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1 Einleitung 
1.1 Das Masernvirus 

 

Die Masern sind eine hochansteckende, schwere Erkrankung und gehören immer noch zu den 

Hauptursachen für die hohe Kindersterblichkeit weltweit, obwohl ein sicherer und wirksamer Impfstoff 

vorhanden ist. Weltweite Immunisierungskampagnen haben es geschafft, die Todesfälle von 

geschätzten 750000 Fällen im Jahr 2000 auf 197000 Fälle 2007 zu reduzieren (WHO, 2009). 

Dennoch kommt es auch in Europa regional zu Masernausbrüchen, wobei sich die Zahl 2010 bis 2013 

auf ca. 100000 gemeldete Masernfälle beschränkte (WHO, 2013). 

 

1.1.1 Taxonomie  
Der Erreger der akuten Masern beim Menschen ist das Masernvirus (MV), das mit seinem 

einzelsträngigen, kontinuierlichen RNA-Genom in Negativstrangorientierung zur Ordnung der 

Mononegavirales gehört. Diese Ordnung umfasst die Familien Rhabdo-, Borna-, Paramyxo- und 

Filoviridae. Das MV wird in der Familie der Paramyxoviridae zur Unterfamilie der Paramyxovirinae 

gezählt, wegen der fehlenden Neuraminidase-Aktivität in die Gattung Morbillivirus eingeordnet und ist 

der einzige humanpathogene Vertreter dieser Gattung (Modrow et al, 2010).  

 
Tab. 1.1 Übersicht charakteristischer Vertreter der Familie der Paramyxoviridae (verändert nach Modrow et 

al, 2010). 

Unterfamilie Genus Mensch Tier 

Paramyxovirinae Respirovirus Parainfluenzavirus Typ 1 + 3 Sendaivirus                     

Simianvirus 10 

 Rubulavirus Mumpsvirus                   

Parainfluenzavirus Typ 2 + 4 

Simianvirus 5        

Simianvirus 41 

 Avulavirus --- Newcastle-Disease-Virus 

Vogelparamyxoviren Typ 2-9 

 Morbillivirus Masernvirus Hundestaupevirus    

Rinderstaupevirus 

 Henipavirus Hendravirus             

Nipahvirus 

Hendravirus (Pferd)         

Nipahvirus (Hund, Schwein) 

Pneumovirinae Pneumovirus Respiratorisches  

            Syncytialvirus (RSV) 

Respiratorisches  

             Syncytialvirus (Rind) 

 Metapneumovirus Metapneumovirus Metapneumovirus (Geflügel) 
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1.1.2 Klinik und Pathogenese 
Masern sind eine schwere Erkrankung, die mit hohem Fieber einhergeht. Das MV wird durch 

Tröpfcheninfektion von Mund-, Nasen- und Rachenschleimhaut, der Augenbindehaut oder durch 

direkten Kontakt übertragen und gelangt über den respiratorischen Trakt in die Lunge. Das Virus 

infiziert die dort anwesenden Zellen des angeborenen Immunsystems, wie z.B. dendritische Zellen 

(DCs) und Makrophagen, durch den zellulären Eintrittsrezeptor CD150 (SLAM, signaling lymphocyte 

activation molecule). Die vom Virus befallenen Zellen werden zu den lokalen lymphatischen Organen 

transportiert, in denen eine verstärkte Virusreplikation und -vermehrung stattfindet (Swart et al, 2007). 

Von den Lymphknoten, in denen sich eine Vielzahl Monozyten, T- und B-Zellen finden, geht die erste 

Virämie aus, sodass sich das Virus hauptsächlich zellgebunden in das retikuloendotheliale System 

ausbreitet. In der Mund- und Rachenschleimhaut entstehen die charakteristischen Warthin-

Finkeldeyschen Riesenzellen, die durch die Fusion infizierter Endothelzellen gebildet werden. In der 

zweiten Virämie werden Epithel- und Endothelzellen der Haut und vieler Organe (Nieren, Leber, 

Harnblase, Gastrointestinaltrakt) befallen (Modrow et al, 2010). Infizierte Lymphozyten wandern zum 

Respirationstrakt und transferieren Viren ins Epithel, wo diese an den basolateral-gelegenen 

Epithelzellrezeptor Nektin-4 (PVRL4) binden und den Replikationszyklus einleiten (Mühlebach et al, 

2011; Racaniello, 2011; Noyce et al, 2011). Über diese durch subepitheliale Immunzellen bewirkte 

Infektion von Epithelzellen des oberen respiratorischen Traktes gelangen neu synthetisierte 

Viruspartikel über die apikale Zellseite in das Lungenlumen, sodass diese als Tröpfchen freigesetzt 

werden und sich verbreiten (Ludlow et al, 2009; Ludlow et al, 2013).  

Das erste Anzeichen einer Maserninfektion ist hohes Fieber. In dieser Initialphase können weitere 

Symptome wie Schnupfen, Husten, Bindehautentzündung und die Koplikschen Flecken, ein 

charakteristisches Masern-Enanthem in der Mundschleimhaut, entstehen. Nach einigen Tagen tritt ein 

Hautausschlag auf, der sich – ausgehend von Nacken und Gesicht – innerhalb von drei Tagen über 

den ganzen Körper ausbreitet und binnen weiterer drei Tage wieder abklingt. Neben Komplikationen 

wie Mittelohrentzündung und Diarrhoe können auch schwere Komplikationen auftreten wie 

Pneumonie, akute postinfektiöse Encephalitis (zwei bis vier Wochen nach dem Ausschlag) oder auch 

die letale subakute sklerosierende Panencephalitis (SSPE), die – ausgelöst durch eine im Hirngewebe 

persistierende MV-Infektion – Jahre nach der akuten Masernerkrankung erscheint (Modrow et al, 

2010). 

 

1.1.3 Morphologie und virale Proteine 
Das MV ist ein polymorphes, umhülltes Virus mit einem Durchmesser von ca. 120 - 250 nm. Der virale 

Ribonukleoproteinkomplex (RNP) enthält das einzelsträngige RNA-Genom, das Nukleokapsid-Protein 

(N) und den Polymerase-Komplex aus Large-Protein (L) und Phospho-Protein (P). Das N-Protein 

verpackt die virale RNA, schützt diese vor dem Abbau durch Ribonukleasen und bindet den 

Polymerase-Komplex (Schneider-Schaulies, ter Meulen, 2009). Die Replikation des viralen Genoms 

wird durch das L-Protein als katalytische Einheit und das P-Protein als regulatorischen Co-Faktor der 

RNA-Polymerase ermöglicht (Horikami, Moyer, 1995). Eine Lipidhülle aus der Wirtszellmembran 

umgibt den viralen RNP, wobei das Matrixprotein (M), das die Hülle mit dem RNP verbindet, späte 
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1.1.4 Genom und Replikation 
Das RNA-Genom des MV ist einzelsträngig, nicht segmentiert, negativ orientiert, von N-Proteinen 

umgeben und 15894 Nukleotide lang. Es kodiert für sechs Strukturproteine, deren Gene linear in der 

Reihenfolge 3‘ N-P/C/V-M-F-H-L 5‘ ohne Überlappung angeordnet und durch intergenische 

Sequenzen (IGS) voneinander getrennt sind. Die IGS bestehen aus einem Poly-A-Signal, drei 

Nukleotiden (CUU) und einer Signalsequenz für die Reinitiierung der Transkription für distale Gene. 

Das Genom ist flankiert von einer transkribierten 3‘ Leader- und einer nichttranskribierten 5‘ Trailer-

Sequenz, die spezifische Enkapsidationssignale und einen viralen Promotor für die virale 

Transkription (Leader) und Replikation (Trailer) beinhalten (Schneider-Schaulies, ter Meulen, 2009). 

Nach dem Eintritt des MV in die Zelle wird die mRNA des N-Gens synthetisiert, katalysiert durch die 

RNA-Polymeraseaktivität des L-Proteins. An den Kontrollsequenzen der IGS erfolgt ein 

Transkriptionsstopp, woraufhin polyadenyliert, die IGS überlesen und die Transkription des P-Gens 

gestartet wird. Mithilfe dieses Mechanismus werden auch die mRNAs der Proteine M, F, H und L 

synthetisiert. Die gebildeten mRNAs sind am 5‘ Ende gekappt und am 3‘ Ende polyadenyliert. Der 

Start-/ Stopp-Mechanismus ist aber nicht immer erfolgreich, sodass ein Konzentrationsgradient an 

Transkripten entsteht bei dem distale Gene mit statistisch geringerer Häufigkeit abgelesen werden. 

Translatierte H- und F-Proteine werden im Golgi-Apparat modifiziert und zur Zelloberfläche 

transportiert. M-Proteine lagern sich an die Innenseite der Zytoplasmamembran an und bilden in 

Wechselwirkung mit den H- und F-Proteinen eine Matrixproteinschicht. Liegen genug N-Proteine in 

der Zelle vor, so wird zusammen mit dem L- und P-Protein das Überlesen der IGS induziert, wobei 

durchgehende RNA-Positivstränge entstehen. Diese dienen wiederum als Matrizen für die Herstellung 

von RNA-Genomen in Negativorientierung. Die auf voller Länge mit N-Proteinen versehene, 

genomische RNA bildet RNP-Komplexe. Diese assoziieren mit der intrazytosolischen Matrixprotein-

schicht an der Zytoplasmamembran, die wiederum mit den in der Zellmembran eingelagerten 

Glykoproteinen interagiert, welche mit lipid rafts assoziiert sind. Abschließend kommt es zur 

Ausstülpung der Membran, was zur Freisetzung neuer Viruspartikel führt (Modrow et al, 2010). 

 

 

1.2 Masernvirus-induzierte Immunsuppression 
Eine Maserninfektion resultiert in einer lebenslangen Immunität. Jedoch ist die MV-Infektion mit einer 

mehrwöchigen Immunsuppression verbunden, was die hohe Sterblichkeitsrate durch Sekundär-

infektionen erklärt (Griffin, 2010). 

Die Effekte der Immunsuppression durch das MV wurden bereits 1908 von Pirquet in der Studie über 

die verzögerte Überempfindlichkeitsantwort in Hauttests beschrieben (Pirquet, 1908). Die Tuberkulin-

antwort bleibt noch Wochen nach dem Verschwinden des Exanthems unterdrückt (Tamashiro et al, 

1987). Die MV-induzierte Immunsuppression ist eine Folge verschiedener Abnormalitäten des 

Immunsystems wie Lymphopenie, Verschiebung der Zytokinsekretion der T-Helferzell (Th2/CD4+)-

Antwort und die Unterdrückung der Expansionsfähigkeit peripherer Blutlymphozyten (Ward et al, 

1991; Hirsch et al, 1984). Die Lymphopenie betrifft B-Zellen, CD4+ und zytotoxische (CD8+) T-Zellen, 

wobei die Ausprägung mit der Schwere der Infektion und dem Alter in Zusammenhang steht. Die 
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Anzahl der T-Zellen regeneriert sich innerhalb weniger Tage, doch die Immunsuppression ist noch 

Wochen nach der Infektion nachweisbar (Avota et al, 2010; Okada et al, 2001). Mit dem Erscheinen 

des Exanthems sind erhöhte Plasmawerte von Interleukin-8 (IL-8), Interferon-γ (IFN-γ) und IL-2 

aufgrund der Aktivierung der CD8+ T-Zellen und der Th1-Antwort der CD4+ T-Zellen nachweisbar. 

Nach dem Abklingen des Exanthems nimmt die Expression von IL-4, IL-10 und IL-13 durch die Th2-

Antwort der CD4+ T-Helferzellen stark zu (Griffin, 2010). IL-10 ist ein Zytokin, das die Synthese vieler 

anderer Zytokine herunterreguliert, die Makrophagen-Aktivierung und T-Zell-Proliferation unterdrückt 

und die Freisetzung von Zytokininhibitoren begünstigt (Moss et al, 2002; Waal Malefyt et al, 1991 a; 

Waal Malefyt et al, 1991 b). Es konnte gezeigt werden, dass IL-10 für die MV-induzierte Immun-

suppression von Bedeutung ist (Sieling et al, 1993). 

Die MV-induzierte Immunsuppression ist auch gekennzeichnet durch eine Proliferationsinhibition 

primärer Lymphozyten nach mitogener/ allogener Stimulation. Die Ursache für diese Hemmung ist 

nicht der zytopathische Effekt (CPE, Fusion infizierter Zellen), da die Proliferation peripherer 

Blutlymphozyten durch den Kontakt mit infizierten Zellen, die nach Ultraviolett (UV)-Inaktivierung keine 

Viren mehr freisetzten, gehemmt werden kann. MV-infizierte DCs können einen negativen Einfluss auf 

die T-Zell-Aktivierung ausüben (Swart et al, 2007). Die Infektion führt zu einer phänotypischen Reifung 

der DCs, die sich durch eine erhöhte Expression von Reifungsmarkern, wie CD40, CD80, CD86, 

CD83 und des Haupthistokompatibilitätskomplexes der Klasse II (major histocompatibility complex, 

MHC-II-Molekülen), darstellt (Klagge et al, 2000). Die Reifung der DCs löst eine Umstellung von 

proinflammatorischen zu lymphoid-spezifischen Chemokinen aus, was sich durch die Veränderung 

der Oberflächenexpression von CCR5 zu CCR7 äußert, jedoch nach MV-Infektion nicht detektierbar 

ist (Abt et al, 2009). Infizierte DCs verlieren ihre Fähigkeit T-Zellen zu aktivieren und deren Expansion 

zu induzieren. Für die Aktivierung der T-Zelle ist die Ausbildung einer immunologischen Synapse (IS) 

zwischen DC und T-Zelle vonnöten. Diese stimulatorische Kontaktfläche zwischen infizierter DC und 

T-Zelle ist jedoch nicht stabil genug, um einen ausreichenden Kalziumeinstrom in die T-Zelle und 

folglich die T-Zell-Aktivierung zu induzieren (Shishkova et al, 2007). 

