25 C).
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Abbildung 3.25 Eine Herunterregulation von UPF1 scheint keinen Einfluss auf die HIV-1 Replikation
auszuiiben.

HelLa-CD4+ Zellen wurden mit der proviralen DNA pNL4-3 transfiziert oder mit HIV-1 (MOI 0,5) infiziert. 8
Stunden spéter wurden die Zellen mit einer siRNA gegen UPF1 (siUPF1) oder gegen das nicht exprimierte
Luciferase Gen (siLUC) transfiziert. Nach 44 Stunden wurden die RNA, die Proteine sowie der Uberstand
geerntet. (A) Die RNA wurde mit den Primern #5427 und #5428 (Upf1) und #3392 und #3394 (BActin) RT-PCR
Analysen unterzogen. Die Amplifikate wurde mittels eines 10%igen PAA-Gels aufgetrennt und durch EtBr-
Farbung unter UV-Licht sichtbar gemacht. (B) Die Proteine wurde mit Hilfe eines 12%igen SDS-Gels aufgetrennt,
auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen und p55 mittels eines spezifischen Antikérpers detektiert. Der
Nachweis von Erk2 diente als Ladekontrolle. (C) TZM-bl Zellen wurden fir 48 Stunden mit dem infektiésen
Uberstand inkubiert. Der Nachweis der Infektidsitat erfolgte mittels eines X-Gal-Assays und der Titerbestimmung
mittels TC|D50.

Ajamian et al. haben 2008 gezeigt, dass UPF1 in HIV-1 RNPs co-lokalisiert und
unabhéangig von seiner NMD Funktion flr die HIV-1 Replikation wichtig ist [338]. Die
siRNA Behandlung flhrte nicht — wie erwartet — zu einer gesteigerten viralen

Replikation. Grund hierflr kénnte die von Ajamian et al. gezeigte Rolle von Upf1
wahrend der HIV-1 Replikation unabhangig von seiner NMD Funktion sein.
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3.4.6 Einzelne HIV-1 Transkripte sind NMD-sensitiv

Wird NMD als ein zellularer Abwehrmechanismus betrachtet [204, 210], lieBBe sich die
anfangliche Hochregulation der NMD Aktivitdt als Zellantwort auf die Infektion
verstehen (Abb. 3.23). Im weiteren Verlauf der Infektion kénnte die NMD Aktivitat
schlieBlich durch virale Mechanismen herabgesetzt werden. Wenn dies der Fall
ware, ist davon auszugehen, dass sich eine Herunterregulation der NMD Aktivitat
positiv auf die HIV-1 Virusreplikation auswirken wirde; insbesondere dann, wenn
zudem viruseigene mRNAs NMD sensitiv waren. Um diese Hypothese zu testen,
wurden HelLa-CD4+ Zellen mit HIV-1 infiziert oder der proviralen DNA transfiziert.
Nach 42 Stunden wurde der Translationsblocker Cycloheximid hinzugegeben und
weitere 6 Stunden inkubiert. Die RNA wurde isoliert und die drei viralen mRNA
Klassen im Northern Blot dargestellt (Abb. 3.26 B). Sowohl die infizierten als auch die
transfizierten Proben zeigten nach CHX Behandlung eine deutliche Akkumulation der
2 kb Klasse (Abb. 3.26 B). Interessanterweise war der Effekt in den transfizierten
Zellen noch starker, was vermutlich damit zusammenhangt, dass hier — anders als in
den infizierten Zellen — die NMD Aktivitat nicht bereits schon herunterreguliert war
(Abb. 3.24). Da Transkripte aus der 2 kb Klasse betroffen waren, wurden diese nach
erfolgter cDNA Synthese mittels spezifischer Primer in RT-PCR Analysen n&her
untersucht. Es zeigte sich, dass spezifisch die Tat Transkripte nach CHX Behandlung
akkumulierten (Abb. 3.26 C), ein starker Hinweis darauf, dass diese NMD sensitiv
sind. Die Vif Transkripte nahmen hingegen ab, ein haufiges Bild nicht-NMD-sensitiver
Transkripte nach CHX Behandlung. Um diese Beobachtung unabhéngig von CHX zu
wiederholen, wurden Zellen wie in Abbildung 3.23 beschrieben mit einer siRNA
gegen UPF1 transfiziert. Auch hier zeigten die RT-PCRs, dass die Menge an Tat
Transkripten nach Schwéachung der NMD Maschinerie akkumulierte (Abb. 3.26 D).
Hier war ebenfalls der Unterschied in transfizierten Zellen starker als in den
infizierten. AuBerdem war in Abwesenheit von CHX, wie erwartet, keine Reduktion
der Vif Transkripte nachweisbar.

Die Protektion der Tat Transkripte vor der Degradation durch NMD kénnte also eine
Erklarung fur die verringerte NMD Aktivitat in HIV-1 infizierten Zellen darstellen.
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Abbildung 3.26 HIV-1 Tat Transkripte sind NMD-sensitiv.

(A) Schematische Darstellung des HIV-1 Genoms. Die in den RT-PCR Analysen verwendeten Primer sind mit
Pfeilen gekennzeichnet. (B) HeLa-CD4+ Zellen wurden mit HIV-1 infiziert oder der proviralen DNA pNL4-3
transfiziert. Nach 42 Stunden wurden die Zellen mit dem Translationsblocker Cycloheximid (50 mg/ml) behandelt
und 6 Stunden spéter die RNA isoliert. Sie wurde mittels eines 1%igen formaldehydhaltigen Agarose-Gels
aufgetrennt und auf eine Nylonmembran tbertragen. Der Nachweis der HIV-1 spezifischen RNA Klassen erfolgte
mittels einer HIV-1 Exon7 bindenden Digoxigenin gekoppelten RNA Sonde. Die jeweiligen HIV-1 RNA Klassen
sind gekennzeichnet. Der Detektion der ribosomalen RNAs diente als Ladekontrolle. (C) Die Probenbehandlung
erfolgte wie in (B). Die RNA wurde in cDNA umgeschrieben, mittels der HIV-1 spezifischen Primer #1544 und
#3632 amplifiziert und die Produkte auf einem 10%igen PAA-Gel aufgetrennt. Der Nachweis erfolgte mit Hilfe
einer EtBr-Farbung unter UV-Licht. Die Amplifizierung von B-Actin mit den Primern #3392 und #3394 als
Ladekontrolle. (D) HeLa-CD4+ Zellen wurden mit der proviralen DNA pNL4-3 transfiziert oder mit HIV-1 (MOI 0,5)
infiziert. 8 Stunden spéater wurden die Zellen mit einer siRNA gegen UPF1 (siUPF1) oder gegen das nicht
exprimierte Luciferase Gen (siLUC) transfiziert. Nach 44 Stunden wurden die RNA isoliert, in cDNA
umgeschrieben und wie in (C) beschrieben, weiter behandelt. UPF1 wurde mittels der Primer #5427 und #5428
als Kontrolle fir die erfolgte Herunterregulation amplifiziert.

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse eine Wechselwirkung zwischen dem
PI3K/Akt Signalweg und einer HIV-1 Infektion. AuBerdem flhrten sowohl die
Inhibition des Signalwegs als auch die HIV-1 Infektion zu Veranderungen der SR
Protein Phosphorylierung sowie der Genexpression von SRSF1 und SRSF3. Neben
der veranderten Expression der Transkriptionsfaktoren FOS, FOSB und TP53,
konnte auBerdem gezeigt werden, dass die zellulare NMD Aktivitdt nach einer

Infektion herruntereguliert war.
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4. Diskussion

4.1 Die Phosphorylierung der Akt Kinase wird im Verlauf einer HIV-1

Infektion verandert

Der PI3K/Akt  Signalweg — einer der zentralen  eukaryotischen
Signaltransduktionskaskaden — wurde bereits mit  zahlreichen viralen
Interaktionspartnern in  Verbindung gebracht. Durch die Aktivierung dieses
Signalwegs scheint die Mehrzahl der Viren vor allem von dem erleichterten Eintritt in
die Zelle und deren verlangertem Uberleben zu profitieren [278]. In der vorliegenden
Arbeit wurde untersucht, inwieweit eine HIV-1 Infektion diesen Signalweg reguliert.
Der in dieser Arbeit verwendete Virusstamm pNL4-3 ist T-trop, verwendet also neben
CD4 den Chemokinrezeptor CXCR4 als Co-Rezeptor [339].

Als eine der frihesten Antworten auf die Infektion von PM1 Zellen mit HIV-1 lief3 sich
eine gesteigerte Phosphorylierung der Akt Kinase nachweisen (Abb. 3.3). Diese sehr
schnelle Antwort auf das Virus macht eine Rezeptor-vermittelte Aktivierung
wahrscheinlich. Dies steht im Einklang mit friiheren Beobachtungen, nach denen
bereits I6sliches HIV-1 gp120 den PI3K/Akt Signalweg Uber beide Co-Rezeptoren
(CCR5 und CXCR4) stimulieren konnte [340, 341]. Dies scheint offenbar auch der
Fall zu sein, wenn nicht nur Iésliches gp120, sondern virusgebunden an die Zelle
bindet. Wie diese Aktivierung mechanistisch ablauft, ist bisher jedoch nicht geklart.
Denkbar ware, ahnlich wie bei der Herpes Simplex Virus-1 (HSV-1) Infektion, dass
die Aktivierung des PI3K/Akt Signalwegs mit Veranderungen im zellularen
Cytoskelett und damit der Aktivierung des Rho-GTPase Signalwegs zusammenhangt
[287]. Ein Crosstalk der beiden Signalwege, auch bei der HIV-1 Infektion, scheint
insofern mdglich [342], da auch Interaktionen von gp120 mit CD4 und CXCR4 zu
Veranderungen des Cytoskeletts und zur Aktivierung des Rho-GTPase Signalwegs
fihren [343-345].