Des Weiteren ergaben in vitro Experimente, dass T-Zellen lediglich durch den Kontakt mit dem MV 

einen Proliferationsarrest zeigen, wofür die viralen Glykoproteine verantwortlich sind (Schlender et al, 

1996). Die Lymphozyten werden durch diesen Kontakt in der G1-Phase des Zellzyklus arretiert. Für 

diese Proliferationsinhibition ist die proteolytische Spaltung des F-Proteins essentiell (Niewiesk et al, 

1997). Bei Verwendung eines rekombinanten MV, bei dem die MV-spezifischen Glykoproteine mit 

denen des vesikulären Stomatitisvirus (VSV) ersetzt wurden, konnten periphere Blutlymphozyten nicht 

inhibiert werden, was die Bedeutung der Glykoproteine des MV bestätigt (Schlender et al, 1996). 

Dieses Verhalten ist unabhängig von den MV-Eintrittsrezeptoren CD150 und CD46 (Yanagi et al, 

2006), da auch Zellen, die diese Rezeptoren nicht exprimierten, eine MV-induzierte Inhibition der 

Proliferation zeigten und auch CD46- und CD150-blockierende Antikörper die Inhibition nicht 

verhinderten (Schneider-Schaulies, Dittmer, 2006). 

Des Weiteren wurde auch eine Inhibition der Zytoskelettdynamik bei T-Zellen nach MV-Kontakt 

beobachtet. Dieses Verhalten konnte auf die herunterregulierte Aktivierung der GTPasen Rac und 

Cdc42 sowie der Aktin-bindenden Linkerproteine Ezrin, Radixin und Moesin (ERM-Proteine) und auf 

die Aktivierung von RhoA und Cofilin zurückgeführt werden. Diese veränderte Regulation stört die 
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Ausbildung von Lamellipodien und Filopodien und schließlich auch die Adhärenz der Zellen auf 

Fibronektin (Müller et al, 2006).  

 

 

1.3 Masernvirus-induzierte PI3K-Inhibition 
Die Proliferationshemmung ist auf molekularer Ebene auf den Zellzyklusarrest und dieser wiederum 

auf die Inhibition der PI3-/ Akt-Kinase-Signalkaskade, eines wichtigen Bestandteils des T-Zell-

Rezeptor (TCR)-Signalwegs, zurückzuführen. Der 24-stündige Kontakt der T-Zellen mit dem MV 

führte zu einer reduzierten Akt-Phosphorylierung nach CD3/ CD28-Stimulation (Avota et al, 2001).  

Das MV verhindert den Abbau der E3-Ubiquitin-Ligase Cbl-b, eines Negativregulators der PI3-Kinase. 

Dadurch wird der Transport der PI3-Kinase, deren Aktivierung in den lipid rafts und die Generierung 

von Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) gestört. Da PIP3 für die Rekrutierung PH (pleckstrin 

homology)-Domänen enthaltender Proteine wie Akt oder Vav notwendig ist, werden auch die 

zugehörigen Signalkaskaden durch den MV-Kontakt gehemmt (Avota et al, 2004). Dem MV-

induzierten Proliferationsarrest kann entgangen werden, indem eine membrangebundene, aktive Form 

von Akt überexprimiert wird (Avota et al, 2001). 

Der PI3K-Signalweg kann auch pharmakologisch durch Wortmannin (Wipf, Halter, 2005) oder 

LY294002 (Vlahos et al, 1994) blockiert werden. Die beiden Moleküle inhibieren jeweils die 

katalytische Untereinheit p110 der PI3-Kinase und bewirken einen mit dem MV-Kontakt 

vergleichbaren T-Zell-Arrest. 

 

 

1.4 Phosphatidylinositol-3-Kinase-Signalweg 
Der PI3K-Signalweg übernimmt essentielle zelluläre Aufgaben wie z.B. das Überleben, Steuerung des 

Zellzyklus und Migration, weshalb Fehlregulationen der PI3K mit schweren Erkrankungen assoziiert 

werden. Die PI3-Kinasen bestehen aus einer katalytischen (p110) und einer regulatorischen (p85) 

Untereinheit. p110 besteht aus einer N-terminalen p85- und Ras-Bindungsdomäne, einer C2- und 

einer Phosphatidylinositolkinase-Homologie-Domäne, gefolgt von einer katalytischen Domäne am 

C-Terminus. p85 hingegen besteht aus einer p110-Bindungsdomäne, die von zwei Src-Homologie-

domänen flankiert wird. 

Es existieren acht Isoformen, die nach den p110-Untereinheiten in drei Klassen eingeteilt werden.  

Die am besten untersuchte Klasse I (p110α/ PIK3CA, p110β/ PIK3CB, p110γ/ PIK3CG und 

p110δ/ PIK3CD) kommt in allen Zelltypen vor, wobei PIK3CG und PIK3CD stark in Leukozyten 

angereichert sind. Die p110-Untereinheiten der Klasse I binden eine der fünf regulatorischen 

p85-Untereinheiten (außer p110γ/ PIK3CG), wodurch 15 Kombinationsmöglichkeiten entstehen. Die 

p85-Untereinheiten regulieren p110-Proteine durch Stabilisierung, Inaktivierung ihrer Kinaseaktivität 

auf ein Basislevel und Rekrutierung an phosphorylierte Tyrosinreste auf aktivierten Rezeptor-

Tyrosinkinasen (RTKs) bzw. in Adaptermolekülen über die Src-Homologiedomänen (Astoul et al, 

2001; Vanhaesebroeck et al, 2010). Durch die Bindung an die RTKs wird die inhibitorische Wirkung 
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von p85 aufgehoben und das p85-p100-Heterodimer zum PIP2-Substrat an die Plasmamembran 

transportiert (Engelman et al, 2006). 

 

 

 
Abb. 1.2 Bedeutung des Phosphatidylinositol-3-Kinase-Signalweg in der T-Zell-Biologie: SHIP - SH2-

Domäne-enthaltende Inositol-5-phosphatase, PTEN - Phosphatase und Tensin Homolog, INPP4 - Inositolpoly-

phosphat-4-phosphatasen (Srivastava et al, 2013). 

 

Die Klasse I PI3-Kinase ist charakterisiert durch die Phosphorylierung von Phosphatidylinositolen an 

der dritten OH-Gruppe des Inositolrings. Dabei agieren die Phosphatidylinositollipide als sekundäre 

Botenstoffe, welche von anderen Proteinen gebunden werden können (Engelman et al, 2006). Die 

Abbildung 1.2 zeigt, dass die Kinase durch die Stimulation des TCR aktiviert wird, woraufhin p110 

aktiviert und das p85-p110-Heterodimer zur Membran rekrutiert wird. Dann erfolgt die Phosphory-

lierung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PI-4,5-P2) zu PIP3. Das Phosphatase und Tensin 

Homolog (PTEN) terminiert und reguliert das PI3K-Signal durch analoge Dephosphorylierung, 

während die SH2-Domäne-enthaltende Inositol-5-phosphatase (SHIP) PIP3 in Phosphatidylinositol-

3,4-bisphosphat (PI-3,4-P2) umwandelt (Harris et al, 2008; Zhang et al, 2009 b; Srivastava et al, 

2013). Dieses PI-3,4-P2 kann durch die Inositolpolyphosphat-4-phosphatasen (INPP4, Funktion in 

Immunzellen unbekannt) dephosphoryliert werden (Srivastava et al, 2013). Nachgeschaltete 
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Signalmoleküle wie die Protein-Serin/Threonin-Kinase Akt (auch bekannt als Proteinkinase B/ PKB) 

binden an PIP3 in der Membran. Diese wird dort durch den mTOR (mammalian target of rampamycin)-

Rictor-Kinasekomplex und PDK1 (3-Phophoinositol-abhängige Kinase 1) phosphoryliert und aktiviert 

(So, Croft, 2013). Aber auch das von SHIP gebildete PI-3,4-P2 kann Akt rekrutieren und aktivieren 

(Srivastava et al, 2013). Die vollständige Aktivierung von Akt führt zu dessen Ablösung von der 

Membran und Translokation in das Zytoplasma und in den Nukleus, wo es wiederum viele Zielproteine 

- wie z.B. FOXO-Proteine - phosphoryliert und dadurch weitere zelluläre Funktionen reguliert 

(Engelman et al, 2006). 

Aktiviertes Akt inhibiert die Glykogensynthasekinase 3 (GSK3) (Barthel et al, 2005), was für die 

Stabilisierung von c-Myc und damit die Zellzyklusprogression wichtig ist. Akt fördert das Überleben der 

Zelle, indem es die Transkription des proapoptotischen Proteins BAD (BCL2-antagonist of cell death) 

blockiert und MDM2 (transformed 3T3 cell double-minute 2 p53-binding protein) für den p53-Abbau 

phosphoryliert (Vivanco, Sawyers, 2002). Des Weiteren führt Akt zur Aktivierung des mTOR-Raptor-

Kinase-Komplexes, wodurch die Proteinbiosynthese über die Phosphorylierung des Translations-

initiationsfaktors 4E-BP1 stimuliert wird (Richardson et al, 2004).  

Auch die Motilität und Polarität der Zelle werden durch diesen Signalweg reguliert. Dafür kontrolliert 

die PI3-Kinase zusammen mit den GTPasen Rac und Cdc42 die Aktindynamik (van Haastert, 

Devreotes, 2004). Zusätzlich treibt der PI3K-Signalweg noch die T-Helferzell-Expansion und die 

Differenzierung an (So, Fruman, 2012).  

 

 

1.5 Spleißreaktion eukaryotischer prä-mRNA 
Da MV die PI3K-Akt-Signalkaskade hemmt (Abschnitt 1.3), liegt es nahe, am Signalweg beteiligte 

Proteine, wie z.B. Lipidphosphatasen, auf eine veränderte Aktivität zu untersuchen. Bei Analysen der 

Lipidphosphatase SHIP1 (145 kDa) in primären T-Zellen wurde nach MV-Behandlung eine zusätzliche 

Bande bei 110 kDa im Western Blot entdeckt (Abbildung 1.3 a), die auch durch die Behandlung mit 

dem PI3K-Inhibitor LY294002 hervorgerufen werden konnte. Diese Bande konnte als eine Isoform des 

SHIP1 identifiziert werden, bei deren Synthese eine im Intron gelegene, alternative Translations-

initiationsstelle genutzt wird (Abbildung 1.3 b). Das Leseraster und die Phosphatase-Domäne bleiben 

erhalten, aber anders als SHIP1 ist das sogenannte SIP110 dauerhaft an der Membran gebunden. In 

seiner Funktion als Phosphatase dephosphoryliert es dadurch kontinuierlich das zelluläre PIP3, 

sodass der PI3-/ Akt-Kinase-Signalweg gehemmt wird, keine T-Zell-Proliferation mehr stattfinden kann 

und ein T-Zell-Arrest einsetzt (Harris et al, 2008; Avota et al, 2006). 
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Abb. 1.3 MV-induzierte Expression von SIP110 in primären T-Zellen: a - Western Blot von T-Zellen 24h 

kokultiviert mit inaktiviertem MV (WTF), dem MV-Impfstamm Edmonston (ED) oder Mock-Extrakt, WTF und ED 

zeigen die SIP110 spezifische Bande bei 110 kDa zusätzlich zur vollständigen Isoform des SHIP1 bei145 kDa; 

b - ermittelte Isoformen von SHIP1 und SIP110 mit der Position der Exons 5 und 6, der SH2-Domäne (essentiell 

für die aktivierungsabhängige Tyrosinphosphorylierung und die Rekrutierung zur Membran), der Inositol-

phosphatase-Domäne (IPase), der alternativen Translationsinitiationsstelle (schwarze Box) und den Prolin-

reichen Domänen (PR) (verändert nach Avota et al, 2006). 

 

Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl in MV-kontaktierten als auch in PI3K-inhibierten T-Zellen 

intronische Sequenzen in der reifen SHIP-mRNA verbleiben und folglich der Spleißprozess beeinflusst 

wird.  

 

1.5.1 Spleißmechanismus 
Eukaryotische Gene sind immer aus proteinkodierenden (Exons) und nicht-kodierenden Bereichen 

(Introns) aufgebaut. Beim Spleißen werden Introns aus der prä-mRNA entfernt und die Exons zu 

translatierbarer mRNA zusammengefügt. Die drei wichtigsten Spleißsignale (Abbildung 1.4 a) sind die 

5‘ Spleißstelle des Introns mit einem konservierten GU-Dinukleotid, die Verzweigungsstelle mit einem 

konservierten Adenosin, an die das 5‘ Ende des Introns bindet, und die 3´ Spleißstelle mit einem 

hochkonservierten AG-Dinukleotid, welches das Ende des Introns definiert (Matlin et al, 2005; Kim et 

al, 2008). 
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Abb. 1.4 Spleißsignale und Spleißmechanismus: a - 3 Spleißsignale: 5‘ Spleißstelle mit konserviertem GU, 

Verzweigungsstelle mit konserviertem Adenosin, 3´ Spleißstelle mit hochkonserviertem AG; b - Spleißreaktion: 

Spleißosom-Assemblierung und Bindung an 5‘ Spleiß- und Verzweigungsstelle, Bildung der Loop-Struktur, zweite 

Umesterung zur Verbindung von Exon 1 und 2; U1 - U6 - snRNPs, NTC - snRNP- freie spleißosomale 

Untereinheit, Boxen - konstitutive Exons, Linie zwischen Exons - Intron (verändert nach Martinez, Lynch, 2013). 

 

Die Spleißreaktion (Abbildung 1.4 b) wird durch das Spleißosom, einem makromolekularen Ribo-

nukleoproteinkomplex, katalysiert und erfolgt in zwei aufeinanderfolgenden, einfachen Umesterungs-

reaktionen. Das Spleißosom setzt sich aus kleinen nukleären Ribonukleoproteinpartikeln (snRNPs, 

U1 - U6) zusammen, die sich an das GU-Dinukleotid der 5‘ Spleißstelle und an das Adenosin der 

Verzweigungsstelle anlagern. Durch gegenseitige Wechselwirkung entsteht eine Loop-Struktur, 

sodass die Phosphodiesterbindung zwischen Exon und Intron an der 5‘ Spleißstelle gespalten werden 

kann und sich eine Verzweigung und eine intermediäre Lassostruktur bildet. Bei der zweiten 

Umesterung greift die 3‘ Ende des 5‘ Exons (Exon 1) die Phosphodiesterbindung zwischen dem Intron 

und dem 3‘ Exon (Exon 2) an, wodurch Exon 1 und Exon 2 miteinander verbunden werden und das 

Intron in einer Lassoform freigesetzt wird (Alberts, 2004; Berg et al, 2003; Purves, Markl, 2006). 

 

1.5.2 Alternatives Spleißen 
Zusätzlich zum konstitutiven Spleißen, bei dem alle Introns entfernt und konsekutive Exons 

zusammengefügt werden, gibt es auch noch das alternative Spleißen, bei dem Exons 

ein- bzw. ausgeschlossen oder auch Intronsequenzen in die mRNA eingebaut werden können 

(Affymetrix, Technical Note I; Lynch, 2004). Dadurch können aus einem Gen mehrere Proteine 

generiert werden, was die Proteinvielfalt enorm vergrößert und des Weiteren eine Kontrollmöglichkeit 

für die Genexpression darstellt (Black, 2000). Es wird geschätzt, dass mehr als 74 % der humanen 

proteinkodierenden Gene alternativ gespleißt werden (Blaustein et al, 2007). 

In Abbildung 1.5 sind die verschiedenen Varianten für alternatives Spleißen dargestellt. Das 

Kassettenexon (exon skipping/ cassette exon) ist ein einzelnes Exon, das unabhängig in die mRNA 

eingegliedert oder ausgeschlossen werden kann. Es kann in „übersprungene“ oder „verborgene“ 

Exons eingeteilt werden, je nachdem ob die Hauptisoform das Exon enthält oder nicht. Dieser Modus 

kommt in Säugetieren am häufigsten vor. Bei der Beibehaltung eines Introns (intron retention) kann 

ein Intron teilweise oder komplett in der mRNA erhalten bleiben. Dieser Modus ist am seltensten 

vertreten (Matlin et al, 2005) und kommt beispielsweise in humanen T-Zellen vor, wodurch auch 

SIP110 gebildet wird (Abschnitt 1.5).  
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Abb. 1.5 Verschiedene Spleißmuster für alternatives Spleißen: Exons (Boxen), Introns (schwarze bzw. graue, 

Linien), verschiedene Möglichkeiten des Spleißens (gestrichelte Linien), konstitutive Bereiche sind grau 

dargestellt, alternative Bereiche in gepunktetem Muster. 

 

Alternative Spleißprozesse werden häufig für immunrelevante Genprodukte beobachtet. Dazu zählen 

Oberflächenrezeptoren, Kinasen und Adapterproteine (wie z.B. CD3, FYN und VAV1) sowie 

Transkriptionsfaktoren (wie z.B. LEF1), aber auch Proteine, die RNA binden oder an der Regulation 

der mRNA-Prozessierung beteiligt sind (wie z.B. CELF1 und SAM68) (Lynch, 2004; Martinez, Lynch, 

2013). Die CD3ζ-Kette des TCR-Komplexes verknüpft Antigenerkennung und intrazelluläre Signal-

kaskaden, sodass das Expressionslevel von CD3ζ die Aktivierungsfähigkeit von T-Zellen bestimmt. 

Nach T-Zell-Aktivierung wird ein Intron in der 3’ UTR beibehalten, das in ruhenden T-Zellen entfernt 

wird. Defekte in dieser Intronretention konnten mit der Autoimmunerkrankung Lupus erythematodes in 

Verbindung gebracht werden (Nambiar et al, 2001).  

Die bekanntesten Beispiele sind jedoch CD44 und CD45. Das Oberflächenmolekül CD44 ist am 

Zellwachstum, Überleben und an der Differenzierung beteiligt. Dessen Gen enthält zehn 

Kassettenexons, die in naiven T-Zellen herausgespleißt und bei T-Zell-Aktivierung in verschiedenen 

Kombinationen in die mRNA eingefügt werden können. SAM68, das als Mitglied der STAR (signal 

transduction and RNA)-Familie in der Regulation der mRNA-Stabilität und Translation aktiv ist, löst 

auch das durch T-Zell-Aktivierung induzierte alternative Spleißen von CD44 aus. Dabei interagieren 

SAM68 und das SR-verwandte Protein SRm160 durch die Ras-Signalkaskade und bilden einen 
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Die SR-Proteine sind eine große, gut untersuchte Gruppe essentieller spleißregulatorischer Faktoren 

und bestehen aus ein bis zwei RNA-Bindungsdomänen am N-Terminus und einer RS-Domäne mit 

Wiederholungen von Serin/Arginin-Dipeptiden am C-Terminus. Die RNA-Bindungsdomäne enthält ein 

bis zwei RNA-Erkennungs-Motive (RRMs), die nötig sind, um mit der prä-mRNA interagieren zu 

können. Die RS-Domäne dient anderen RS-Domäne-tragenden Proteinen zur Protein-Protein-

Interaktion, rekrutiert snRNPs ins Spleißosom und kontaktiert direkt die prä-mRNA innerhalb des 

Spleißosoms (Hertel, Graveley, 2005; Graveley, 2005). Durch die Bindung der SR-Proteine an ESEs 

kann das Spleißen von angrenzenden Introns stimuliert werden. Hingegen kann die Bindung von SR-

Proteinen an exonische Sequenzen auch eine Spleißinhibition hervorrufen (Pozzoli, Sironi, 2005; 

Long, Caceres, 2009). Han et al (2011) zeigten, dass ein Exoneinschluss bzw. -ausschluss sowohl 

von der Bindung der SR-Proteine in ein alternatives oder flankierendes konstitutives Exon abhängt, 

als auch die Mitwirkung mindestens eines weiteren SR-Proteins benötigt.  

Je nach Phosphorylierungsstatus der RS-Domäne wird nicht nur die Funktion, sondern auch die 

subzelluläre Lokalisation der SR-Proteine reguliert, sodass diese an vielen weiteren Prozessen 

beteiligt sind, wie mRNA-Export, Genomstabilisierung, Abbau fehlerhafter RNA, Translation, aber 

auch Apoptose (Long, Caceres, 2009; Shepard, Hertel, 2009; Twyffels et al, 2011; Shin, Manley, 

2004; Graveley, 2000).  
Sowohl der Kontakt mit MV als auch die Hemmung der PI3-Kinase inhibieren die Phosphorylierung 

und infolgedessen die Aktivierung der SR-Proteine sowie deren nukleäre Anreicherung in 

PMA/ Ionomycin-stimulierten T-Zellen (Avota et al, 2006).  

 

 

1.6 Vorarbeiten zu dieser Arbeit 
1.6.1 Generierung der mRNAs für den Exon Array 

Da alternatives Spleißen in T-Zellen gerade auch für die Funktionalität essentiell ist (Abschnitt 1.5.2 - 

CD44, CD45 - und Abschnitt 1.5 - SIP110) und bei MV-Kontakt auch SR-Proteine, die als Spleiß-

regulatoren wirken, beeinflusst werden, sollten in einem Modell für die PI3K-abhängigen T-Zell-

Suppression Veränderungen der Exonmuster zwischen PI3K-inhibierten und normalen T-Zellen 

untersucht werden. Um diese Veränderungen der frühen Transkription im kompletten Genom mit Hilfe 

des Exon Human 1.0 ST Arrays zu analysieren, wurden in Vorarbeit von Meena Balakumari 

Narayanan T-Zellen aus den PBMCs von sieben unabhängigen Spendern gewonnen. Jeder Ansatz 

wurde halbiert, wobei nur eine Hälfte mit dem PI3K-Inhibitor behandelt wurde, gefolgt von der 

Stimulation mit PMA/ Ionomycin. Daraus hervorgehende Proben wurden mit S (stimuliert) und 

I (inhibiert/ stimuliert) bezeichnet. Nach der Selektion geeigneter RNAs für die Analyse wurden die 

gepaarten Ansätze von fünf Spendern von Margarete Göbel (Microarray Core Unit, Institut für 

Virologie) für den Whole Transcript Sense Target Labeling Assay und die Analyse mit dem Exon 

Human 1.0 ST Array eingesetzt, mit dem Expressionsprofile auf Genomebene, was einem herkömm-

lichen Microarray gleichgesetzt werden kann, aber auch auf Exonebene dargestellt werden können. 

Ebenfalls können alternative Spleißereignisse auf der Ebene des gesamten Genoms erfasst werden, 

da jedes Exon oder auch schon ein Teil davon als individuelles Objekt betrachtet werden kann. Diese 
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genomische Transkriptanalyse zusammen mit statistischen Technologien zur Analyse der Arraydaten 

kann von entscheidender Bedeutung bei der Aufklärung funktioneller Spleißregulationsmechanismen 

sein (Yoshida et al, 2006). 

 

1.6.2 Prozessierung der im Exon Array gewonnenen Daten 
Die Datenprozessierung wurde von Dr. Susanne Kneitz (Microarray Core Unit, Institut für Virologie) 

durchgeführt. Auf dem gesamten Array wurden 35685 verschiedene Transkripte entsprechend der 

Ensemble-Annotation getestet, von denen nur die Core-Probe Sets berücksichtigt wurden. Diese 

Transkriptcluster beinhalten alle RefSeq-Transkripte und vollständigen mRNAs. Nachdem zusätzlich 

noch alle Exons und Transkripte verworfen wurden, die in beiden gepaarten Proben nicht exprimiert 

wurden, blieben 283927 mit den Transkriptcluster IDs übereinstimmende Probe Sets für weitere 

Filterschritte übrig. Dadurch kann eine erhöhte Anzahl an falsch-positiven Genen vermieden werden 

(Whistler et al, 2010 a). Bei Plots zur Qualitätskontrolle wurden die Proben eines Spenders als 

Ausreißer identifiziert und für die weitere Analyse nicht berücksichtigt. 

Für die Identifikation alternativ gespleißter Gene wurde der Spleißindex (SI) für jedes Probe Set 

berechnet. Dazu wurde das Log-Verhältnis (log fold change, logFC) der Intensitäten des Probe Sets 

und des Gens ermittelt. Unter der Annahme, dass alternatives Spleißen eines Gens mit dem 

Streuungsgrad des SI der Probe Sets zusammenhängt, wurde das Intervall des SI für jedes Gen 

ermittelt. Dabei ist der SI der Unterschied von der Expression eines einzelnen Probe Sets zur 

Durchschnittsexpression des gesamten Gens. Je stärker sich dieser ermittelte Quotient unterscheidet, 

desto größer ist die Wahrscheinlichkeit, dass ein Gen reguliert wird. Mit Hilfe der Binären für den SI 

wurde für jedes Probe Set ermittelt, ob es reguliert oder nicht reguliert ist. Um als alternativ gespleißt 

eingeordnet zu werden, mussten die SI der gepaarten Proben eine ausreichende Differenz zeigen und 

10 % aller Probe Sets sich von der durchschnittlichen Expression des ganzen Gens unterscheiden. 

Mittels dieser Filter wurden 6156 Transkripte als alternativ gespleißt identifiziert. Nach dem Entfernen 

möglicher falsch-positiver alternativ gespleißter Gene und erneutem Filtern mit den zwei bereits 

verwendeten Bedingungen blieben 2192 Transkripte übrig, die als alternativ gespleißt eingestuft 

wurden (Riedel et al, 2013). 

 

 

1.7 Fragestellung 
Interagiert das Masernvirus mit T-Zellen, wird die Aktivierung der TCR-Signalkaskade gestört. Durch 

diesen Kontakt löst das MV über einen noch unbekannten Rezeptor ein Signal aus, das zur 

Aktivierung von Sphingomyelinasen und zu Ceramidakkumulation in der T-Zell-Membran führt. 