Im weiteren Verlauf der HIV-1 Infektion liegt die Akt Kinase schlieBlich
dephosphoryliert vor (Abb. 3.3). Nach Stimulation der Akt Kinase durch
Wachstumsfaktoren bleibt die Phosphorylierung der Kinase nicht bestandig [346] und
der Knockdown der Protein Phosphatase PHLPP erhéht  das
Phosphorylierungsniveau der Kinase enorm [347]. Die Phosphatasen der Akt Kinase
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scheinen demzufolge permanent aktiv zu sein und fiir eine andauernde Aktivierung
benbtigt es einen andauernden Stimulus. Die beobachtete Dephosphorylierung kann
also das Resultat einer ausbleibenden Stimulation oder einer Unterbrechung deren
Signalweitergabe  sein.  Mdglicherweise  verhindert also ein  weiterer
Regulationsmechanismus wahrend der Infektion die fortlaufende Aktivierung des
Signalwegs. Ein méglicher Kandidat fur diese Inhibierung ist Nef, von dem bereits
gezeigt wurde, dass es die durch den ,Platelet-derived growth factor (PDGF)
receptor* vermittelte Signaltransduktion empfindlich stéren kann, indem es die
Assoziierung von PI3K mit dem PDGF Rezeptor verhindert [313]. Dies erscheint
auch vom zeitlichen Ablauf auBerst plausibel, da Nef in die Virus Partikel inkorporiert
wird und demzufolge nach dem Eintritt des Virus in die Zelle bereits vorhanden ist
und die Inhibierung regulieren kénnte [348].

Interessant ist zudem, dass die HIV-1 Replikation durch die Vorbehandlung mit dem
Akt-spezifischen Inhibitor MK2206 erheblich vermindert werden konnte (Abb. 3.2 A).
Das Virus scheint demzufolge — zumindest fir bestimmte Ablaufe innerhalb des
Replikationszyklus — von der Aktivitat der Kinase abhangig zu sein. Dabei stort
dessen Inhibition einen Schritt im viralen Replikationszyklus, der der Integration der
viralen DNA in das Wirts-Genom nachgeschaltet ist (Abb. 3.2 B). Es muss also
davon ausgegangen werden, dass die anfangliche Phosphorylierung der Kinase
auch Prozesse zu einem spateren Zeitpunkt im viralen Replikationszyklus reguliert.
Da wir bereits zeigen konnten, dass das virale SpleiBmuster durch die Aktivitat der
PIBK verandert werden kann [295], ware dies ein mdglicher Erklarungsansatz.
Vorstellbar wéare, dass die anfangliche Phosphorylierung der SR Proteine durch den
PI3K/Akt Signalweg bedingt ist (Abb. 3.4) [83-85]. Dadurch kénnte es zu alternativen
SpleiBereignissen kommen, die fir die virale Replikation notwendig sind. Fir das
Masern Virus konnte beispielsweise gezeigt werden, dass das virale Attachment den
PI3K/Akt Signalweg inhibiert und mittels alternativen SpleiBens dadurch eine Isoform
einer Lipid Phosphatase entsteht, die die Immunantwort auf das Virus unterdriicken
kann [292]. Signaltransduktion und die dadurch erzeugten Effekte kénnen also zwei
zeitlich voneinander entkoppelte Prozesse sein.

Im weiteren Verlauf der Infektion wird die Phosphorylierung der SR Proteine SRSF6,
SRSF5, SRSF1/SRSF2/SRSF7 und SRSF3 schlieBlich verringert. Dies ist ebenfalls
nach Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs zu beobachten, wobei die Akt Kinase
zumindest fir die Phosphorylierung von SRSF5 und SRSF6 verantwortlich zu sein
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scheint (Abb. 3.4 A). Da zu diesem Zeitpunkt der Infektion die Akt Kinase selbst auch
nicht phosphoryliert ist, ware fir SRSF5 und SRSF6 eine Akt-abhangige Regulation
denkbar. Fir SRSF5 wurde bereits nach Insulinstimulation eine Akt-abhangige
Phosphorylierung beschrieben, die schlieBlich zu einem veranderten SpleiBen der
PKCB Il mRNA in Skelettmuskelzellen flhrte [84, 318]. Interessanterweise wurden
sowohl SRSF5 als auch SRSF6 bereits mit dem alternativen SpleiBen der HIV-1
mMRNAs in Verbindung gebracht. Dabei bindet SRSF5 an ein ESE im Exon 5 und
féordert so das SpleiBen der Env, Vpu, Rev, and Nef Transkripte [349]. Ferner
verstarkt SRSF6 die Nutzung des SpleiBakzeptors A3 und ist somit in der friihen
Phase der Infektion flir die Generierung der Tat Messages wichtig [235]. AuBerdem
konnte ein fordernder Einfluss von SRSF5 und SRSF6 auf die Translation
ungespleiBter HIV-1 mRNAs aufgedeckt werden [261]. Dass SR Proteine fir ihre
Funktion als spleiBregulatorische Proteine phosphoryliert sein missen, ist bekannt.
In welchem Phosphorylierungszustand SRSF5 und SRSF6 allerdings fur die
Foérderung der Translation ungespleiBter mRNAs sein mussen, hingegen nicht. Es
ware daher denkbar, dass die Dephosphorylierung im Verlauf der Infektion zur einer
Anderung der Funktion der beiden SR Proteinen innerhalo des viralen
Replikationszyklus fuhrt. Da die durchschnittiche Generationszeit einer viralen
Generation etwa 52 Stunden betragt [324], erscheint es plausibel, dass 48 Stunden
nach Infektion die Translation ungespleiBter mRNA geférdert wirde, wahrend zuvor
das SpleiBen beglnstigt war. Die Aktivitdit der Akt Kinase koénnte also flr
verschiedene Prozesse im viralen Replikationszyklus von Bedeutung sein,
wenngleich es flr die mechanistische Aufklarung noch weiterer Untersuchungen
bedarf.

Interessant ist zudem, dass die Uberexpression der Akt Kinase im Fall einer pNL4-3
Transfektion zu einem kompletten Ausbleiben der viralen Replikation, jedoch nicht —
wie die Inhibition — zu Veranderungen im viralen SpleiBmuster, flhrte [350]. Ein
ausbalanciertes und vermutlich zeitlich abgestimmtes Niveau der Akt
Phosphorylierung scheint also fir die Replikation notwendig und die
Aktivierung/Inaktivierung kann dabei verschiedene zellulare und somit auch virale
Prozesse beeinflussen.

Die Akt Kinase stellt daher ein mdgliches Ziel antiviraler Therapie dar. Die virale
Replikation kann dabei nicht nur in T-Zellen (Abb. 3.2), sondern auch in

Makrophagen, Zellen, die far HIV-1 haufig ein Langzeitreservoir darstellen, durch die
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Inhibition der Akt Kinase unterbunden werden [351]. Dass Inhibitoren der Kinase
auch tatsachlich fur therapeutische Zwecke verwendet werden kdnnen, belegen pra-
klinische Studien mit verschiedenen Akt Inhibitoren fir die Behandlung
unterschiedlicher Krebsarten [352].

Im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit konnten mehrere Veranderungen der
Genexpression sowohl nach HIV-1 Infektion als auch nach PI3K/Akt Inhibition
beobachtet werden. Die mdglichen Zusammenhange werden in den folgenden
Abschnitten naher erlgutert.

4.2 Die komplexe Genregulation von SRSF1 kann durch eine HIV-1
Infektion sowie den PI3K/Akt Signalweg moduliert werden

SRSF1 ist ein Uberaus vielseitiges SR Protein. Neben der Beteiligung am
alternativen SpleiBen ist es sowohl am TAP/NFX1-abhangigen mRNA Export [74,
353], an der mTOR-abhangigen Translation [58, 60], der Prozessierung von
microRNAs [354] und der Stabilitdt des Genoms durch Assoziierung mit Chromatin
beteiligt [355]. Die Genregulation von SRSF1 selbst ist dabei duBerst komplex und
umfasst mehrere Regulationsebenen [200].
Dem in der vorliegenden Arbeit betrachteten SpleiBereignis kommt dabei eine nicht
unerhebliche, wenn auch bisher nicht eindeutig aufgeklarte, Funktion zu [200, 321].
Die Bedeutung wird zudem dadurch untermalt, dass — obwohl das SpleiBereignis in
der untranslatierten 3‘-Region stattfindet — die Sequenzen in dieser Region zwischen
Mensch und Maus hochkonserviert sind [197].
Sowohl nach Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs als auch nach der Infektion mit
HIV-1 entstanden deutlich mehr Transkripte, in denen das Intron im 3’'UTR heraus
gespleiBt war (Abb. 3.6). Eine Stunde nach Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs und
zwischen 6 und 24 Stunden nach der HIV-1 Infektion war dieser Wechsel bereits
deutlich zu erkennen. Da die Akt Kinase zu diesem Zeitpunkt der Infektion ebenfalls
dephosphoryliert vorliegt, ist es mdéglich, dass die HIV-1 abhangige Veranderung
durch die Inhibition des Signalwegs reguliert wird (Abb. 3.3).
Die Nutzung des SpleiBdonors im SRSF1 3'UTR kann durch einen intronischen
SRSF3-abhangigen Silencer unterdriickt werden und eine Herrunterregulation von
SRSF3 beglnstigt die SpleiBstellennutzung [356]. Auch nach Inhibition des
Signalwegs und HIV-1 Infektion war eine verringerte Srfs3 Expression zu beobachten
(Abb. 3.11). SRSF3 kénnte also der regulierende Faktor sein, dessen Abwesenheit
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das SpleiBen im SRSF1 3'UTR begiinstigt. Eine Uberexpression mit SRSF3 bei
gleichzeitiger Infektion mit HIV-1 kénnte in Zukunft Auskunft dariiber geben.

Wie bereits erwahnt, sind fur die SRSF1 3’'UTRAInt Variante verschiedene
Funktionen publiziert. Dass sie dem NMD zugeflhrt wird [197], konnte in dieser
Arbeit nicht bestatigt werden. Sollte es sich um eine stabilere Variante handeln, wie
Akaike et al. es vorschlagen [321], kénnte dies erkldren, warum die SRSF1
Proteinmenge, zu der beide Transkriptvarianten gleichermaBBen beitragen kdnnen,
nicht abnahm, obwohl weniger von dem WT Transkript gesplei3t wurde (Abb. 3.6 und
3.7). Mdglich ist auch, dass die SRSF1 3'UTRAInt Variante, worauf die Daten einer
weiteren Gruppe hindeuten, im Kern zuriickgehalten wird und somit nicht als Matrize
flr die Translation zur Verfigung steht [200]. Ob sie dann im Kern als regulatorische

mRNA fungieren kbénnte, bleibt offen.