Dadurch wird die Reorganisation des Aktinzytoskeletts beeinträchtigt, sodass keine für die Polari-

sation notwendigen Membranausstülpungen gebildet werden können und die Motilität blockiert wird 

(Gassert et al, 2009). Ein wesentliches Zielmolekül dieser Hemmung ist die PI3-Kinase, die zur 

Aufhebung der T-Zell-Aktivierung führt. Dadurch werden nachgeschaltete (downstream) Signalwege 

sowie der Eintritt in den Zellzyklus, aber auch die Genexpression reguliert. Ein besonders wichtiger 
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downstream-Effektor ist die Protein-Serin/Threonin-Kinase Akt, auf dessen essentielle Bedeutung zum 

Beispiel bei der Aufrechterhaltung des Zellzyklus bereits in Abschnitt 1.4 eingegangen wurde. 

Infolgedessen werden die Aktivität spleißregulatorischer Faktoren, wie der SR-Proteine, deren 

nukleäre Akkumulation und die Spleißmuster von mRNAs verändert, wie zum Beispiel bei der 

alternativ gespleißten SHIP1-Isoform SIP110. Im Vergleich zu SHIP1 handelt es sich bei SIP110 um 

eine dauerhaft membrangebundene, aktive Phosphatase, die kontinuierlich den PIP3-Gehalt der Zelle 

vermindert, durch die Umwandlung von PIP3 in PIP2 das PI3K-Signal terminiert und infolgedessen die 

Rekrutierung von PH-Domänen enthaltenden Proteinen erschwert (Harris et al, 2008; Avota et al, 

2004; Avota et al, 2006). Daher liegt die Annahme nahe, dass während dieser PI3K-abhängigen 

T-Zell-Suppression neue Genprodukte mit verändertem Spleißmuster gebildet werden, die aktiv an 

der T-Zell-Suppression beteiligt sind. So unterbricht zum Beispiel das alternative SHIP1 Spleißprodukt 

SIP110 tatsächlich die TCR-gesteuerte Expansion und Proliferation in T-Zellen (Avota et al, 2006).  

Um PI3K-induziertes alternatives Spleißen oder differentielle Regulation auf Genomebene in T-Zellen 

zu untersuchen, können folglich Vergleichsanalysen verschiedener durch den Exon Array ermittelter 

Exonmuster zwischen PI3K-inhibierten und normalen T-Zellen eingesetzt werden, die Aufschluss über 

unterschiedliche, bislang unbekannte Spleißvarianten geben. Solche neuen Spleißvarianten könnten 

auch den Zellzyklus oder die Zellviabilität regulieren und demzufolge als genetische Biomarker für die 

MV-induzierte Immunsuppression Verwendung finden, aber auch durch Überexpression Veränderun-

gen auf T-Zell-Funktionen verursachen und z.B. als T-Zell-Silencer agieren. Diese Spleißvarianten zu 

identifizieren sowie weitere funktionell für die MV-vermittelte Immunsuppression relevante Kandidaten 

zu finden und zu charakterisieren, war Ziel dieses Projekts. 
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2 Material 
2.1 Verwendete Organismen 

Alle verwendeten Zelllinien und Bakterien standen im Institut für Virologie Würzburg zur Verfügung. 

2.1.1 Zelllinien  

Tab. 2.1 verwendete Zelllinien: RPMI - Roswell Park Memorial Institute, FCS - fetales Kälberserum, DMEM - 

Dulbecco's Modified Eagle Medium. 

Zelllinie Zelltyp, Ursprung Medium 

BJAB 
humane EBV-negative lymphoblastoide               

B-Zelllinie, Suspensionszellen 
RPMI 1640 mit 10 % FCS 

B95a 
EBV-transformierte B-Zelllinie, Krallenaffe         

(Callithrix jacchus),  semiadhärent 
RPMI 1640 mit 5 % FCS 

HEK293T 
humane embryonale Nierenepithelzelllinie mit stabiler 

Expression des SV 40 T-Antigens, semiadhärent 

DMEM mit 10 % FCS +      

0,6 % Glutamin 

A301 
humane HTLV-1-negativ lymphoblastoide T-Zelllinie, 

Suspensionszellen  
RPMI 1640 mit 10 % FCS 

HuT-78 humane lymphoblastoide T-Zelllinie, Suspensionszellen RPMI 1640 mit 10 % FCS  

H9 
humane lymphoblastoide T-Zelllinie, klonales Derivat 

von HuT-78, Suspensionszellen  
RPMI 1640 mit 10 % FCS  

Jurkat humane lymphoblastoide T-Zelllinie, Suspensionszellen RPMI 1640 mit 10 % FCS  

TAXI Tax-immortalisierte T-Zelllinie, Suspensionszellen RPMI 1640 mit 10 % FCS 

MOLT-4 humane lymphoblastoide T-Zelllinie, Suspensionszellen RPMI 1640 mit 10 % FCS  

 

2.1.2 Primäre Zellen 
Primäre Zellen wurden aus Leukozytendepletionsfiltern isoliert (Abschnitt 3.1.5), welche von der 

Abteilung für Transfusionsmedizin der Universitätsklinik Würzburg bereitgestellt wurde. Der Gebrauch 

dieses Blutes wurde von der Ethikkommission der Universität Würzburg genehmigt.  

 

2.1.3 Kompetente Bakterien  
Für Transformationen zur Amplifikation von Plasmiden wurden E. coli Top10 (Invitrogen) oder E. coli 

XL10-Gold (Stratagene) verwendet. 
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2.2 Viren 

 
Das verwendete Virus Wildtyp Fleckenstein (WTF) wurde in BJAB-Zellen vermehrt (Abschnitt 3.2.1). 

 
 

2.3 Nukleinsäuren 
2.3.1 Expressionsvektor pEGFP-N1 

 

 
 
Abb. 2.1 Schematische Darstellung des eukaryotischen Expressionsvektors pEGFP-N1. 

 

2.3.2 Primer 
Die Primer (FW - vorwärts, REV - rückwärts) für die Validierung und die Überprüfung der Regulation 

im Virus-inhibierten System wurden mit Primer 3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/), die für 

die CDS-Sequenz und die Klonierung per Hand gewählt und über Sigma-Aldrich geordert. 

 
Tab. 2.2 Primer für die Validierung des Exon Arrays: alt. spl. – bezieht sich auf den alternativ gespleißten 

Bereich, const. – bezieht sich auf den konstanten Bereich. 

Primer Sequenz 5‘ - 3‘ Lokalisation

Alternativ gespleißt 

TRIM47 FW alt. spl. 162bp CAAGACCTCGAGAGTACGAACC Exon 5 

 REV alt. spl. 162bp GGGGTAGTTGATAGGACACAGC Exon 6 

 FW const. 173bp GGCTAGAGGAGAGCCTGTGC Exon 1 

 REV const. 173bp GCTCAGGACTTTGGACTGCTC Exon 2 

WRAP53 FW alt.spl. 174bp GTTCCTGCATCTTGACCAATAG Exon 4 

 REV alt.spl. 174bp GGGCTGAGGACATCAGAGAATA Exon 5 

 FW const. 184bp GTTCCTAGTGAGTGGCAGCAC Exon 9 

 REV const. 184bp CTCAGGAAACACACGCTGAC Exon 10 

MCS 591...671

f1 origin 1649...2104
KanR/NeoR 2629...3423

SV40 origin 2445...2580

pUC origin 4008...4651

pEGFP-N1
4733 bp

CMV promotor 1...589

EGFP 679...1398
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CHN1 FW alt.spl. 198bp GCCACACTGGTGTGAATACTGT Exon 9 

 REV alt.spl. 198bp CGCTTAGTGGTATGTGCTTTCA Exon 10 

 FW const. 151bp GATGAATATAGACCTCCTGTTTG Exon 2 

 REV const. 151bp CTGCTTCTCTGGAGATCATGC Exon 5 

TPRG1 FW alt.spl. 522bp GCTTCTGGCTCTTGACAAAGAT Exon 3 

 REV alt.spl. 522bp CAAGGGAATAGCCAAGTTTGTT Exon 6 

 FW const. 538bp TTATCTGAGCCAATCACACCTC Exon 1 

 REV const. 538bp ATAGACAGCGCTCAGAGGAATC Exon 4 

STAP2 FW alt.spl. 601bp CTGCTTCCTGGGCACCTATAC Exon 5 

 REV alt.spl. 601bp CATCTTGGTTCTCATAGTCAACAGC Exon 10 

 FW const. 569bp CGTCTAGCCAGGACAAGCTG Exon 10 

 REV const. 569bp TCCTGGGGTCAGAGTTTTAATC Exon 13 

IL4I1 FW alt.spl. 780bp CTGTCCTGGGCTAACCATAAAG Exon 6 

 REV alt.spl. 780bp GCGAAGCTGAGATAGAAGAAGC Exon 13 

 FW alt.spl. 212bp CAAGTTCACCCAGTACGACAAG Exon 10 

 REV alt.spl. 212bp CAAACTTCTTCATCGCCTTTCT Exon 12 

 FW const. 332bp CCTTCTGTGGCAGTTAGGAGAC Exon 3 

 REV const. 332bp CTTTATGGTTAGCCCAGGACAG Exon 6 

 FW const. 213bp ACAGTGGAGGGCAGTGGAGA Exon 7 

 REV const. 213bp GCAGCTGCTCATAGTCAGGAT Exon 9 

Primer Sequenz 5‘ - 3‘ Lokalisation

Differentiell reguliert 

DTL  FW 125bp GCAAGTGAATCAAATCAGTGGA Exon 8 

 REV 125bp CCACAGTAACACTTTGCTGGAA Exon 9 

 FW 154bp GCCTTAGTCCAGATGACCAGTT Exon 11 

 REV 154bp TTTGTGAAGTCAGATGGACACC Exon 16 

SLFN5 FW 172bp AGACAATTGCCCACAAGAGAAT Exon 2 

 REV 172bp AGTAGCGTTTCTGCTGCTCTTT Exon 3 

 FW 227bp CCAGAGAGTTGTTTGTTCATGG Exon 4 

 REV 227bp AATGTGCTGGATGTGTTCAAAG Exon 5 
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PFKM FW 718bp GACTCCGAGCTGCCTACAAC Exon 5 

 REV 718bp CTGACTACACAGGCTGGGGTAT Exon 10 

 FW 758bp TCTAAGAGTGGTTCGCACACAG Exon 12 

 REV 758bp CCCTCCTCAGAGTACAGGTTGA Exon 19 

DOK2 FW 644bp GGAGTGAAGGAGAGAGCTGAAG Exon 1 

 REV 644bp CAGAAACCTGTAGGGCCAGTC Exon 4 

 FW 602bp CCACAAGGAATTTGCTGTGAC Exon 4 

 REV 602bp GCTCATCGTATATGTGGTCAGG Exon 5 

RAD51 

AP1 

FW 538bp TCACAGTTTGACCACTCTGACA Exon 2 

REV 538bp CACTATCACCATCACTGCCTTC Exon 8 

FW 748bp AAGATTCTTCTGGAAGGCAGTG Exon 8 

REV 748bp CGCTCTTCACAAGGAAAGGTAT Exon 12 

Primer Sequenz 5‘ - 3‘ Lokalisation

Kontrollprimer für RT-PCR 

β-Aktin FW 514 bp 

REV 514 bp 

GCACTCTTCCACCTTCCTTCC 

TCACCTTCACCGTTCCAGTTTT 

 

 

 
Tab. 2.3 zusätzliche Primer für die Validierung und die Überprüfung der Regulation in Zelllinien: alt. spl. – 

bezieht sich auf den alternativ gespleißten Bereich, const. – bezieht sich auf den konstante Bereich, N/A - nicht 

vorhanden. 

Primer Sequenz 5‘ - 3‘ Lokalisation

Alternativ gespleißt 

FBXO6 FW alt. spl. 202bp GGGAGACAGCTTCAGGACAC Exon 1 

 REV alt.spl. 202bp GGTCATGAGGTCGATGAGGTC Exon 2 

 FW const. 217bp CCAGCTGGTGGACCTTGTAG Exon 4 

 REV const. 217bp ATTGTTCCACTGTTGGATGGTC Exon 5 

BRSK1 FW alt.spl. 226bp GTTAAACTCGGGGTCCACTG Exon 4 

 REV alt.spl. 226bp CCAGGTAGTCGAATAGCTCACC Exon 6 

 FW const. 197bp GTGAGGAGGAGAACCAAGAAAA Exon 4 

 REV const. 197bp GGTGATGCTCAGGACTTCCAT N/A 
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HDAC9 FW alt.spl. 219bp GATCAGCTCAGTGGATGTGAAG Exon 2 