Auffallend war, neben dem veranderten SpleiBen im nicht-codierenden 3'UTR
Bereich, das Auftauchen einer zweiten, kleineren Proteinisoform von SRSF1 nach
Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs und der Infektion mit HIV-1 (Abb. 3.7.A und B).
Grundsatzlich gibt es fir eine solche zuséatzliche Isoform  mehrere
Erklarungsmdglichkeiten. Dass es sich um eine dephosphorylierte Isoform handelt,
konnte mittels einer Phosphatase-Behandlung ausgeschlossen werden (Abb. 3.7.C).
Auch die Mdglichkeit, dass es sich um eine Isoform eines alternativ gespleiBten
Transkriptes handelt, wurde durch die Transkriptomdaten nicht unterstiitzt. Zwar
konnte die Nutzung eines alternativen Promotors durch die vorliegenden Daten nicht
zwangslaufig ausgeschlossen werden, jedoch erkennt der verwendete AntikGrper
von SRSF1 ein N-terminales Epitop und wirde daher vermutlich eine solche daraus
resultierende N-terminal verkirzte Proteinisoform nicht detektieren. Die Tatsache,
dass die Entstehung dieser weiteren Isoform PI3K- und HIV-1- jedoch nicht Akt-
abhangig war (Abb. 3.7.C), Iasst darlber hinaus vermuten, dass die beobachtete Akt
Phosphorylierung wahrend der HIV-1 Infektion Gber PI3K lauft. Weitere Effektoren
der PIBK mussten folglich fir die Entstehung dieser Variante verantwortlich sein. Da
hinsichtlich dieser Proteinisoformen in der Literatur bisher keinerlei Informationen
vorliegen, ist fir weitere Erklarungen die Bestimmung der Identitét der Isoform durch

massenspektrometrische Analysen abzuwarten.
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Far SRSF1 wurde bereits eine Beteiligung an der Regulation der HIV-1 Transkription
nachgewiesen. Diese wird durch die Tat-vermittelte Rekrutierung von P-TEFb
verstarkt, wodurch die C-terminale Domane von Pol |l phosphoryliert und somit die
Prozessivitdt der Transkription geférdert wird [231]. SRSF1 kann Uberlappende
Sequenzen des Tat Bindungsmotivs TAR binden und die Transkription solange
unterstiitzen, bis ausreichend Tat Protein synthetisiert ist [263]. Zuviel SRSF1
inhibiert hingegen die HIV-1 Replikation, da Tat dann vom TAR Element verdrangt
wird [357]. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch kein negativer Effekt einer
SRSF1 Uberexpression auf die HIV-1 Replikation nach Transfektion oder Infektion
ausgemacht werden. Mdogliche Ursachen fiir diese unterschiedlichen Resultate
kénnten zum einen die unterschiedlichen betrachteten Zeitpunkte nach der HIV-1
Infektion bzw. Transfektion sein: Paz et al. haben die Zellen zunéachst infiziert, 96
Stunden spater mit einem SRSF1-EGFP Plasmid transfiziert und anschlieBend nach
unterschiedlichen Zeitpunkten zwischen 24 und 96 Stunden den viralen Uberstand
geerntet und die Infektidsitdt bestimmt. Das bedeutet, dass in allen Féllen die
Infektion mindestens 120 Stunden andauerte. Zum anderen wurde die Infektion mit
einer MOI von etwa 100 und nicht wie in dieser Arbeit von 0,5 durchgefiihrt. Es ist
also davon auszugehen, dass zu diesem Zeitpunkt mit dieser MOI bereits alle Zellen
infiziert waren. Mdoglicherweise war das in der vorliegenden Arbeit betrachtete
Zeitfenster daher noch zu friih gewahlt, um die inhibitorische Wirkung von SRSF1 zu
beobachten. Zu dem hier betrachteten Zeitpunkt sind bei einer MOI von 0,5
vermutlich noch nicht alle Zellen synchron infiziert, sodass einige Zellen sich noch in
der frihen Phase der Infektion befinden und eine erhéhte SRSF1 Menge sich noch
positiv auswirken und Tat ersetzen kénnte. Bei bereits fortschreitender Infektion hat
eine héhere SRSF1 Menge hingegen einen dominant negativen Einfluss und SRSF1
verdrangt Tat vom TAR Element. Folglich wiirde die Uberexpression zu diesem
Zeitpunkt noch keinen negativen Einfluss auf die gesamte HIV-1 Replikation austiben

kdnnen.

Zusammenfassend lasst sich far die Regulation der SRSF1 Genexpression
folgendes Modell vorschlagen (Abb. 4.1): Sowohl die HIV-1 Infektion als auch die
Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs fuhren, entweder direkt oder durch die
Inhibierung der SR Protein Kinasen wie SRPK und CLK, zur verminderten
Phosphorylierung zahlreicher SR Proteine. Dabei resultiert insbesondere die
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verminderte SpleiBaktivitdt von SRSF3 zu einem vermehrten Spleien des Introns im
3'UTR von SRSF1. AuBerdem entsteht durch die Infektion und die Inhibition von
PI3SK eine zuséatzliche Proteinisoform von SRSF1 (SRSF1x). Die Bedeutung des
SpleiBereignisses und der weiteren Proteinisoform fir die HIV-1 Infektion muss
allerdings noch ermittelt werden. Auch bleibt zu klaren, ob die HIV-1 induzierten

Veranderungen tatséchlich PI3K-vermittelt reguliert werden.
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Srsf1t WT Srsf1A3UTR
Abbildung 4.1 Das SpleiBen im 3’UTR von SRSF1 nach einer HIV-1 Infektion kénnte durch den PI3K/Akt
Signalweg reguliert werden.
Die Infektion mit HIV-1 sowie die Inhibition von PI3K durch LY294002 oder von Akt durch MK2206 fihren,
entweder direkt oder indirekt, durch die SR Protein Kinasen SRPK oder CLK, zu einem verminderten Vorkommen
phosphorylierten SRSF3. Weniger aktives SRSF3 foérdert wiederum die Entstehung der A3'UTR Variante von
SRSF1. Dartber hinaus entsteht durch die Infektion und die Inhibition von PI3K durch LY294002 eine weitere,

bisher nicht identifizierte Proteinisoform von SRSF1 (SRSF1x). Die mdglichen Funktionen der generierten
Varianten innerhalb der Infektion bleiben aufzuklaren.

4.3 RNA deep sequencing Analysen tragen zur Identifizierung
veranderter Genexpression und alternativem SpleiBens nach einer
HIV-1 Infektion bei

Die Entwicklung der neuen Generation von Sequenzierungen (NGS; ,next generation
sequening®), oder auch Hochdurchsatz-Sequenzierungen, eréffnet vollig neue
Einblicke in die komplexen Mechanismen der Genexpression [358, 359]. Im
Vergleich zu den bis dahin verwendeten Microarray-Analysen bietet NGS die
Mdglichkeit, bisher nicht annotierte Transkripte und regulatorische RNAs zu
identifizieren, sowie SpleiBstellen nukleotidgenau zu erkennen.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Transkriptomanalysen dienten der
Identifizierung einzelner Gene, deren Expression oder deren SpleiBprofil nach einer
HIV-1 Infektion und Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs verandert waren. Die
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Schwierigkeit bei genomweiten Untersuchungen von Transkriptionsunterschieden
liegt in der Reprodurzierbarkeit, beziehungsweise der Vergleichbarkeit zwischen
unterschiedlichen Versuchsaufbauten. Vergleichsstudien von drei unabhangigen
siRNA Screens — die zum Ziel hatten, essentielle Gene fir die HIV-1 Replikation zu
identifizieren — zeigen die Problematik solcher Untersuchungen auf [360-363]. In
allen drei Screens wurden zusammen 842 Gene identifiziert, die die HIV-1
Replikation hemmen sollten, wenn sie herunterreguliert waren. Dabei stimmten
insgesamt lediglich drei Gene in allen drei Screens Uberein [360, 364]. Zwar haben
Brass et al. und Zhou et al. HeLa Zellen, Kbénig et al. dagegen HEK293T Zellen
verwendet, die Anzahl der von ihnen gemeinsam identifizierten Gene ist dennoch
unerwartet niedrig. Die Studie verdeutlicht, dass die virale Replikation in
unterschiedlichem Kontext von unterschiedlichen zellularen Faktoren abhangen
kann. Hinzu kommen die gewéhlten Zeitpunkte der Untersuchung, der Virusstamm,
die Screening-Methode und nicht zuletzt die Filterkriterien, mittels derer ein Gen als
notwendig fir die Replikation bewertet wird [360]. Gleiche Einschrédnkungen gelten
sicherlich auch fir die Betrachtung des zelluldren Transkriptoms nach einer HIV-1
Infektion, obgleich es dazu noch keine Metaanalyse gibt. Bei diesen Analysen
kommen neben den genannten methodischen Unterschieden noch Einschréankungen
durch die Methode der Sequenzierung selbst hinzu. Dazu z&hlen Differenzen in der
Fragmentierung und der Lange der zu sequenzierenden Sequenzen, niedrig
exprimierte Gene werden haufig unterschatzt und ganze Volllangentranskripte
kénnen haufig nicht sequenziert werden.

Die in der vorliegenden Arbeit betrachteten Expressionsunterschiede und
SpleiBstellennutzungen konnten mittels RT-PCR Analysen in PM1 Zellen
reproduziert werden. Es ist aber nicht auszuschlieBen, dass in anderen Zellen
andere Regulationsablaufe fir einzelne Gene gelten. Mit Hilfe der
Sequenzierungsdaten konnte dartiber hinaus eine verdnderte NMD Aktivitat in
infizierten Zellen bestatigt werden. Dabei waren nicht Komponenten des Pathways
selbst, sondern vielmehr solche Transkripte, die Ublicherweise durch NMD degradiert
werden, in ihrer Expression Uberreprasentiert (Abb. 3.21). Die reduzierte NMD
Aktivitdt nach einer HIV-1 Infektion kénnte mdglicherweise ein genereller viraler
Mechanismus zum Schutz der eigenen Transkripte sein, da er sowohl in T-Zellen

also auch in der Epithelzelllinie HeLa-CD4+ bestétigt werden konnte.
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4.3.1 Die Expression von FOSB und FOS nach der HIV-1 Infektion kénnte
durch den PI3K/Akt Signalweg reguliert sein

Der nukleédre Transkriptionsfaktor AP-1 setzt sich aus Jun Homodimeren oder
JUN/FOS Heterodimeren zusammen und reguliert hauptsachlich die Zellproliferation
[365]. Einigen Viren, wie dem felinen Immundefizienzvirus (FIV), dem Foamy Virus,
dem Papillomavirus, sowie dem Retrovirus HTLV-1 (humanes T-lymphotropes Virus
1), wurde bereits eine Interaktion mit AP-1 — entweder zur Unterstltzung viraler oder
zellularer Transkription — nachgewiesen [366] [367] [368] [369] [370, 371].