 REV alt.spl. 219bp CGTGTCAAGTTCTCATGCTGTT N/A 

 FW const. 153bp GTGACACCATTTGGAATGAGC Exon 20 

 REV const. 153bp CTGTGGATTCTTCAGCGTGAT N/A 

Primer Sequenz 5‘ - 3‘ Lokalisation

Differentiell reguliert 

HELLS FW 246bp GGGATTGGGTAAGACAGTTCAG Exon 10 

 REV 246bp GACGTGATTACCACAGGATGAA Exon 11 

 FW 169bp CACAAATGACAAGCATGTTGGA Exon 20 

 REV 169bp CCACCAGCTCGTGTACTCACTA Exon 21 

 FW 750bp TCAGAGGTCATGTCAAAAGAGG Exon 7 

 REV 750bp GTTTGCAAGGGAGTACCAGTC Exon 13 

 FW 725bp TCCTATAGACCCTGTTACACAAGAA Exon 18 

 REV 725bp CCATCTTCTCTTTAATTGGTCCTG Exon 24 

SESN3 FW 246bp GAGTGGTTGAATGGTTTGGAAT Exon 5 

 REV 246bp CTTGCCAAAGCATGATAATGTG Exon 6 

 FW 169bp GCTGCGCAGAGCTTTATTTAAC Exon 9 

 REV 169bp TTGAACTGCCGCCAGTAACTAT Exon 10 

 FW 724bp CCAACTACCTGCTCTGTACCAA Exon 2 

 REV 724bp AAGTTGCTGCCTGAAAGAGATG Exon 6 

 FW 459bp GGGTATGAAGACTTTGCCAGAC Exon 8 

 REV 459bp GGCACGAAGAGCATAAAGAAGT Exon 11 

ARHGEF6 FW 170bp CCTTTATTCAGGGGTCAATTTC Exon 5 

 REV 170bp GCCCTGAAACTGTGCTAGAAAC Exon 6 

 FW 211bp TCCATTGTAACAACAACCAGGA Exon 18 

 REV 211bp GGTGCAGGTCGTAGACAACTTA Exon 19 

 FW 562bp GAGATGACGGAAAATGGAAGTC Exon 7 

 REV 562bp CTGAAGGATGGTTTGCACAGTA Exon 12 

 FW 511bp TTAGACCATCAGCAGCACTAGG Exon 19 

 REV 511bp CTACTGGACTCGCCTCGAATAC Exon 25 
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DNMBP FW 178bp AGCTACCAAGAAGCCATTTGAG Exon 19 

 REV 178bp CAAGTCTTGAGCAGCATTGAAG Exon 20 

 FW 196bp GGAGAAGAGAGCCAAGGTCATA Exon 9 

 REV 196bp GATTTCCAGAGCAGCCAATAAT Exon 10 

 FW 702bp GGATGAGCTTGAGGGAACATAC Exon 11 

 REV 702bp GTGAAGAGCTGGTCACTGATGT Exon 17 

 FW 707bp AGCTACCAAGAAGCCATTTGAG Exon 19 

 REV 707bp CGGAGTAGCCAACTATTTCTGG Exon 21 

 

 
Tab. 2.4 Primer für die CDS-Sequenz, der zu klonierenden Gene: Tm - Schmelztemperatur. 

Primer Sequenz 5‘ - 3‘ Tm 

FBXO6 882bp FW ATGGATGCTCCCCACTCCAAAG 70,2 °C 

FBXO6 882bp REV TCAGAAAATCTGGACAACAGCTC 64,4 °C 

SLFN5 2676bp FW ATGAGTCTTAGGATTGATGTGGA 61,5 °C 

SLFN5 2676bp REV TCACACAGAAGCCTTCAGAATAT 61,6 °C 

FAM184A 3423bp FW ATGGCGACCCCGGGCATGAG 77,3 °C 

FAM184A 3423bp REV TCAGAATGTGAAGTACCGGGCA 68,7 °C 

LAT2 732bp FW ATGAGCTCGGGGACTGAAC 64,3 °C 

LAT2 732bp REV CTAGGCTTCTGTGGCTGCC 65,0 °C 

 

 
Tab. 2.5 Primer für die Klonierung in den Expressionsvektor pEGFP-N1: Tm - Schmelztemperatur. 

Primer Sequenz 5‘ - 3‘ Tm 

FBXO6 903bp FW (XhoI) AGATCTCGAGATGGATGCTCC 64,6 °C 

FBXO6 903bp REV (HindIII) ATTCGAAGCTTGAAAATCTGGAC 64,3 °C 

SLFN5 2697bp FW (XhoI) AGATCTCGAGATGAGTCTTAGGA 60,1 °C 

SLFN5 2697bp REV (HindIII) ATTCGAAGCTTCACAGAAGCCTT 66,2 °C 

Fam184A 3443bp FW (XhoI) CAGATCTCGAGATGGCGACCCCGGG 80,7 °C 

Fam184A 3443bp REV (EcoRI) CTGCAGAATTCGGAATGTGAAGTACCGGG 76,4 °C 

LAT2 750bp FW (XhoI) AGATCTCGAGATGAGCTCGGG 67,0 °C 

LAT2 750bp REV (HindIII) ATTCGAAGCTTGGCTTCTGTGG 68,5 °C 
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Tab. 2.6 Primer für Überprüfung der Regulation ausgewählter Gene im Virus-inhibierten System: alt. spl. – 

bezieht sich auf den alternativ gespleißten Bereich, const. – bezieht sich auf den konstanten Bereich. 

Primer Sequenz 5‘ - 3‘ Lokalisation

Alternativ gespleißt 

FBXO6 FW alt.spl. 202bp CCAGCTGGTGGACCTTGTAG Exon 4 

 REV alt.spl. 202bp ATTGTTCCACTGTTGGATGGTC Exon 5 

 FW const. 217bp GGGAGACAGCTTCAGGACAC Exon 1 

 REV const. 217bp GGTCATGAGGTCGATGAGGTC Exon 2 

WRAP53 FW alt.spl. 174bp GTTCCTGCATCTTGACCAATAG Exon 4 

 REV alt.spl. 174bp GGGCTGAGGACATCAGAGAATA Exon 5 

 FW const. 184bp GTTCCTAGTGAGTGGCAGCAC Exon 9 

 REV const. 184bp CTCAGGAAACACACGCTGAC Exon 10 

Differentiell reguliert  

SLFN5 FW 172bp AGACAATTGCCCACAAGAGAAT Exon 2 

 REV 172bp AGTAGCGTTTCTGCTGCTCTTT Exon 3 

 FW 227bp CCAGAGAGTTGTTTGTTCATGG Exon 4 

 REV 227bp AATGTGCTGGATGTGTTCAAAG Exon 5 

HELLS FW 246bp GGGATTGGGTAAGACAGTTCAG Exon 10 

 REV 246bp GACGTGATTACCACAGGATGAA Exon 11 

 FW 169bp CACAAATGACAAGCATGTTGGA Exon 20 

 REV 169bp CCACCAGCTCGTGTACTCACTA Exon 21 

Kontrollprimer für RT-PCR 

β-Aktin FW 514 bp 

REV 514 bp 

GCACTCTTCCACCTTCCTTCC 

TCACCTTCACCGTTCCAGTTTT 

 

 

 

Für die Validierung der Genlisten mittels qPCR wurden die geeigneten Housekeeping Gene 

Ubiquitin C (UBC) und Tyrosin-3-monooxygenase/tryptophan5-monooxygenase activation protein, 

zeta polypeptide (YWHAZ) gewählt und die entsprechenden Primer bei Quiagen bestellt. 
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2.3.3 siRNA 
Die verwendeten siRNAs wurden mit Hilfe des BLOCK-iT™ RNAi Designers von Life Technologies 

gewählt und über Sigma-Aldrich bezogen. 

 
Tab. 2.7 verwendete siRNAs: ntc - Nukleotidposition der Gensequenz. 

siRNA Sequenz 5‘ - 3‘ 

SLFN5 siRNA sense (ntc 1570) GCACAUGGAAGCCCUGUUA 

SLFN5 siRNA antisense (ntc 1570) UAACAGGGCUUCCAUGUGC 

FBXO6 siRNA sense (ntc 609) CCAUCCAACAGUGGAACAA 

FBXO6 siRNA antisense (ntc 609) UUGUUCCACUGUUGGAUGG 

 

Das siRNA-Trockenpellet wurde in 100 µl HPLC-H2O aufgenommen, 1 min bei 90 °C und 1 h bei 

37 °C inkubiert, zu je 10 µl aliquotiert und bei -80 °C gelagert. 

 

 

2.4 Größenstandards 
Agarosegele: GeneRulerTM 1kb und 100bp DNA Ladder (Fermentas) 

SDS-PAGE: Page RulerTM prestained protein ladder (Fermentas)  

 

 

2.5 Medien und Zusätze 
Alle Medien, ATV, Versene, Glutamin und PBS wurden in der hausinternen Medienküche hergestellt. 

Das fetale Kälberserum (FCS) von Invitrogen wurde vor der ersten Verwendung zur Inaktivierung bei 

56 °C für eine Stunde erhitzt und anschließend bei 4 °C gelagert. 

 

2.5.1 Eukaryotische Zellen 

5,6 % Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) 

Antibiotika: Penicillin/ Streptomycin (100 I.E./ml, 1 ml pro Röhrchen) 

IL-4 

GM-CSF 

Lipopolysaccharid (LPS) 

Fusionsinhibitorisches Peptid (FIP, Z-D-Phe-L-Phe-Gly-OH) 

 

 

Miltenyi Biotech 

Immunex 

Sigma-Aldrich 

Bachem

 

Die Medien RPMI 1640 und DMEM wurden auf 500 ml immer mit 15 ml 5,6 %-NaHCO3 gepuffert und 

mit 1 ml Antibiotika und 25 ml (5 %) bzw. 50 ml (10 %) FCS versetzt. Zusätzlich wurde das DMEM für 

die Kultur von HEK293T-Zellen mit 0,6 % Glutamin versehen. 
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Einfriermedium zur Kryokonservierung von Zelllinien wurde hergestellt aus 80 % FCS und 20 % 

DMSO. 

 

2.5.2 Bakterien 

Medium Zusammensetzung 
LB-Medium  10 g/l  Bacto-Trypton 

 10 g/l NaCl 

   5 g/l Hefeextrakt 

 10 mM Tris HCl (pH 7,5) 

 

Für LB Agar wurde das LB-Medium zusätzlich mit 15 g Agar-Agar versehen. Um Selektionsmedium 

oder Selektionsagar herzustellen wurde dem autoklaviertem LB-Medium/ -Agar 100 µg/ml des 

Antibiotikums Kanamycin hinzugefügt. 

 

 

2.6 Puffer und Lösungen 
Die für die folgenden alphabetisch aufgelisteten Puffer verwendeten Chemikalien wurden von den 

Firmen Applichem, Merck oder Sigma-Aldrich bezogen. 

 

Ammoniumpersulfat (APS) 10 % (w/v) in aqua dest. 

 

Anodenpuffer – 30 mM 3,6 g Tris 

 200 ml Methanol 

 ad 1 l aqua dest., pH 10,4 

 

Anodenpuffer – 300 mM 36 g Tris 

 200 ml Methanol 

 ad 1 l aqua dest., pH 10,4 

 

ATV  8 g NaCl 

(aus hausinterner Medienküche) 0,4 g KCl 

 1 g D(+)-Glucose 

 0,58 g NaHCO3 

 0,5 g Trypsin 

 0,2 g Versene 

 ad 1 l aqua dest., pH 7,4 

 

FACS-Puffer PBS (Ca2+/Mg2+-frei) 

 0,5 % (w/v) BSA 

 0,02 % (w/v) NaN3 
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Kathodenpuffer 5,2 g Hexansäure 

 3 g Tris 

 20 % (v/v) Methanol 

 ad 1 l aqua dest., pH 9,4 

 

Milchpuffer PBS (Ca2+/Mg2+-frei) 

 5 % (w/v) Magermilchpulver 

 0,05 % (v/v) Tween-20 

 

Mini-Präparationspuffer  

 Lösung 1 5 ml 1 M Tris pH 7,5   

  2 ml 0,5 M EDTA pH= 8,0 (4 °C) 

  1 ml RNase 10 mg/ml  

  ad 100 ml aqua dest. 
 

 Lösung 2 0,2 M NaOH 

  1 % SDS 

  ad 150 ml aqua dest. 
 

 Lösung 3 3,0 M Kalium-Azetat  

  pH 5,5 mit Essigsäure einstellen 
 

 Lösung 4 100 ml 0,1 M Tris pH 6,4 

  8,8 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 

  2,6 ml Triton X-100  

  120 g Geno Cyanate 

  13,2 ml aqua dest. 
 

 Dia Erde 10 g Diatomaceaus Earth 

  500 µl HCL 

  ad 50 ml aqua dest. 
 

 Waschpuffer 10 ml 5 M NaCl 

  5 ml 1 M Tris pH 7,5 

  2,5 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 

  ad 250 ml aqua dest. 

  250 ml EtOH 

 

NTE-Puffer 1 mM NaCl 

 0,1 M Tris, pH 7,4 

 0,01 M EDTA 

 ad 1 l aqua dest., pH 7,4 
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Paraformaldehyd (PFA, 4 %) 4 g Paraformaldehyd 

 ad 100 ml PBS (Ca2+/Mg2+-frei) 

 

PBS  80 g NaCl 

 2 g KCl 

 11,5 g Na2HPO4 x H2O 

 2 g KH2PO4 

 ad 1 l aqua dest. 

 

Proteingelpuffer 250 mM Tris-HCl 

 1,9 M Glycin 

 1 % (w/v) SDS 

 pH 8,7 

 

Saccharoselösungen 25 % (w/v) Saccharose in NTE 

 30 % (w/v) Saccharose in NTE 

 54 % (w/v) Saccharose in NTE 

 60 % (w/v) Saccharose in NTE 

 

Saponin-Puffer FACS-Puffer 

 0,33 % (v/v) Saponin 

 

SDS-Probenpuffer (6 x) 0,5 g Tris pH 6,8 

 0,4 % SDS 

 6 ml Glycerol 

 0,6 ml ß-Mercaptoethanol 

 2,4 mg Bromphenol blau 

 ad 20 ml aqua dest. 

 

TE-Puffer 10 mM Tris-HCl, pH 8,5 

 ad 1 l aqua dest. 