Mittels RNA Deep Sequencing Analysen und Verifizierung durch RT-PCR Analysen
konnte in der vorliegenden Arbeit eine drastische Herrunterregulation der
Genexpression der AP-1 Komponenten FOS und FOSB nach HIV-1 Infektion
nachgewiesen werden. Dabei war bereits 6 Stunden nach der Infektion nur noch ein
Drittel der Ausgangsexpression vorhanden (Abb. 3.13). Nach 24 und 48 Stunden
waren keine Transkripte mehr zu detektieren. Die Expression der anderen AP-1
Komponente, JUN, war hingegen nicht beeintrachtigt. Die transkriptionelle Regulation
der FOS und JUN Gene scheint also von unterschiedlichen Faktoren abhangig zu
sein. Dennoch konnten funktionale Auswirkungen auf die Transkription AP-1
regulierter Gene bestatigt werden (Abb. 3.13.D), die Herunterregulation von FOS
alleine reichte also aus, um die Funktion von AP-1 einzuschranken.

Hinsichtlich der Regulation der FOS Gene gibt es nach einer HIV-1 Infektion bislang
keine Untersuchungen, aber die Auswirkung der FOS Uberexpression auf die
Replikation des Virus wurde bereits vielfach untersucht. Im 5'UTR des HIV-1
Genoms, stromabwarts von dem TAR Element, wurde ein cis-regulatorisches
Element identifiziert, das durch FOS stimuliert werden kann [372]. Der férdernde
Effekt war jedoch nur in den Zellen zu beobachten, die natlrlicherweise — durch die
Expression des CD4-Rezeptors — mit HIV-1 infiziert werden konnten. Andere Zellen
zeigten bei der Uberexpression von FOS keine gesteigerte Aktivitdt des in einen
Reporter eingebrachten LTR Promotors. Die Gruppe hatte zuvor bereits gezeigt,
dass die Aktivitdt des Promotors durch Phorbol Ester (PMA) und dem
proinflammatorischen Cytokin TNFa in HIV-1 infizierbaren Epithelzellen, nicht aber in
solchen, die nicht infizierbar waren, gesteigert werden kann [373]. Anschlie3end
haben weitere Gruppen eine Abhangigkeit vom jeweils verwendeten Zelltyp auf den
Einfluss von FOS auf den LTR Promotor ausgemacht. Dabei konnte in der Jurkat T-
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Zelllinie kein Zusammenhang zwischen FOS und der HIV-1 LTR Aktivitat
nachgewiesen werden [374, 375]. Spater wurde eine weitere AP-1 Bindungsstelle im
HIV-1 Genom in der codierenden Region von Pol gemappt, deren Mutation zu einer
Verminderung der viralen Replikation fUhrte [376]. Die funktionalen Untersuchungen
in dieser Studie wurden aber in HeLa Zellen durchgefiihrt, weil Colin und Mitarbeiter
in Jurkat Zellen auch keine Aktivierung durch AP-1 beobachten konnten [376]. Die
Autoren vermuten, dass die AP-1 Elemente im HIV-1 Genom zelltypspezifisch
reguliert werden. Ein Einfluss von FOS auf die HIV-1 Replikation ist also unstrittig,
scheint aber strikt vom zellularen Umfeld abhangig zu sein. Da das Virus sowohl in
den in dieser Arbeit verwendeten PM1 Zellen als auch in den Jurkat Zellen
replizieren kann, scheint FOS kein zellularer Faktor zu sein, von dem das Virus in T-
Zellen abhéangt (,dependency factor®). Diese These wird zusatzlich durch eine
Untersuchung gestitzt, die zwar zeigt, dass Vpr die Aktivitdt des
Transkriptionsfaktors AP-1 Uber die Aktivierung von TAK1 (transforming growth
factor-B-activated kinase 1) post-translational stimulieren kann und Mutationen im
Vpr diese Aktivierung verhindern, sie jedoch kaum einen Einfluss auf die virale
Replikation zeigen [377].

Auch die Inhibition der Akt Kinase durch den Inhibitor MK2206 flhrte zu einem
Verlust der FOS und zu einer deutlichen Verminderung der FOSB Genexpression
(Abb. 3.13 C). In einem geringeren AusmafBl war auch die JUN Expression
vermindert. Der Promotor von FOS enthélt ein Serum-responsives Element (SRE),
das unter anderem durch den epidermalen Wachstumsfaktor EGF (,epidermal
growth factor®) oder durch Insulin stimuliert werden kann [378]. Auch die Expression
von JUN kann durch Zugabe von Serum induziert werden [379, 380]. Da der
PI3K/Akt Signalweg ebenfalls durch Wachstumsfaktoren oder Insulin aktiviert werden
kann [272], scheint ein Zusammenhang durchaus plausibel. Zwar ist der MAP-
Kinase-Signalweg (,mitogen-acitvated protein) in der EGF-abhangigen Regulation
der Expression von FOS und JUN beteiligt, konnte aber als nicht der alleinige
Signalweg ausgemacht werden [381]. Tatsachlich wurde kirzlich eine Beteiligung
von PI3K, zumindest in Prostatazellen, an der Expression von FOS beobachtet [382].
Bei der Untersuchung des Einflusses von Ultraschall auf das Verheilen von
Knochenbriichen wurde auBerdem gezeigt, dass die Aktivitdt von PI3K und Akt die
Bindung von FOS und JUN an die Promotorsequenz des untersuchten Zielgens
BMP-2 (bone morphogenetic protein) verstarkt [383]. Auch die Beteiligung an der
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Regulation von Apoptose — einer der Hauptaufgaben des PI3K/Akt Signalwegs —
wurde far AP-1 nachgewiesen. Hier zeigt sich jedoch erneut, wie divergent die
Regulation in unterschiedlichen Zellen/Geweben durch AP-1 ist: In einigen Systemen
induziert AP-1 apoptotische Abl&ufe, in anderen ist es fiir das Uberleben notwendig
[384]. Auch wenn die zu Grunde liegenden molekularen Ablaufe bisher noch
unbekannt sind, scheint ein Zusammenspiel des PI3K/Akt Signalwegs und der
Expression der FOS Gene wahrscheinlich.

In der vorliegenden Arbeit konnte ein weiterer Link zwischen der Akt und FOS
Regulation aufgezeigt werden. Ob die nach HIV-1 Infektion beobachtete
Herunterregulation von FOS und FOSB jedoch Akt-abhangig reguliert ist, bleibt zu
untersuchen. Es ist auch denkbar, dass die verringerte Expression der Gene nur ein
Nebeneffekt der Inhibition des Signalwegs durch das Virus darstellt, nicht aber das
eigentliche Ziel der Inhibition ist. Daflrr spricht auch, dass die FOS Expression, wie
bereits erwahnt, nur in positiver Korrelation zu der viralen Replikation gebracht
wurde. AuBerdem erfolgt in den verwendeten PM1 Zellen, trotz geringer oder gar
keiner FOS Genexpression, dennoch eine virale Replikation. Die Funktion der AP-1
Komponenten wéahrend einer HIV-1 Infektion scheint also sehr stark Zelltyp-
spezifisch zu sein. Dennoch kann gerade die Untersuchung in unterschiedlichen
Zelltypen helfen, molekularbiologische Zusammenhange aufzudecken — wie etwa die

Regulation von Transkriptionsfaktoren durch Signalwege.

Ungeachtet der bisher genannten Untersuchungen ist bekannt, dass die FOS
mRNAs nur eine auBerst kurze Halbwertszeit von durchschnittlich etwa 20 Minuten
haben (im Vergleich dazu: Die Halbwertzeit der 3-Globin mRNAs liegt bei Gber 20
Stunden) [385]. Vermutlich kann die Zelle aufgrund der kurzen Halbwertzeit dieser fir
Transkriptionsfaktoren codierenden mRNAs auBerst schnell auf externe Stimuli
reagieren, was erneut die Verknipfung von Signalwegen und FOS Expression
verdeutlicht. Die Betrachtung der Genexpression von FOS und FOSB zu weiteren
Zeitpunkten nach einer Infektion kdnnte also mehr Aufschluss Uber die Regulation
liefern. FOr das Polyomavirus konnte beispielweise eine stark fluktuierende
Expression der FOS mRNA beobachtet werden: 1 Stunde nach Infektion erfolgte
eine starke Hochregulierung, wahrend 6 Stunden danach keine mRNA mehr
detektiert werden konnte, 12 Stunden spater aber dann wieder eine maximale
Expression zu beobachten war [386]. Die Expression wird dabei durch
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unterschiedliche virale Genprodukte reguliert. Eine zeitlich stark schwankende
Regulation von FOS und FOSB nach einer HIV-1 Infektion wéare also auch durchaus
denkbar, insbesondere wenn man die unterschiedliche Aktivitit der Akt Kinase

wahrend der Infektion betrachtet.

4.3.2 Die Veranderungen im SpleiBmuster von TP53 nach HIV-1 Infektion
und Akt Inhibition sind zelltypabhangig

TP53 codiert fur den Tumorsupressor p53, zu dem es — nicht zuletzt wegen seiner
Bedeutung fir viele Krebsarten — schon vielzdhlige Untersuchungen gibt; allein bei
PubMed erzielt das Schlagwort 79.047 Hits. p53, auch als ,Wéachter des Genoms*
bezeichnet, ist ein Transkriptionsfaktor, der hauptsachlich fir die Aufrechterhaltung
der genetischen Integritdt verantwortlich ist und somit der Entstehung von Krebs
entgegenwirkt. Als Antwort auf verschiedene Stresssignale wird p53 aktiviert und
kann unter anderem den Zellzyklus anhalten oder, je nach Schaden, auch den
Zelltod auslésen und so die Vermehrung geschéadigter Zellen verhindern [387, 388].
p53 bindet als Tetramer an p53-responsive Elemente (p53Res), um weitere Gene zu
aktivieren, die an der Tumorsupression beteiligt sind [389]. Es wird davon
ausgegangen, dass p53 durch das eigene alternative SpleiBen zellulare Ablaufe
differentiell regulieren kann. Diese These wird durch die unterschiedlichen
Expressionsprofile der Isoformen in verschiedenen Geweben unterstitzt [390]. Die
Nutzung von alternativen Promotoren und alternativem SpleiBen generiert 9
verschiedene Transkriptisoformen. Durch den Einschluss des Exons i9 entsteht das
p536 Transkript, das fir ein am C-Terminus um 52 Aminosauren verkurztes Protein
codiert. Dadurch fehlt ihm die Tetramerisierungsdomane und DNA kann zumindest in
vitro nicht gebunden werden [389, 390]. p53B bindet vermutlich nur im Komplex mit
p53 an bestimmte p53-responsive Elemente [391].

RNA Deep Sequencing Analysen haben gezeigt, dass die gesamte Genexpression
von TP53 sowohl nach HIV-1 Infektion als auch nach Inhibition der Akt Kinase um
etwa das 2fache verringert war (Abb. 3.15 B). Darlber hinaus war die -Variante,
gekennzeichnet durch den Einschluss des Exons i9, nach Infektion um etwa das
5fache und nach Inhibition um etwa das 3fache herunterreguliert. Es war also nicht
nur die Transkription des Gens sondern auch das alternative SpleiBen verandert.
Diesen zwei Beobachtungen kénnen unterschiedliche Ursachen zu Grunde liegen.

Die Transkription von TP53 kann durch AP-1 verstarkt werden, so dass der hier
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beobachtete Verlust der Expression der AP-1 Komponenten FOS und FOSB fir die
geringere Transkription von TP53 eine plausible Erklarung liefert (Abb. 3.13) [392].

Dass TP53 durch unterschiedliche Promotornutzung und alternatives SpleiBen
verschiedene Transkriptisoformen generiert, wurde erst 2005 entdeckt [390] und Gber
die Regulation ist noch nicht sehr viel bekannt. Die Beteiligung der auch in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Splei3faktoren SRSF1 und SRSF3 sowie den SR-
Protein Kinasen CLKs wurde aber bereits nachgewiesen. Dabei verstarkt die
Verwendung von TGO003, einem Inhibitor der CLKs, und der Knockdown von SRSF1
die Entstehung der p53B und p53y Isoformen [335]. Auch wurde in Untersuchungen
von Tumoren eine positive Korrelation zwischen SRSF1 Expression und der p53a
Variante dokumentiert. SRSF1 fordert also den Ausschluss des Exons i9 [335]. In
den vorliegenden Untersuchungen ist ein kausaler Zusammenhang zwischen der
verdnderten Expression von SRSF1 und dem SpleiBen von TP53 aber eher
unwahrscheinlich, da der vermehrte Exon i9 Ausschluss bereits 6 Stunden nach HIV-
1 Infektion zu beobachten war, einem Zeitpunkt, zu dem die SRSF1 Expression noch
nicht verandert war (Abb. 3.6, 3.7 und 3.15). Interessant ist aber, dass zu diesem
Zeitpunkt die Expression der CLK1 WT Variante bereits erhdht war (Abb. 3.16), was
auch mit einer erh6hten SR Protein Phosphorylierung 6 Stunden nach Infektion
einherging (Abb. 3.4.C). Da die Inhibition von CLK1 durch TGO03 den Exon-
Einschluss erhdht, kann spekuliert werden, ob, umgekehrt, mehr CLK1 den Exon-
Ausschluss fordert. Es ist also durchaus plausibel, dass weitere SR Proteine neben
SRSF1 bei dieser Regulation eine Rolle spielen. Fir SRSF3 konnte bereits eine
Bindung im Exon i9 nachgewiesen werden, die den Exon-Ausschluss férdert [393].
Dies ist allerdings nicht mit dem hier beobachteten Verlust des SRSF3 Proteins in
Einklang zu bringen (Abb. 3.11 C und D). Daher ist zu vermuten, dass hnRNP
Proteine ebenfalls am SpleiBen des Exons i9 beteiligt sind. Die Regulation von
hnRNP Proteinen wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht, andere
Untersuchungen deuten aber auch hier auf einen Einfluss des PI3K/Akt Signalwegs
hin [291, 350]. Zur weiteren Aufklarung der Splei3regulation konnte das beobachtete
endogene SpleiBmuster in PM1 Zellen mittels eines Minigens jedoch nicht
nachgestellt werden (Abb. 3.15 D). Dies kann zum einen in dem nicht endogenen
Promotor des Minigens begrindet liegen, da Transkription und SpleiBen zwei
miteinander gekoppelte Mechanismen sind [394, 395]. So kann die

Transkriptionsgeschwindigkeit durchaus das SpleiBen eines Primartranskripts
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beeinflussen. Die Verwendung des endogenen Promotors in dem Minigen kann
sicherlich weitere Hinweise dazu liefern. Zum anderen sind die Minigen Versuche
aufgrund der effizienten Transfizierbarkeit in HelLa-CD4+ Zellen durchgefihrt
worden. Das endogene SpleiBmuster der Zellen zeigt aber bereits, dass die (-
Variante — anders als in den PM1 Zellen — in unbehandeltem Zustand fast gar nicht
exprimiert wird (Abb. 3.15 F). Es scheint also, als férdern bestimmte Konditionen, wie
zum Beispiel die Phosphorylierung verschiedener SR Proteine — die zwischen den
Zelltypen bereits deutlich abweicht (Abb. 3.4) [396] — in HeLa-CD4+ Zellen bereits
den Ausschluss des Exon 19, sodass weitere Veranderungen, wie die HIV-1 Infektion,
keinen zusatzlichen Einfluss mehr austiben kénnen. Die Transfektion der proviralen
DNA hingegen zeigte eine verstarkie Expression sowohl der B- als auch der a-
Variante, was eher auf die Fdérderung der Transkription als auf verandertes
alternatives SpleiBen hindeutet (Abb. 3.15). Die Nukleotransfektion®, eine Technik
bei der die DNA direkt in den Nukleus eingebracht wird, flihrt in T-Zellen etwa 24
Stunden lang zu einer erhdhten Transkription [397]. Es ist also nicht auszuschlieBen,
dass off-targets Effekte durch die pNL4-3 Transfektion die Transkription des
Minigens verandern. Im Abschnitt 4.4 (Seite 129) werden noch weitere Punkte
hinsichtlich zellularer Effekte, die von einer Transfektion ausgehen kénnen, erdrtert.

Auch die Rolle von p53 wéahrend einer HIV-1 Infektion wurde bereits vielfach
untersucht — wenngleich die zu Grunde liegenden molekularen Mechanismen haufig
noch im Dunkeln liegen. In PBMCs wird die TP53 mRNA beispielsweise Interferon-
abhéangig durch eine HIV-1 Infektion hochreguliert, wéhrend die Proteinlevels dabei
zundchst unverandert bleiben [326]. Es sind weitere Trigger, wie zum Beispiel DNA
Schaden, die durch die Integration der viralen DNA in das Wirtsgenom entstehen
kénnen, notwendig, um das p53 Protein zu stabilisieren und die Degradation zu
verhindern. Die Autoren vermuten dahinter eine antivirale Immunantwort, die es der
Zelle ermdglicht, durch bereits synthetisierte mRNAs schnell auf weitere Trigger
reagieren und Apoptose auslosen zu kénnen [326]. Der beobachtete Anstieg der
TP53 mRNA Levels nach HIV-1 Infektion war dabei zwingend abh&ngig von der IFN-
1 Expression. Da T-Zellen wie die in der vorliegenden Arbeit verwendeten PM1
Zellen nicht zu den IFN-1 produzierenden Zellen zéhlen, kénnte das Fehlen von IFN-
1 in dem hier untersuchten System eine Ursache fiir die nicht beobachtete
Hochregulation von TP53 sein. Es wurde bereits gezeigt, dass HIV-1 durch Proteine
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wie Nef und Tat, die p53 binden und seine pro-apoptotische Funktion unterbinden,
dem Zelltod entgegen wirken und Latenz erzeugen [326, 398, 399]. Méglicherweise
wird die TP53 Expression in Abwesenheit von IFN-1 durch HIV-1 direkt
herunterreguliert, sodass dem Zelltod bereits auf Transkriptionsebene
entgegensteuert werden kann. Eine Infektion der Zellen bei gleichzeitiger
Behandlung mit IFN-1 kénnte Aufschluss dartiber geben.

Ein weiterer negativer Einfluss von p53 auf die Replikation von HIV-1 wurde bei der
viralen Transkription beobachtet. In Microglia Zellen und Asterozyten verhindert ein
erhdhtes p53 Level die Phosphorylierung der carboxyterminalen Doméane von Pol |l,
hélt so die Transkription viraler mRNAs an und verringert die Replikation [400]. Auch
Yoon et al. [401] haben einen negativen Effekt von p53 auf die virale Transkription
ausgemacht, in dem es Uber die Protein Kinase PKR Tat inaktiviert. Es scheint also
eine Anzahl an Griinden zu geben, warum eine niedrige p53 Expression fir das
Virus vorteilhaft ist.

Ob die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Herunterregulation von TP53
tatséchlich eine Bedeutung fur die virale Replikation hat, muss weiter untersucht
werden. Unabhdngig davon kann die Aufklarung der SpleiBregulation des Exons i9
weiteren Aufschluss Uber die Interaktion des Virus mit dem zelluldren SpleiBapparat
liefern. Es wurde gezeigt, dass insbesondere der Knockdown von p53p und p53y in
etwa 35% weniger apoptotischen Zellen resultierte [335]. Mdglich ist also, dass
neben der verringerten Transkription gerade die verringerte Expression der [3-
Variante nach HIV-1 Infektion von Bedeutung ist. Lange Zeit war man zwar davon
ausgegangen, dass der fir eine HIV Infektion kennzeichnende Verlust von T-Zellen
in dem Zelltod der infizierten Zellen begriindet liegt. Wahrscheinlich ist jedoch, dass
nicht die infizierten Zellen selbst — was einen deutlichen Nachteil fir das Virus
ergeben wirde - sterben, sondern die nicht-permissiven, ruhenden, abortiv
infizierten Bystander-Zellen durch Pyroptose, einer Form der Apoptose, die durch
EntzGndungsreaktionen ausgeldst wird, sterben [402]. p53 kénnte also ein mdglicher
Schalter sein, der zum Uberleben infizierter Zellen beitragt.