 

Trypanblau 0,25 % (w/v) in PBS (Ca2+/Mg2+-frei) 

 

Versene 0,2 g KCl 

(aus hausinterner Medienküche) 0,2 g KH2PO4 

 0,572 g Na2HPO4 

 8,2 g NaCl 

 0,2 g Versene 

 

Waschpuffer für Western Blot PBS (Ca2+/Mg2+-frei) 

 0,05 % (v/v) Tween-20 
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2.7 Enzyme und Reaktionspuffer 
                   

Enzyme/ Reaktionspuffer  Hersteller 
Restriktionsenzyme (XhoI, Hind III, EcoRI) Thermo Scientific 

Tango-/ R-Puffer (10 x) Thermo Scientific 

T4 DNA-Ligase (5 Weiss u/µl) Fermentas 

T4 DNA-Ligasepuffer (10 x) Fermentas 

50 % PEG 4000 (w/v) Fermentas 

 

2.8 Antikörper und Farbstoffe 
       

Tab. 2.8 verwendete Antikörper und Farbstoffe: BD - Becton Dickinson, TPB - Torrey Pines Biolabs, WB - 

Western Blot, IF - Immunfluoreszenz. 

Epitop Klon Isotyp/ Ursprung Hersteller Methode Verdünnung

Antikörper für die T-Zell-Stimulation 

α-Maus IgG polyclonal Ziege Dianova 
αCD3/ CD28 

Stimulation 

1:40 

α-CD3 UCHT1 Maus-IgG1, κ BD 1:1000 

α-CD28 CD28.2 Maus-IgG1, κ BD 1:1000 
 

Primärantikörper 

α-MV H Serum H45 Kaninchen-IgG VIM WB 1:1000 

α-GFP polyclonal Kaninchen-IgG TPB WB 1:5000 
      

Epitop Konjugat Isotyp, Konjugat Hersteller Methode Verdünnung

konjugierter Primärantikörper 

α-human Ki67 B56 Maus-IgG1, κ; PE BD FACS 1:50 

Isotyp-Kontrolle MOPC-21 Maus-IgG1, κ; PE BD FACS 1:50 
      

Sekundärantikörper 

Name Hersteller Ursprung Methode Verdünnung

α-Kaninchen IgG (H+L) – HRP Cell signaling Ziege WB 1:2000 
      

Fluoreszierende Farbstoffe 

Name spez. Färbung von Hersteller Methode Verdünnung 

Phalloidin-Alexa 594 F-Aktin Molecular probes IF 1:50 

AnnexinV-PE apoptotische Zellen BD FACS 1:20 

7AAD tote Zellen BD FACS 1:10 
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2.9 Zytokine 
       
Tab. 2.9 verwendete Zytokine und Chemokine.  

Bezeichnung Hersteller 

rekombinantes, humanes SDF-1α PeproTech 

GM-CSF Immunex 

humanes IL-4 Miltenyi Biotec 

 
 
 

2.10 Kits 
       

Bezeichnung  Hersteller 
Amaxa® Human T cell Nucleofactor® Kit     Lonza 

Bicinchoninic Acid (BCA) Kit (Proteinkonzentration)    Sigma-Aldrich 

Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit      Applied Biosystems 

DyNAmoTM ColorFlash SYBR® Green qPCR Kit (F-416)   Finnzymes 

ECLTM Western Blotting Detection Reagents     Amersham 

Endofree® Plasmid Purification Maxi Kit     Quiagen 

First Strand cDNA Synthesis Kit     Thermo Scientific 

 mit: M-MuLV Reverse Transkiptase (20 U/µl)    

        RiboLock RNase Inhibitor (20 U/µl) 

illustraTM pureTaq Ready-To-Go PCR Beads     GE Healthcare 

NucleoSpin® Extract II Kit (PCR Clean-up)     Macherey-Nagel 

Phusion High-Fidelity PCR Kit     Finnzymes 

RNA 6000 Nano Kit     Agilent 

RNeasy® Mini Kit     Quiagen 

Whole Transcript Sense Target Labeling Assay     Affymetrix 

 

 

2.11 Chemikalien 
Allgemeine Reagenzien wurden von Sigma-Aldrich und Applichem bezogen. Projekt-spezifische 

Reagenzien sind im Folgenden aufgeführt.  
    

Chemikalie  Hersteller 
7AAD Staining Solution     Becton Dickinson 

AnnexinV Bindungspuffer (10 x)    Becton Dickinson 

ECL Western Blotting Detection Reagents     GE Healthcare 

Fibronektin     Sigma-Aldrich 

Ficoll, Lymphocyte Separation Medium LSM 1077     Amersham 

Fluorescein Calibration Dye (qPCR)    BioRad 

Fluoromount-G     Southern Biotech 
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Fusionsinhibitorisches Peptid (FIP, Z-D-Phe-L-Phe-Gly-OH)  Bachem  

GelRedTM    Genaxxon 

Glycogen (20 µg/µl)    Invitrogen 

Hefeextrakt BactoTM    Becton Dickinson 

Histopaque®-1077     Sigma-Aldrich 

Ingenio® Electroporation Solution    Mirus 

jetPEITM Cationic polymer transfection reagent    Polyplus Transfection  

LY294002 (2-(4-morpholinyl)-8-phenylchromon)     Calbiochem 

Magermilchpulver    Sucofin 

Page RulerTM prestained protein ladder     Fermentas 

Phalloidin-Alexa 594     Invitrogen 

Poly-L-Lysin     Sigma-Aldrich 

Protease Inhibitor Cocktail (complete, EDTA-free)    Roche 

[methyl-3H] Thymidine (37 MBq in 1000 µl)    Hartmann Analytik 

TRIzol® RNA Isolation Reagents     Life Technologies 

Trypton    Becton Dickinson 

 

 

2.12 Plastikwaren und Verbrauchsmaterial 
Allgemeine Plastikwaren und Verbrauchsmaterialien wurden vom Laborversand Hartenstein, Greiner 

bio-one und Eppendorf bezogen. Projekt-spezifische Verbrauchsmaterialien sind im Folgenden 

aufgeführt.  
          

Bezeichnung      Hersteller 
Bakterienzentrifugenbehälter     Nalgene 

Chamber Slides, LabTek IITM     Nunc 

Einfrierboxen Cryo 1 °C Freezing Container     Nalgene 

Elektroporationsküvetten (2 mm Spaltbreite mit Spezialpipette)  VWR 

FACS-Röhrchen      BD-Falcon 

Filtermatten      Perkin Elmer  

μ-Slide VI ibiTreat      Ibidi 

μ-Slide VI uncoated      Ibidi 

μ-Slide 8 well ibiTreat      Ibidi 

μ-Slide 8 well uncoated      Ibidi 

Nylonwolle      G. Kisker GbR 

UltraPureTM Agarose      Invitrogen 

Ultrazentrifugenröhrchen (25 x 89 mm)     Beckman 

Whatman Nitrozellulosetransfermembran Protran® BA83   GE Healthcare 
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2.13 Geräte 
Im Folgenden sind projektrelevante Geräte aufgeführt.  
          

Gerät      Hersteller  
ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer     Applied Biosystems 

Bakterienzentrifuge Beckman J2-MC (Rotor: JA-10)    Beckman 

Bioanalyzer     Agilent 

Dark Box     Fujifilm 

FACS Calibur - Durchflusszytometer      Becton Dickinson 

Fluidic Station 450      Affymetrix 

Fluoreszenzmikroskop DM IRE2     Leica 

GeneChip Scanner 3000 7G     Affymetrix 

Gradientenzykler Mastercycler gradient 5331     Eppendorf 

Harvester 96®      Tomtec 

iCylcer IQ     BioRad 

Konfokales Laserscanning Mikroskop LSM 510 Meta    Zeiss 

Lichtmikroskop Labovert FS      Leitz 

NucleofectorTM II Device     Lonza 

PCR-Maschine, PTC-200 Thermo Cycler     MJ Research (BioRad) 

Photometer      Eppendorf 

Realtime-Thermocycler LightCycler 2.0 real-time PCR System  Roche 

Szintillationszähler MicroBeta2TM      Perkin Elmer 

Ultrazentrifuge Sorvall® DiscoveryTM 90SE (Rotor: Surespin 33)  Hitachi 

UV-Lichttisch Fluo-Link    Vilber Lourman 

UV-Transilluminator Gel Jet Imager      Intas 

 

 

2.14 Software 
       

Programm      Hersteller  
AIDA      Raytest 

ApE – A plasmid Editor v1.17     Wayne Davis 

Cell Quest Pro      Becton Dickinson 

Excel – Office 2010      Microsoft 

FlowJo      Tree Star Inc. 

iCyclerIQ Multicolor Real Time PCR Detection System Version 3.1 BioRad 

Intas GDS     Intas 

LSM Image Browser      Carl Zeiss 

Powerpoint – Office 2010      Microsoft 

Photoshop® CS5     Adobe 

R (freie Programmiersprache für Statistik)     Bioconductor project 

Word – Office 2010      Microsoft 
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3 Methoden 
3.1 Zellkultur und -isolation  

 

Die verwendeten primären Zellen und Zelllinien (2.1.2 und 2.1.1) wurden in Zellkulturflaschen oder  

-platten im Brutschrank bei 37 °C in wasserdampfgesättigter Atmosphäre und einem CO2-Gehalt von 

5 % kultiviert.  
 

3.1.1 Zellkultur von Suspensionszellen  
BJAB-Zellen wurden in RPMI 1640 mit 10 % FCS in aufrecht stehenden Zellkulturflaschen kultiviert. 

Zur Weiterkultivierung wurden sie abzentrifugiert (5 min, 300 g, Raumtemperatur (RT)), in frischem 

Medium resuspendiert und mit einer 1:5 Verdünnung in neue Zellkulturflaschen überführt. 

Humane, primäre mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) und T-Zellen wurden in 

RPMI 1640 mit 10 % FCS gehalten. 

 

3.1.2 Zellkultur adhärenter Zelllinien 
Die semiadhärente Zelllinie HEK293T wurde in DMEM mit 10 % FCS und 0,6 % Glutamin in liegenden 

Zellkulturflaschen kultiviert, die semiadhärente Zelllinie B95a in RPMI 1640 mit 5 % FCS. Zur Weiter-

kultivierung wurden die konfluenten Zellen nach einmaligem Spülen mit ATV-Lösung abgelöst, 

abzentrifugiert (5 min, 300 g, RT), in frischem Medium resuspendiert und mit einer 1:5 bis 1:10 

Verdünnung in neue Zellkulturflaschen ausgesät. 

 

3.1.3 Bestimmung der Lebendzellzahl  
Die Lebendzahl wurde mit Hilfe des Vitalfarbstoffs Trypanblau ermittelt. Dafür wurden die Zellen im 

Medium resuspendiert, ein Aliquot 1:4 oder 1:10 mit Trypanblau verdünnt und in eine vorbereitete 

Neubauer-Zählkammer überführt. Tote Zellen nehmen den Farbstoff auf und können anhand der 

Blaufärbung unter dem Lichtmikroskop identifiziert werden. Daraufhin können die lebenden, 

ungefärbten Zellen in allen vier Quadranten gezählt und die Zellzahl mittels der folgenden Gleichung 

berechnet werden. 

 
 

Lebendzellzahl pro ml = Mittelwert aus vier Quadranten x Verdünnungsfaktor x 104  
 
 

Formel 3.1 Berechnung der Lebendzellzahl. 

 

3.1.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen  
5 x 106 Zellen wurden abzentrifugiert (5 min, 300 g, RT), das Pellet in 0,5 ml eisgekühltem FCS 

resuspendiert, mit 0,5 ml Einfriermedium versetzt und in ein Kryokonservierungsröhrchen überführt. 

Dieses Röhrchen wurde über Nacht in einer mit Isopropanol gefüllten Einfrierbox auf -80 °C abgekühlt 

und anschließend in einen Tank mit flüssigem Stickstoff überführt. 
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Zur Rekultivierung wurden die kryokonservierten Zellen unter fließendem, kalten Wasser fast komplett 

aufgetaut, in 8 ml eiskaltem Medium aufgenommen und abzentrifugiert (5 min, 300 g, RT). Das Pellet 

wurde einmal mit 10 ml eisgekühltem Medium gewaschen, anschließend in 10 ml 37 °C warmen 

Medium resuspendiert und in einer 25 cm2 Zellkulturflasche bei 37 °C im Brutschrank kultiviert. 

 

3.1.5 Isolierung mononukleärer Zellen aus peripherem Blut  
Mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) umfassen 

einkernige Blutzellen wie T-Zellen, Monozyten, Makrophagen, B-Zellen und natürliche Killer-Zellen. 

Für die Isolation von PBMCs wurden die durch Zentrifugation angereicherten Blutzellen aus 

Leukozytendepletionsfiltern verwendet. Die ca. 7 ml Blut pro Filter wurden mit Versene auf 50 ml 

aufgefüllt und jeweils die Hälfte auf 9 ml Ficoll-Plaque vorsichtig mit einer Plastikpipette überschichtet. 

Durch die anschließende Dichtegradientenzentrifugation (2 min Anlauf, 30 min, 300 g, 2 min Bremse, 

RT) wurden die Erythrozyten von den PBMCs separiert. Die angereicherten PBMCs (milchige 

Interphase) wurden abgenommen, dreimal mit 37°C warmen PBS-/- gewaschen (5 min, 300 g, RT), 

das Pellet in 10 ml 10 % RPMI 1640 resuspendiert und für die Isolierung von Monozyten (Abschnitt 

3.1.6) und T-Zellen (Abschnitt 3.1.7) weiterverwendet. 

 

3.1.6 Generierung humaner dendritischer Zellen (DCs) aus Monozyten  
Dazu wurden zwei 175 cm2 Zellkulturflaschen mit 45 ml 10 % RPMI 1640 befüllt, jeweils mit 5 ml 

PBMC-Suspension aus Abschnitt 3.1.5 versehen und liegend 1 - 2 h im Brutschrank inkubiert. Danach 

wurden die Suspensionszellen abgenommen, auf eine Konzentration von 5 x 106 Zellen/ml verdünnt 

und für die Aufreinigung von T-Zellen verwendet (Abschnitt 3.1.7). Die adhärierten Monozyten wurden 

dreimal mit PBS-/- gewaschen und mit 10 % RPMI 1640 über Nacht im Brutschrank inkubiert. 

Innerhalb dieser Zeit lösten sich die Monozyten vom Plastik und befanden sich dann im Überstand. 

Daraufhin wurden die Monozyten mit einer Konzentration von 5 x 105 Zellen/ml differenziert, indem 

dem Medium die Zytokine GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating factor, 500 U/ml) und 

IL-4 (250 U/ml) zugesetzt wurden. Nach zwei Tagen wurde das zytokinhaltige Medium gewechselt. 

Nach weiteren drei Tagen in zytokinhaltigem Medium verlieren die Monozyten den zelltypischen 

Oberflächenmarker CD14 und exprimieren die für unreife DCs typischen Oberflächenmarker CD1a, 

CD11c, CD80niedrig, CD86niedrig, HLA-DRniedrig. Zur Ausreifung der DCs wurden dem zytokinhaltigen 

Medium 100 ng/ml LPS hinzugefügt. 

 

3.1.7 Anreicherung primärer T-Zellen mittels Nylonwolle  
Für die Anreicherung von T-Zellen nutzt man deren geringere Bindungsaffinität an Nylonwolle in 

Abhängigkeit von Temperatur und FCS-Gehalt des verwendeten Mediums im Vergleich zu allen 

anderen mononukleären Zellen.   

50 ml Spritzen wurden mit 2 g Nylonwolle befüllt und autoklaviert. Diese wurden als Säule verwendet 

und vor Gebrauch am unteren Ende mit einem Stück Plastikschlauch versehen, der mit einer 

Metallklemme verschlossen werden konnte. Die Säule wurde mit 5 % RPMI 1640 äquilibriert, mit einer 

sterilen Pipette alle Luftblasen entfernt und mit neuem Medium versehen. Die nicht-adhärenten 
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PBMCs (Abschnitt 3.1.6) wurden gezählt, 1,5 x 108 Zellen abgenommen, pelletiert (5 min, 300 g, RT), 

resuspendiert in 7 ml 5 % RPMI 1640 und auf die Säule gegeben. Daraufhin wurde das Medium 

solange langsam abgelassen, bis die komplette Zellsuspension in die Nylonwolle eingedrungen war. 

Um eine Austrocknung der Nylonwolle zu vermeiden, wurde diese mit 5 - 10 ml frischem 5 % RPMI 

1640 vorsichtig überschichtet, die Säule sowie der Nylonschlauch mit abgeflammter Alufolie 

verschlossen und 40 min im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die ungebundenen 

T-Zellen von der Säule langsam eluiert. Die Säule wurde mit 25 ml warmen 5 % RPMI 1640 

gewaschen und der komplette Durchfluss in einem 50 ml Zentrifugenröhrchen gesammelt. Nach der 

Zentrifugation (5 min, 300 g, RT) wurden die angereicherten T-Zellen in 10 % RPMI 1640 mit einer 

Konzentration von 2 - 5 x 106 Zellen/ml resuspendiert. 

 

 

3.2 Virologische Methoden 

3.2.1 Anzucht von Viren  
Die Zucht des Wildtypstammes WTF (Wildtyp Fleckenstein) erfolgte auf BJAB-Zellen. Für die 

Präinfektion wurden 5 x 107 Zellen abzentrifugiert (5 min, 225 g, RT), in 7 ml serumfreiem RPMI 1640 

resuspendiert, mit einer Multiplizität der Infektion (multiplicity of infection, MOI) von 0,01 infiziert und 

auf einem Wippschüttler für 2 - 4 h bei 37°C inkubiert. Nach erneutem Pelletieren (5 min, 225 g, RT) 

wurden die infizierten Zellen in 100 ml RPMI 1640 mit 10 % FCS resuspendiert und 2 - 3 Tage liegend 

im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Danach wurden je 10 ml dieser Präinfektion auf zehn Zell-

kulturflaschen mit 70 % konfluenten BJAB-Zellen verteilt und bei 37°C inkubiert bis ca. 90 % der 

Zellen einen zytopathischen Effekt (CPE) zeigten. Unter dem CPE versteht man bei den 

Paramyxoviridae die Ausbildung mehrkerniger Riesenzellen (Synzytien). Zusätzlich wurden fünf 

weitere Zellkulturfalschen mit nicht-infizierten BJAB-Zellen als Negativkontrolle (Mock) verwendet. Am 

Folgetag wurde die Hauptinfektion geerntet, indem die Zellen abzentrifugiert (5min, 225 g, RT) und in 

jeweils 1 ml eisgekühltem PBS aufgenommen wurden. Die so hergestellten 5 ml der Mock-Kontrolle 

und 10 ml der Viruslösung wurden bei -80 °C eingefroren. Am Folgetag wurden die Zellen auf Eis 

aufgetaut, mit dem Dounce-Homogenisator 10 x homogenisiert und anschließend die Zelltrümmer 

abzentrifugiert (15 min, 1400 g, 4 °C). Nach wiederholter Zentrifugation wurde vom Überstand ein 

Aliquot als ungereinigtes Virus in Kryokonservierungsröhrchen abgenommen und bei -80 °C 

eingefroren. Die übrige Virussuspension wurde vollständig für die Virusaufreinigung (Abschnitt 3.2.3) 

eingesetzt. Die Bestimmung des Virustiters (Abschnitt 3.2.2) erfolgte mittels der Endpunkttitration 

TCID50. 

 

3.2.2 Bestimmung des Virustiters TCID50 
Mit dem TCID50 (tissue culture infectious dose of 50%) wird ermittelt, bei welchem Verdünnungsgrad 

einer virushaltigen Lösung die Hälfte der beimpften Zellkultur tatsächlich infiziert wird. Für die 

Virustitration wurden 5 x 104 B95a-Zellen pro Napf in zwei 96-Napf-Platten ausgesät und über Nacht 

bei 37 °C kultiviert. Danach wurde eine logarithmische Verdünnungsreihe des ungereinigten 

Wildtypvirus WTF in serumfreiem RMPI 1640 von 10-1 bis 10-8 hergestellt. Acht Näpfe jeder Platte 
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wurden mit je 100 µl einer Verdünnungsstufe infiziert – angefangen mit der größten Verdünnung – und 

diese Infektion für 1 - 2h bei 37 °C inkubiert. Zusätzlich wurden zur Kontrolle jeweils acht Näpfe jeder 

Platte mit 100 µl RPMI 1640 ohne FCS bzw. mit 100 µl Mock-Kontrolle versehen und auch 1 - 2h bei 

37 °C inkubiert. Anschließend wurde das Medium vorsichtig entfernt und 100 µl RMPI 1640 mit 

5 % FCS zu den Zellen gegeben, ausgehend von den Näpfen mit der größten Virusverdünnung. 

Drei Tage nach der Infektion wurden in jedem Napf die Zellen im Lichtmikroskop auf die Ausbildung 

des CPEs hin überprüft. Anhand der Anzahl der Näpfe mit CPE konnte der Virustiter mit Hilfe der 

folgenden Formeln berechnet werden. 
 

 

log TCID50 = xp=1 + ½ d – d Σp 
 
 

Formel 3.2 Formel zur Bestimmung der 50 % Endpunkttitration: xp=1 - dekadischer Logarithmus der höchsten 

Verdünnungsstufe, bei der noch in allen Ansätzen ein CPE sichtbar ist, d - dekadischer Logarithmus des 

Verdünnungsfaktors, p - Anteil der CPE positiven Näpfe pro Verdünnungsstufe, Σp - Summe aller p ab der 

Verdünnungsstufe xp=1 und den p-Werten aller höheren Verdünnungen mit beobachtetem CPE; berechnet wird 

der dekadische Logarithmus der Verdünnungsstufe, bei der 50 % der Ansätze einen CPE aufweisen. 
 

 

 
 

Formel 3.3 Formel zur Berechnung des Standardfehlers der TCID50: d - dekadischer Logarithmus der 

Verdünnungsstufe, p - Anteil an CPE positiven Näpfe pro Verdünnungsstufe, n - für die Anzahl der Näpfe pro 

Verdünnungsstufe. 

 

3.2.3 Virusaufreinigung durch Ultrazentrifugation 
Um das Virus anzureichern und dessen Reinheit zu verbessern, wurden drei aufeinanderfolgende 

Ultrazentrifugationen mit den Aliquots aus der Viruspräparation (Abschnitt 3.2.1) durchgeführt. Alle 

folgenden Schritte wurden auf Eis gehandhabt. Dazu wurden je 5 ml 25 %-ige Saccharoselösung in 

Ultrazentrifugenröhrchen vorgelegt, mit je ca. 4 ml Virussuspension bzw. ca. 2 ml Mock-Suspension 

vorsichtig überschichtet und mit PBS-/- vorsichtig aufgefüllt. Das durch Ultrazentrifugation (8 min 
Anlauf, 125500 g, 90 min, 4 °C, 8 min Bremse) gewonnene Viruspellet wurde in je 2 ml NTE-Puffer 

resuspendiert und bei -20 °C eingefroren. Am Folgetag wurde ein Saccharosegradient geschichtet 

(Abbildung 3.1). Dazu wurden 5 ml 60 %-ige Saccharose vorgelegt, mit 10 ml 54 %-iger und 10 ml 

30 %-iger Saccharose überschichtet, gefolgt von den 2 ml Viruslösung und mit NTE-Puffer aufgefüllt, 

woraufhin die zweite Ultrazentrifugation (8 min Anlauf, 125500 g, 2 h, 4 °C, 8 min Bremse) 

durchgeführt wurde. 

 

 

 



  

 

Abb. 3.1 
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10 % FCS und FIP (1:1000, verhindert Aufnahme viraler Partikel) vermischt. Daraufhin wurden 1 x 107 

T-Zellen pelletiert (5 min, 300 g, RT), im vorbereiteten Virus-versetzten Medium resuspendiert und 

über Nacht im 37 °C warmen Brutschrank kultiviert. Am folgenden Tag wurden die Zellen durch 

Zugabe von 0,5 ml RPMI 1640 mit 10 % FCS, FIP (1:1000), 0,5 µl Phorbol-12-myristat-13-acetat 

(PMA, 400 ng/ml) und 1 µl Ionomycin (5 µM) 24 h stimuliert. Analog wurde ein Kontrollansatz mit 

1 x 107 T-Zellen ohne Virus behandelt. 

 

 

3.3 Exon Array - Microarray auf Exonebene  
Der GeneChip® Human Exon 1.0 ST Array besteht aus ungefähr 5,5 Millionen Sonden, die in 

1,4 Millionen Sondensets (Probe Sets) eingeteilt werden können und sich auf über eine Million Exons 

(Exoncluster) beziehen. In diesem Array werden jedem Genlokus des gesamten humanen Genoms 

Transkriptcluster IDs zugewiesen. Die Exons eines jeden Genlokus werden mit Exoncluster IDs und 

jedes dieser Exons nochmals mit Probe Set IDs versehen, von denen jedes mit durchschnittlich vier 

perfekt kompatiblen Sonden (25bp Oligomere) beprobt wird, um verlässliche Daten zu schaffen 

(Abbildung 3.3). Die Probe Sets können in drei Gruppen eingeteilt werden: Core, Extended und Full. 

Die Core-Probe Sets bestehen aus RefSeq Transkripten und mRNAs vollständiger Länge und 

umfassen 17800 Transkriptcluster. Die Extended-Probe Sets bestehen aus den Core-Transkripten 

und auf cDNA basierenden Annotationen und umfassen 129000 Cluster. Die Full-Probe Sets 

bestehen aus den Extended-Transkripten und ab initio Genvorhersagen und umfassen 262000 

Cluster (Affymetrix, Technical Note II). 

 

 
Abb. 3.3 System des GeneChip® Human Exon 1.0 ST Array (verändert nach Yoshida et al, 2006). 