Hinsichtlich der Rolle der Akt Kinase ist noch bemerkenswert, dass die Aktivitat von
Akt offensichtlich fir die Stabilisierung von p53 nach DNA Schaden benétigt wird
[403]. Es ist also denkbar, dass die HIV-1 ausgel6ste Akt Inhibition die p53-
vermittelte Apoptose zusatzlich unterdriickt. Dies erscheint auch vom zeitlichen
Ablauf sinnvoll zu sein, wenn man bedenkt, dass die DNA Schaden auslésende
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Integration zu einem Zeitpunkt stattfindet, an dem die Kinase Dbereits
dephosphoryliert vorliegt (Abb. 3.3). Die Funktion von p53 kdnnte folglich auf
mehreren Ebenen durch HIV-1 gestdrt werden.

4.4 Die Art des Einbringens proviraler DNA in eukaryotische Zellen
bestimmt das AusmaB dadurch veranderter zellularer Ablaufe

Im Verlauf der vorliegenden Arbeit sind bei verschiedenen Experimenten, abhangig
davon ob die provirale DNA mittels Infektion oder Transfektion in die Zelle
eingebracht wurde, véllig unterschiedliche Ergebnisse erzielt worden. Der SRSF3
SpleiBreporter zeigte bespielweise nur nach der HIV-1 Infektion, nicht aber nach der
Transfektion mit proviraler DNA einen erhdhten Exonausschluss (Abb. 3.11 A).
Ebenso zeigten die NMD Reporter, dass die NMD Aktivitat nur durch eine Infektion,
nicht aber eine Transfektion der proviralen DNA gehemmt werden konnte (Abb.
3.24). Dagegen zeigte das TPi53 Minigen nur nach der Transfektion, nicht aber nach
der Infektion eine verstarkte Transkription (Abb. 3.15 D). Ebenso zeigte die
Uberexpression der CLKs nur einen massiven Einfluss auf die virale Replikation,
wenn die Zellen mit der proviralen DNA transfiziert, nicht aber infiziert worden waren
(Abb. 3.18). Im Fall der Infektion zeigte die Uberexpression Uberhaupt keinen
Einfluss auf die virale Replikation (Abb. 3.19).

Far die Transfektion von Saugerzellen kdnnen unterschiedliche Reagenzklassen wie
beispielweise Calcium-Phosphat, Polyethylenimin oder Lipide verwendet werden
[404]. Dabei ist der zu Grunde liegende Mechanismus bei allen Reagenzien ahnlich:
Die DNA bindet durch die Zugabe positiv geladener Teilchen an die Zellmembran,
wird durch Endozytose aufgenommen und in Endosomen eingeschlossen. Wie die
DNA schlieBBlich aus den Endosomen entkommt und in den Zellkern gelangt, ist
unzureichend geklart. Die Transfektionseffizienz ist jedoch entscheidend davon
abhangig wie effektiv die DNA aus dem Endosomen entlassen wird. Wahrend der
Reifung der Endosomen verschmilzt sie namlich mit dem Lysozym, sodass es zum
Abfall des pH-Werts kommt und der hydrolytische Abbau der DNA durch Hydrolasen
beginnt. Substanzen wie Glycerin oder DMSO, die dem Abfall des lysosomalen pH-
Werts entgegenwirken, kénnen die Transfektionseffizienz daher steigern. Die genaue
Zusammensetzung des in der  vorliegenden Arbeit  verwendeten
Transfektionsreagenz Mirus® ist zwar nicht veréffentlicht, es setzt sich jedoch aus
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Lipiden und Proteinen/Polyaminen zusammen, die die negative geladene DNA
umschlieBen, sodass es schlieBlich auch zur Aufnahme durch Endozytose kommt.
Das dadurch kunstlich erzeugte Vorkommen cytosolischer DNA ist fir die Zelle
Ublicherweise ein Merkmal eines eingedrungenen Virus oder Bakteriums. Die
Erkennung solcher Nukleinsduren ist Teil des angeborenen Immunsystems und
wurde urspringlich nur Makrophagen und dendritischen Zellen zugeschrieben, die
die DNA als pathogen associated molecular pattern (PAMPs) durch pattern
recognition receptors (PRRs) wie den Toll-like Rezeptoren (TLRs) erkennen [405].
Unterdessen ist jedoch bekannt, dass weitaus mehr Zellen Gber Sensoren verfligen,
die cytosolische DNA erkennen. Die zyklische GMP-AMP Synthase (cGAS)
katalysiert bei Bindung von DNA die Synthese von cGAMP, was wiederum das
Transmembran Protein STING (stimulator of interferon responsive genes) im
endoplasmatischen Retikulum bindet und letztlich in der Aktivierung des
Transkriptionsfaktors IRF3 mindet. IRF3 initiiert schlieBlich die Transkription von
Interferonen [406, 407]. Die Transfektion der Zellen mit einem Plasmid kdénnte also
per se eine Immunantwort erzeugen und so womdoglich Kaskaden auslésen, die die
von den viralen Proteinen ausgeldsten Mechanismen Uberlagern. Untermauert wird
diese These durch eine Studie von Jacobsen et al. [408]. Sie haben Veranderungen
im zellularen Transkriptionsprofil nach Transfektion mit einem Reportergen oder
einem Leervektor durch unterschiedliche Transfektionsreagenzen betrachtet. Dabei
haben sie festgestellt, dass beide Plasmide die Expression von Genen induzieren,
die mit der zellularen Immunantwort auf fremde DNA zusammenhéangt. Das zellulare
Transkriptom wird also tatsachlich nach einer Transfektion mit einem beliebigen
Plasmid verandert. AuBerdem haben die Autoren, in Abhangigkeit des verwendeten
Transfektionsreagenz, gravierende Unterschiede in der Anzahl der veranderten
exprimierten Gene (von 78 bis 1026) beobachten kénnen. Das klinstliche Einbringen
von DNA in eine Zelle kann also tatsachlich ungewollte Reaktionen auslésen, die mit
der urspringlichen, experimentellen Fragestellung nicht im Zusammenhang stehen
(sogenannte off-target Effekte).

Es ist also durchaus vorstellbar, dass durch die Transfektion von Zellen mit pNL4-3
beispielweise der cGAS-STING Pathway aktiviert wird, der die durch das Virus nach
einer natlrlichen Infektion ausgelésten Signale, die beispielsweise zur Reduzierung
der NMD Aktivitat fihren, Gberlagert (Abb. 3.24). Die Tatsache, dass die Infektion mit
HIV-1, nicht aber die Transfektion von pNL4-3 [350] das Phosphorylierungsmuster
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der SR Proteine verandert, kdnnte weiter erklaren, warum die Infektion, nicht aber die
Transfektion, das SpleiBmuster des SRSF3 SpleilBreporters verandert (Abb. 3.11).
Untersuchungen der SpleiBregulation des PTC Exons 4 von SRSF3, unabhangig
seiner NMD Sensitivitat, haben gezeigt, dass der Einschluss des Exons durch
SRSF3 selbst geférdert wird [409]. Die wahrend der Infektion beobachtete
Dephosphorylierung der SR Proteine, unter anderem von SRSF3, kénnte also den
Exonausschluss im Minigen férdern. Dieser SpleiBBeffekt ist jedoch von der durch die
verringerte NMD Aktivitat beobachteten Akkumulation der PTC-Variante, also dem
Einschluss des Exons 4, zu trennen. In der endogenen Situation Uberwiegt die
verringerte NMD Aktivitdt nach HIV-1 Infektion, sodass mehr Transkripte, die das
Exon 4 einschlieBen, akkumulieren. Die Transfektion mit pNL4-3 zeigte hingegen,

aus den genannten Griinden, keinen der beiden Effekte.

In der vorliegenden Arbeit wurden nicht nur Unterschiede in der Zellantwort auf die
Transfektion oder die Infektion beobachtet, sondern auch gravierende
Replikationsunterschiede, je hachdem ob die Zellen transfiziert oder infiziert worden
waren. Dies ist in Anbetracht der Tatsache, dass viele Untersuchungen, die den
Einfluss zellularer Faktoren auf die HIV-1 Replikation untersuchen, die Zellen
transfizieren, aber meist nicht infizieren, von enormer Bedeutung. Die
Uberexpression der CLKs fiihrte im Fall der Transfektion der Zellen mit pNL4-3 zu
einer massiven Degradation der viralen mRNAs, wahrend die Replikation nach einer
Infektion nicht betroffen war (Abb. 3.18 und 3.19). Bei einer Transfektion wird die
virale DNA Uber Endozytose aufgenommen und gelangt schlieBlich in den Zellkern.
Dort wird sie extrachromosomal transkribiert und modifiziert. Bei einer Infektion findet
zunachst die reverse Transkription im Cytoplasma statt, der Pra-Integrationskomplex
gelangt in den Nukleus und die DNA wird in das Wirtsgenom integriert. Die
darauffolgenden Schritte wie SpleiBen und mRNA-Export unterscheiden sich
zwischen beiden Methoden nicht. Die Ergebnisse der Northern Blot Analyse
sprechen jedoch daflir, dass die Transkription im Fall der Transfektion bereits
stattgefunden haben muss und lasst auch einen vorzeitigen Abbruch der
Transkription unwahrscheinlich erscheinen, da andernfalls kein Signal mit der im
letzten Exon bindenden Sonde zu erwarten gewesen ware (Abb. 3.18). Es handelt
sich daher vermutlich um die Degradation der bereits synthetisierten RNAs und nicht
um etwaige Transkriptionsabbruchprodukte. Ein méglicher Unterschied zwischen den
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mMRNAs, die von der transfizierten proviralen DNA bzw. von dem infizierten Virus
stammten, kdnnten die vorhandenen Mengen sein, die bei der Transfektion gréBer
sind (vgl. Abb. 3.18 C und 3.19 C). Wie dieser Unterschied allerdings zur
Degradation fuhren kann, muss weiter untersucht werden. Da die Transfektion mit
dem Leervektor nicht zur Degradation der viralen mRNAs flhrte, muss es sich um
spezifische Eigenschaften der Gberexprimierten Kinasen handeln.

Wong et al. haben hinsichtlich der Bedeutung der CLKs fur HIV-1 ganzlich andere
Ergebnisse erzielt [268]. Die Uberexpression von CLK1 zeigte eine 3fache Erhéhung
der Gag Expression, wahrend die Uberexpression von CLK2 diese um etwa das
4fache reduzierte. CLK3 und CLK4 zeigten hingegen eine moderate Reduktion.
Bemerkenswert ist, dass die Inhibition durch TG003 — einem Inhibitor von CLK1,
CLK4 und CLK2 - keinen Effekt auf die virale Replikation zeigte, wahrend
Chlorhexidin — ein Inhibitor von CLK2, CLK3 und CLK4 — eine 4fache Reduktion aller
viralen Proteine bedingte. Die Inhibition von CLK2, dessen Uberexpression einen
negativen Effekt auf die Replikation auslbte, zeigte wiederum einen negativen
Einfluss. Es scheint also, dass eine ausgeglichene Menge von CLK2 fiir die
Replikation entscheidend ist.

Die unterschiedlichen Ergebnisse zwischen der vorliegenden Arbeit und der
Veréffentlichung von Wong et al. kénnten sowohl im verwendeten Zellsystem als
auch in der zeitlichen Abfolge der Experimente begriindet liegen. Wong et al. haben
eine HelLa Zelllinie verwendet, in der das HIV-1 Genom stabil integriert ist und
dessen Transkription durch einen TetON Promotor mittels der Zugabe von
Doxycyclin oder der Transfektion eines konstitutiv aktiven TetO transkriptionellen
Aktivators reguliert werden kann. Dabei wurden sowohl Tat als auch das TAR
Element im viralen Genom durch Mutationen inaktiviert. Die Transkriptionsrate
unterliegt also keiner nattrlichen Regulation. Zusatzlich erfolgte die Transfektion der
Kinasen parallel zur Induktion der viralen Replikation. Die Expression der CLKs
erfolgte also zu einem anderen Zeitpunkt als in der vorliegenden Arbeit (bereits 24
Stunden vor der Infektion). Die Transkriptomanalysen haben gezeigt, dass zumindest
die Expression der CLK1 mRNAs wahrend einer Infektion veréandert wird (Abb. 3.16).
Es ist also durchaus mdglich, dass die férdernde bzw. inhibierende Wirkung der
Kinasen stark vom Zeitpunkt innerhalb der Infektion abhangen.
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4.4 HIV-1 mRNAs werden durch eine verminderte NMD Aktivitat vor
der Degradation geschuitzt

Der Nonsense-mediated decay Pathway war urspringlich als reiner Entsorger von
fehlerhaften mRNAs verstanden worden. Unterdessen gilt er jedoch als wichtiger
Bestandteil der post-transkriptionalen Genregulation. Derzeit tragen auBerdem immer
neue Erkenntnisse zu einer Beteiligung von NMD in der Abwehr gegen Pathogene
bei. In Pflanzen wurde NMD bereits als genereller viraler Restriktionsmechanismus
definiert [410, 411]. Aber auch fir humane Pathogene scheint er eine wichtige Rolle
zu spielen, betrachtet man die immer gréBer werdende Zahl von Pathogen, flr die
Interaktionen mit dem NMD Pathway beschrieben werden [204, 210].

Die anfangliche starke Hochregulation von NMD nach einer HIV-1 Infektion (Abb.
3.23) kénnte also eine Abwehrreaktion der Zelle auf das eingedrungene Virus sein.
Selbst wenn bisher kein direkter Zusammenhang zwischen einer Infektion und dem
Verstarken von NMD in humanen Zellen beschrieben wurde, so deuten
Untersuchungen an Viren dennoch darauf hin. Die Replikation des Semliki Forest
Virus (SFV), einem Virus mit einem positiven RNA Genom, kann durch den
Knockdown der NMD Faktoren UPF1, SMG5 oder SMG?7 deutlich verstarkt werden
[205]. Das Rous-Sakrom-Virus (RSV) besitzt sogar ein RNA Stabilititselement (RSE)
stromabwarts des Gag ORFs, das die virale mRNA vor der Degradation durch NMD
schitzt. Durch die Deletion oder Inversion des Elements wird die mRNA degradiert.
Dies ist jedoch nicht der Fall, wenn eine trans-dominante Variante von UPF1
exprimiert wird, die den NMD Pathway inhibiert [206, 209, 412]. Das Vorhandensein
eines solchen Elements deutet auBerdem darauf hin, dass das Virus sich bereits an
NMD als Abwehrmechanismus angepasst hat. Vermutlich existiert also schon langer
eine Co-Evolution zwischen Zelle und Virus bezlglich NMD. Fir das Retrovirus
HTLV-1 sind bereits zwei virale Proteine — Tax und Rex — identifiziert worden, die die
NMD Aktivitat absenken kénnen und so die virale Replikation férdern [207, 208].
Auch im Verlauf der HIV-1 Infektion kommt es nach der anfanglichen Hochregulation
schlieBlich zu einem starken Abfall der NMD-Aktivitat (Abb. 3.23.), einhergehend mit
der Akkumulation endogener NMD-Substrate (Abb. 3.22, 3.21, 3.16, 3.10).
Interessanterweise zeigte die Inhibition der Akt Kinase einen vergleichbaren
Phanotyp und deren Phosphorylierung wird wahrend einer HIV-1 Infektion nach
anfénglicher Stimulation gehemmt (Abb. 3.3). Bisher gibt es kaum Literatur, die einen
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Zusammenhang zwischen NMD und zellularen Signalwegen herstellt. Es wurde
lange Zeit angenommen, dass NMD ein Mechanismus ist, der keiner Aktivierung
bedarf, stets aktiv ist und im Fall einer sensitiven mRNA die Degradation ausfuhrt.
Sowohl die Untersuchungen zu den viralen Interaktionen als auch die Tatsache, dass
NMD in hypoxischen Zellen herunterreguliert ist [413], deuten jedoch auf eine
Verknupfung von NMD mit extrinsischen Signalen hin. Tats&chlich wurde kurzlich
eine Insulin-vermittelte Férderung der Translation, die mit erhéhter Bindung von
UPF1 an PTC Transkripten und erhdhter NMD Aktivitat einherging, aufgedeckt [414].
Dabei kommt es zur einer verstarkten Akt Phosphorylierung, wahrend der
Knockdown von Akt zu einer 2,5fachen Herrunterregulation der NMD Aktivitat fihrt.
Der PI3K/Akt Signalweg kdnnte also ein mdglicher Kommunikator sein, Uber den
HIV-1 die NMD Aktivitat reguliert, obgleich die genauen molekularen Mechanismen
noch aufzuklaren sind. Auch die Tatsache, dass die Transfektion der proviralen DNA
nicht ausreicht (Abb. 3.24), um NMD zu inhibieren, bestarkt die Vermutung einer
signalwegabhangigen Regulation. AuBerdem ist eine Beteiligung der SR Proteine in
Betracht zu ziehen. Insbesondere fir SRSF1 wurde gezeigt, dass es die NMD
Aktivitat férdern kann [203]. Es wird vermutet, dass es entweder die EJC-Bildung
stabilisiert oder hierbei die geférderte Translationsinitiation durch SRSF1 eine Rolle
spielt. Interessant ist, dass die RS Doméane von SRSF1 fur die Férderung von NMD
essentiell ist. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass SRSF1 flr diesen Prozess in
phosphorylierter Form vorliegen muss. Da im Fall der HIV-1 Infektion und der
PI3K/Akt Inhibition zwar nicht insgesamt weniger SRSF1 aber vermutlich weniger
phosphoryliertes SRSF1 vorhanden ist (Abb. 3.4), kann also weiter spekuliert
werden, dass moglicherweise durch diese Dephosphorylierung die férdernde
Wirkung von SRSF1 auf die NMD Aktivitat verhindert wird.

Die Nukleinsdure-abhangige Helikase UPF1 ist zwar ein essentieller Bestandteil des
NMD Pathways, ist aber durchaus noch in andere zellulare Prozesse wie der DNA
Replikation oder der Telomer Hombostase involviert [154, 415]. Ajamin et al. haben
gezeigt, dass UPF1 eine Komponente des HIV-1 RNPs (ribonucleoprotein) ist und —
entkoppelt von dessen Rolle im NMD Pathway — den Export genomischer HIV-1
RNAs unterstitzt [338, 416]. Dabei haben sie nach UPF1 Knockdown einen Verlust
von Gag beobachtet, der sich allerdings durch die Expression einer siRNA
resistenten Variante von UPF1 nicht wieder ausgleichen lieB. Off-target Effekte
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kénnen also nicht ausgeschlossen werden. Fur die Untersuchungen der HIV-1
Replikation haben sie Zellen mit der proviralen DNA transfiziert und nicht infiziert,
was, wie in Kapitel 4.4 beschrieben, in manchen Untersuchungen zu
unterschiedlichen Resultaten fohren kann. In der vorliegenden Arbeit konnte
allerdings kein Einfluss des UPF1 Knockdowns auf die Replikation, weder nach
pNL4-3 Transfektion noch nach HIIV-1 Infektion, ausgemacht werden (Abb. 3.25).
Auch Serquina et al. konnten keinen Abnahme der viralen Proteinsynthese nach
UPF1 Knockdown nachweisen [417]. AuBerdem konnten sie die Steigerung der
viralen Replikation nach UPF1 Uberexpression, wie von Ajamnin et al. gezeigt, nicht
bestatigen. Allerdings haben sie beobachtet, dass Virione, die in Zellen ohne UPF1
gereift sind, weniger infektibs waren. Auch dies konnte in der vorliegenden Arbeit
nicht bestatigt werden (Abb. 3.24). Ein Unterschied zwischen dem hier
durchgefihrten Experiment und dem von Serqunia et al. ist die verwendete Indikator-
Zelllinie, die fir den Nachweis der Infektidsitat der Viren benutzt wurde. Da sie aus
unterschiedlichen Tumorgeweben stammen (TZM-bl: Adenokarzinom, GHOST-
CXCR4: Osteosarkom), ist eine andere Antwort auf die Virus Infektion auf Grund von
Entartungen nicht auszuschlieBen.

UPF1 ist ein Phosphoprotein und die Phosphorylierung durch SMG1 ist fir die NMD
Aktivitat entscheidend [418, 419]. Denkbar ware also, dass die Infektion lediglich die
Phosphorylierung von UPF1 st6rt, dadurch die NMD Aktivitat herunterreguliert wird,
dies aber keinen Einfluss auf die NMD-unabhangigen Funktionen von UPF1 hat, die
fir den HIV-1 Replikationszyklus notwendig sind. Festzuhalten ist, dass UPF1 eine
Rolle in der HIV-1 Replikation zu spielen scheint. Es bedarf weiterer Studien, die die

genauen Mechanismen aufklaren.

Die beobachtete Herrunterregulation der NMD Aktivitat nach HIV-1 Infektion kénnte —
wie im Fall von HTLV-1 [207, 208] — die viralen mRNAs vor der Degradation durch
NMD schitzen. HIV-1 hat, wie alle Retroviren, ein auBerst kompaktes Genom mit
teilweise Uberlappenden ORFs und einer frameshift site. Aufféllig sind auch die
langen 3’'UTRs der mRNAs, an die UPF1 langenabhangig bindet [185]. Die Bindung
kénnte die HIV-1 mRNAs NMD-sensitiv machen, wodurch PAPBC1 an der Bindung
mit den Release Faktoren gehindert wirde. Interessanterweise sind aber gerade die
mRNAs mit den langsten 3’'UTRs — Vif und Vpr — nicht NMD sensitiv, dafir aber Tat
Messages (Abb. 3.16). Denkbar ware, dass weitere Faktoren — dhnlich wie PABPC1
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und elF4G, deren Bindung an die mRNA NMD verhindern kann [164, 165] —im Intron
2 und Intron 3 stromabwaérts vom Vif beziehungsweise Vpr ORF binden. Beim
Semliki Forest Virus konnte ebenfalls gezeigt werden, dass der etwa 400 Nukleotid
lange 3'UTR keine Rolle fiir die NMD Sensitivitdt der RNAs spielt [205]. Ahnliche
Untersuchungen bei HIV-1 kénnen Aufschluss dartber geben, welche Eigenschaften
einige mMRNAs NMD sensitiv macht und andere vor der Degradation schutzt. Weitere
Studien sind also erforderlich, um die molekularen Details der Interaktion von HIV-1

mit dem NMD Pathway zu beleuchten.

Schlussfolgerungen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl die HIV-1 Infektion als
auch die Inhibition des PI3K/Akt Signalwegs die zellulare Genexpression verandern.
Folgendes Modell kann aus den Daten vorgeschlagen werden (Abb. 4.2): Das
Attachment des HI-Virus 1 an die Zellmembran flhrt zur Phosphorylierung der Akt
Kinase. Diese férdert wiederum die Phosphorylierung der SR Proteine, die zur
Generierung von SpleiBvarianten, wie zum Beispiel der WT-Variante von CLK1,
beitragen, die fur den weiteren Verlauf der Infektion essentiell sein kdnnten.
Andererseits férdern sowohl die Aktivierung der Akt Kinase, als auch die Aktivitat der
SR Proteine die zellulare NMD Aktivitat. Sowohl die Akt als auch die SR Protein
Phosphorylierung wird schlieBlich herunterreguliert, was die NMD Aktivitat senkt und
die viralen Tat Transkripte vor der Degradation schitzt. Neben der
Herunterregulierung der NMD Aktivitdt kommt es durch die Veranderungen des SR
Protein Pools zu alternativen SpleiBBereignissen, wie beispielweise im Fall von TP53,
wodurch die Generierung eines pro-apoptotischen Transkripts eingeschrankt wird.
AuBerdem werden die Gene der Transkriptionsfaktoren FOS und FOSB
herunterreguliert, die Ublicherweise die Transkription von TP53 férdern. Auch das
SpleiBen von SRSF1 wird massiv verandert. Von der generierten Variante missen
allerdings noch funktionale Assays zeigen, welche Bedeutung sie innerhalb der
Infektion hat.

Ein komplexes Zusammenspiel zwischen Virus, dem PI3K/Akt Signalweg, den SR
Proteinen und dem NMD Pathway koénnten also die zelluldaren Bedingungen

zugunsten der viralen Replikation verandern.
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Abbildung 4.2 Modell zu HIV-1 induzierten Veranderungen des PI3K/Akt Signalwegs auf die zelluldre
Genexpression.

In der friihen Phase der HIV-1 Infektion kommt es zur Phosphorylierung der Akt Kinase und der SR Proteine.
Dies fihrt wiederum zum veranderten Splei3en zellularer Gene wie von CLK1. AuBerdem wird dadurch die NMD
Aktivitat hochreguliert. Im weiteren Verlauf der Infektion wird der PI3K/Akt Signalweg inhibiert, einhergehend mit
einer verringerten SR Protein Phosphorylierung, Veranderungen der zellularen Genexpression (FOS, FOSB)
sowie alternativen SpleiBmustern (SRSF1, TP53, CLKT). AuBerdem flhrt die verringerte Aktivitat der SR Proteine
und des Signalwegs zu einer verringerten NMD Aktivitat, was die viralen tat Transkripte vor der Degradation
schitzt.
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6.1 Alamar blue®-Assay
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Abbildung 6.1. Die unterschiedlichen Transfektionsreagenzen beeinflussen die Zellviabilitat
gleichermaBen.

2 x 10* HelaCD4+ Zellen wurden pro Well in einer 96-Well Platte ausgesat und mit oder ohne den angegebenen
Plasmiden mittels der Transfektionsreagenzen Mirus, Lipofectamine® 2000 oder PEI transfiziert. Sofern
angegeben, wurden die Zellen 24 Stunden spater mit HIV-1 infiziert. Nach 48 Stunden erfolgte die Zugabe des
Alamar blue® Reagenz und die Auswertung nach Herstellerangaben (Invitrogen). Relative Menge des reduzierten
Alamar blue® Reagenz in Prozent ist dargestellt.
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6.2 Fluoreszenzbilder der transfizierten Clk Expressionsplasmide

Clk1 + HIV-1 Clk2 + HIV-1

CIk3 + HIV-1 Clk4 + HIV-1
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Abbildung 6.2 Co-Expression der transfizierten CLK Expressionsplasmide.

HelLa-CD4+ Zellen wurden mittels Mirus mit den CLK Expressionsplasmiden transfiziert. 24 Stunden spater
erfolgte die Infektion mit HIV-1 (MOI 0,5). Weitere 48 Stunden spéater wurde die Expression der GFP-getaggten
Plasmide mittels Fluoreszenzmikroskopie Uberprift.
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6.3 qPCR Analysen zur Validierung der RNA deep sequencing Daten
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Abbildung 6.3 qPCR Analysen bestéatigen die Daten der RNA deep sequencing Analysen.

PM1 Zellen wurden fiir 0 oder 48 Stunden mit HIV-1 infiziert (MOI 0,5). Alternativ wurden sie 30 min vor der
Infektion mit dem Akt Inhibitor MK2206 (5 uM) fur 48 Stunden behandelt oder ausschlieBlich mit dem Inhibitor.
Die RNA wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und die Expression der Gene mit den Primern #4985 und #4986
(TCF7), #4975 und #4976 (PXN), #4977 und #4978 (CABLES1) und #4981 und #4982 (ACTG2) ermittelt. Fir
jede Kondition ist dariiber hinaus der durchschnittliche rpomg Wert des Gens aus den RNA deep sequencing
Analysen gezeigt.
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6.4 Abkirzungen
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DTT
EDTA
EGF
elF
EJC
Env
eRF
ESE
EtBr
EtOH
Gag
ggs
GSK3
HAART
HCMV
HCV
GH1
HIV-1
hnRNP
HTLV-1

IRES
ISE
ISS
LTR
MA
MAP

Dithiothreitol
Ethylendiamintetraacetat
epidermal growth factor
Eukaryotischer Initiationsfaktor
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HIV-1 Envelope-Protein
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intronic splicing enhancer

intronic splicing silcencer
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miRNA
MOI
mRNA
mRNP
mTOR
MV
NC
ncRNA
Nef
NES
NMD
ORF
PAA
PABPN1
PAMP
PAS
PBS
PCR
PDK1
pH

PH
PHLPP
PI3K
PIK
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Pol Il

microRNA

multiplicity of infection

messengerRNA

messenger ribonucleoprotein particle
mammalian target of rapamycin
Masern Virus

Nucleocapsid (p7), HIV-1

non-coding RNA

Negative Effector, HIV-1

Nukleares Export Signal

nonsense mediated decay
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Polyacrylamid

polyadenylate-binding nuclear protein 1
pathogen associated molecular pattern
poly(A)-Signal

ohosphat buffered saline
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Phosphatidylinositol-3-Kinase
Pra-Integrationskomplex
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proline-rich nuclear receptor coregulatory protein 2
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poly (A)
PP2A
PPT
PR
PRR
PTB
PTC
PTEN
qPCR
rormg
RRE
RRM
RSE
RT
RTK
RT-PCR

SA

SD
SDS
SFV
SHIP
siRNA
SMG1
snRNP
SR
SRE

poly Adenin

Protein Phosphatase 2A
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Protease (p10), HIV-1

pattern recognition receptor
Polypyrimidintrakt bindendes Protein
premature termination codon
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Rev Response Element
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SS
STING
TAR
Tat
TBP
TC

TF
TLR
G.N.
U2AF
UPF1
UTR
VACV
Vif

Vpr
Vpu
WT
ZEBOV

6.5 Einheiten

°C
cm
g
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kDa
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stimulator of interferon responsive genes
transactivation-responsive region
trans-activator of transcription
TATA-Box Bindeprotein

ternary complex
Transkriptionsfaktor

Toll-like Rezeptor
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up frameshift protein 1
untranslated region
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Viral Infectivity Factor

Viral Protein R

Viral Protein U

Wild-Typ

Zaire Ebola Virus
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M Molar

mA Milliampere
m Milli, 10

u Micro, 10°®
min Minuten

n Nano, 10®
rom Umdrehungen pro Minute (,rotations per minute®)
sec Sekunde

u Unit

Vv Volt

W Watt
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