 

3.3.1 Qualitätskontrolle der RNA-Proben 
Für die Herstellung der RNA wurden in Vorarbeit von Meena Balakumari Narayanan T-Zellen PI3K-

inhibiert und PMA/ Ionomycin-stimuliert (Abschnitt 3.6.1). Die RNA wurde aus diesen T-Zell-Ansätzen 

mithilfe des RNeasy Mini Kit analog zu Abschnitt 3.4.1 gewonnen. Die RNA-Integrität wurde durch die 

Bestimmung der RNA-Integritätsnummer (RIN) entsprechend des Protokolls von Agilent Technologies 



  

mittels d

Virologie

verschie

ist die R

Abb. 3.4
Technolo

 

Für die D

bis 9,7 h

 

3.
Die aus 

verwend

(Microar

Reduktio

Detektio

cDNA s

Synthese

ersten Z

dUTPs i

Durch d

dUTP-Re

Fragmen

markiert

einen e

Streptav

GeneCh

des Bioanaly

e) durchgefü

edenen RINs

NA komplett

4 Bestimmun
ogies). 

Durchführung

hatten und de

.3.2 Durch
Abschnitt 3.

det, welches

rray Core Un

on der 28 S u

nssensitivitä

synthetisiert 

e-Zyklus wu

Zyklus zu init

n die DNA e

ie Behandlu

este spezifi

nte wurden 

, welches ko

einzelnen A

vidinphycoeri

hip Scanner 3

yzers überp

ührt wurde.

s, durch die d

t intakt, bei L

ng der RNA-Q

g des Exon 

ementsprech

führung de
3.1 erhalten

s entspreche

nit, Institut fü

und 18 S rRN

ät und -spez

und diese 

urden zufällig

tiieren, wodu

eingebaut, u

ng mit DNA-

sch erkannt

durch termi

ovalent an B

Array hybrid

thrin in de

3000 7G ges

3

prüft, was vo

 Die Abbil

die RNA-Qu

evel 5 ist sie

Qualität anh

Arrays wurd

hend nahezu 

es GeneCh
e RNA wurd

end des He

ür Virologie) 

NA eingeset

zifität des A

als Templa

ge Hexamer

urch einzelst

m die einzel

-Glykosylase

t und der 

nale Transfe

Biotin gebun

disiert, gefo

r Fluidic St

scannt. 

3 Methode

37 

on Margaret

dung 3.4 z

alität abgesc

e teilweise un

and der RIN

en nur die R

 vollständig 

hip® Huma
de für den W

erstellerproto

durchgefüh

tzt, um Hinte

Arrays zu ve

ate für antis

re genutzt, u

trängige sen

lsträngige D

e und Endon

DNA-Strang

ferase mithilf

nden ist. Jed

lgt von ein

tation 450. 

n  

te Göbel (M

zeigt Elektr

chätzt werde

nd bei Level 

N (verändert n

RNAs verwen

intakt waren

an Exon 1.
Whole Transcr

okolls von A

rt wurde. Da

rgrundsigna

erbessern. D

sense-cRNA 

um die rever

nse-DNA geb

NA reproduz

nuklease 1 (A

g gebrochen

fe des Affim

de dieser so 

nem Wasch

Abschließe

Microarray C

opherogram

en kann. Bei

3 stark degra

 
nach Herstell

ndet, die eine

. 

0 ST Array
ript Sense T

Affymetrix vo

abei wurden 

le zu minimie

Daraufhin wu

verwendet. 

rse Transkrip

bildet wurde.

zierbar fragm

APE 1) wurd

n. Diese ein

metrix® DNA

hergestellte

hschritt und

nd wurden 

Core Unit, In

mme von R

i einem RIN-

adiert. 

erprotokoll vo

en RIN-Leve

y 
Target Labelin

on Margaret

 100 ng RN

eren und dad

urde doppel

 Im zweite

ption der cR

. Gleichzeitig

mentieren zu

den die unna

nzelsträngige

A Labeling R

en Proben w

d der Färb

die GeneC

nstitut für 

RNAs mit 

-Level 10 

on Agilent 

el von 8,6 

ng Assay 

te Göbel 

A für die 

durch die 

strängige 

n cDNA-

RNA vom 

g wurden 

u können. 

atürlichen 

en DNA-

Reagents 

wurde auf 

bung mit 

Chips im 



  

Ein Über

 

Abb. 3.5 

rblick über d

Whole Trans

en genauere

script Sense T

3

en Ablauf kan

Target Labeli

3 Methode

38 

nn der Abbild

ing Assay (Af

n  

dung 3.5 ent

ffymetrix, Tech

nommen we

hnical Note III

erden. 

). 
 



  3 Methoden  

39 

 

3.3.3 Prozessierung der Exon Array Rohdaten 
Die Datenprozessierung und die Charakterisierung alternativ gespleißter (Abschnitt 3.3.4) bzw. 

differentiell regulierter Gene (Abschnitt 3.3.5) wurden von Dr. Susanne Kneitz (Microarray Core Unit, 

Institut für Virologie) mittels der Expressionskonsolensoftware von Affymetrix durchgeführt. Der 

Algorithmus PLIER wurde verwendet, um die Probe Sets auf der Exonebene zusammenzufassen 

(Affymetrix, Technical Note IV), der Algorithmus iterPLIER für die Zusammenfassung auf Genebene. 

Für beide Ebenen wurden ausschließlich die Core-Probe Sets für die Analyse in Betracht gezogen. 

Für die folgende Datenprozessierung wurde das Statistikprogramm „R“ verwendet, in das Pakete des 

Bioconductor Projekts geladen wurden. Für die Qualitätskontrolle wurden Normfaktor von Affymetrix, 

Degradationsplots und Korrespondenzanalysen evaluiert. Die Daten der Exonebene und die der 

Genebene wurden normalisiert mittels Quantilequantile-Normalisierung (Bolstad et al, 2003).  

Nach der Normalisierung der Rohdaten wurden die Gene herausgefiltert, bei denen keine oder eine zu 

schwache Signalintensität auf dem Array unabhängig von der Probe ermittelt werden konnten. Diese 

zeigten in beiden Probengruppen (inhibiert/ stimuliert - I, nur stimuliert - S) eine geringere Signalinten-

sität als das 10 %-Quantil der durchschnittlichen Genexpression aller Proben und wurden als „nicht 

exprimiert“ aus weiteren Berechnungen ausgeschlossen. Des Weiteren wurden Gene ausge-

schlossen, die starke individuelle Variationen zeigten und daher weniger reproduzierbar waren. Dann 

wurde für jeden Donor der log2-Quotient aus den Gruppen S und I auf Probe Set-Ebene und 

Genebene ermittelt, wodurch zwei Listen entstanden. Daneben wurde der Spleißindex (SI) berechnet, 

der den Unterschied der Expression eines einzelnen Probe Sets zur Durchschnittsexpression des 

gesamten Gens darstellt. 

 

3.3.4 Charakterisierung alternativ gespleißter Gene 
Ausgehend von der Annahme, dass alternatives Spleißen mit dem Ausmaß der SI-Divergenz 

korreliert, wurde das Intervall (Quotient) des SI des entsprechenden Gens berechnet. Dabei ist die 

Wahrscheinlichkeit, dass ein Gen reguliert ist, dann höher, je stärker sich dieser Quotient 

unterscheidet. Dann wurden die Binären für den SI bestimmt, sodass ein SI von ≥ 0,5 den Binärcode 1 

(entspricht reguliert) und ein SI < 0,5 den Binärcode 0 (entspricht nicht reguliert) ergibt. Der SI für 

jedes Gen wurde entsprechend des SIMin-SIMax geordnet. Danach wurden zwei Filter verwendet, um 

alternativ gespleißte Gene zu identifizieren. Erstens musste der Unterschied des SI ≥ 0,75 sein, 

zweitens mussten sich mindestens 10 % der Exons von der durchschnittlichen Expression des ganzen 

Gens unterscheiden. Um falsch-positive, alternative gespleißte Gene als Folge von Ausreisern zu 

vermeiden, wurde die Funktion „Sliding Window“ mit der Fenstergröße 3 angewandt, um lang-

gezogene Bereiche gleichmäßig regulierter Gene zu betonen und einzelne Extremwerte zu glätten. 

Diese Funktion wurde für die Gene verwendet, die mehr als sechs Probe Sets umfassten 

(2 x Fenstergröße). Für die abschließende alternativ gespleißte Genliste wurde das Intervall (Range) 

erneut kalkuliert und mittels der zwei bereits erwähnten Bedingungen erneut gefiltert, sodass 2192 als 

alternativ gespleißt eingestufte Transkripte übrig blieben.  
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gewählten, benachbarten Exons. β-Aktin diente als Kontrolle für die RT-PCRs. Die erwarteten 

Fragmentgrößen und Primersequenzen der getesteten Gene sowie die Lokalisation der Primer im 

Gen können den Tabellen 2.2 und 2.3 entnommen werden. Die PCR-Produkte wurden über ein 

2,5 %-iges Agarosegel mit GelRed (1:30000) zur Visualisierung aufgetrennt. Soweit angegeben wurde 

das Programm AIDA verwendet, um die Bandenintensitäten zu quantifizieren, was eine semi-

quantitative Analyse durch die Normalisierung der Transkript-spezifischen Signale gegen die der 

β-Aktin-Kontrolle ermöglichte, sowie einen Vergleich der Probengruppen S und I zueinander. 
 

Eine weitere Validierung erfolgte mittels quantitativer PCR (qPCR). Das ColorFlash SYBR® Green 

qPCR Kit wurde für den Mastermix (1 x SYBR Green Mastermix, je 500 nM FW- bzw. REV-Primer, 

12,5 nM Fluorescein Calibration Dye und ad 19 µl DEPC-H2O) verwendet. Für die qPCR wurden 

dieselben Primer der getesten Gene eingesetzt wie für die RT-PCR. UBC und YWHAZ dienten als 

Kontrolle für die qPCR. 1 µl cDNA (I bzw. S) wurden als Triplikate sowie eine Wasserkontrolle auf eine 

96-Napf-Platte aufgetragen, 19 µl Mastermix zu jedem entsprechenden Template hinzugefügt und das 

folgende iCycler iQ® PCR-Protokoll angewendet: Denaturierung bei 95 °C für 7 min, Amplifikation und 

Quantifikation (95 °C für 10 s, 60 °C für 30 s, 45 Zyklen), Schmelzkurve (52 °C - 95 °C mit einer 

Hitzezunahme von 0,5 °C pro 10 s) und abschließender Abkühlschritt auf 15 °C. 

Das iCycler Programm ermittelte automatisch den ∆CT-Wert, der für die relative Quantifizierung über 

die ∆∆CT-Methode benötigt wurde. Diese Methode eignet sich bestens für eine schnelle Abschätzung 

des relativen Expressionsverhältnisses zweier Gruppen, setzt aber optimale und identische 

Amplifikationseffizienzen der Ziel- und Referenzgene voraus. Die Housekeeping Gene ermöglichten 

die relative Quantifizierung, dazu wurde die Normalisierung über das geometrische Mittel 

durchgeführt. 

 

3.3.7 Funktionelle Annotation der Genlisten 
Zur funktionelle Analyse der generierten Genlisten wurde web-basierte Hilfsprogramme verwendet, 

wie die Signalwegdatenbank Reactome (http://www.reactome.org/), das GEne SeT AnaLysis Toolkit 

V2 (http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt) für die statistisch angereicherten KEGG Signalwege und 

die JAVA-basierte Software Blast2GO (http://www.blast2go.com/b2ghome) für ein automatisches, 

funktionelles Hochdurchsatzverfahren über Standardeinstellungen. Durch die Microarray Core Unit 

(IZKF, Universitätsklinikum Würzburg) wurden mit Hilfe von Ingenuity Pathway Analysis (IPA, 

Ingenuity Systems, www.ingenuity.com) zusätzliche funktionelle Cluster für Geninteraktionen über 

biologische Modellsysteme und ein eingegliedertes Textsuchprogramm erstellt. 

 

 

3.4 RNA Methoden 
3.4.1 RNA-Extraktion (RNeasy® Mini Kit/ Trizol) 

Die Isolierung der zytoplasmatischen RNA aus primären Zellen und Zelllinien erfolgte mit dem 

RNeasy® Mini Kit. Dazu wurden 2 x 107 Zellen pelletiert, mit einer Spritze (20 gauche Nadel) 

homogenisiert und lysiert. Zusätzlich zum Herstellerprotokoll wurde ein DNase-Verdau nach dem 

ersten Waschschritt durchgeführt (für vier Proben: 40 µl DNAse I Puffer, 50 µl DNase I (50 U) und 
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310µl HPLC-H2O). Die Elution der RNA wurde mit 20 - 50 µl HPLC-H2O durchgeführt und mit dem 

Eluat einmal wiederholt. 
 

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus primären Zellen und Zelllinien konnte auch mit TRIzol® 

entsprechend dem Herstellerprotokoll durchgeführt werden. Dabei wurde der optionale Arbeitsschritt 

mit Glykogenzugabe nur dann durchgeführt, wenn weniger als 106 Zellen eingesetzt wurden, um die 

Ausbeute zu erhöhen. Die Resuspendierung des RNA-Pellets wurde je nach dessen Größe in 

20 - 30 µl HPLC-H2O durchgeführt. Die RNA-Konzentration wurde spektralphotometrisch ermittelt 

(Abschnitt 3.5.10). Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80 °C. 

 

3.4.2 cDNA-Synthese 
Die cDNA-Synthese wurde mithilfe des First Strand cDNA Synthesis Kits durchgeführt. Die 

Durchführung erfolgte nach dem Herstellerprotokoll. Es wurden pro cDNA-Ansatz je nach 

Verfügbarkeit 2 µg RNA eingesetzt. Wurden gepaarte RNA-Proben verwendet, wie z.B. stimuliert und 

inhibiert/ stimuliert, so wurde für beide Ansätze dieselbe verfügbare RNA-Menge für die cDNA-

Synthese eingesetzt. 
 

Die hergestellten 20 µl cDNA pro Ansatz wurden entweder direkt in eine PCR eingesetzt (Illustra 

PuReTaq Ready-To-Go PCR beads oder Phusion High-Fidelity PCR (Abschnitt 3.5.1)) oder bei -20 °C 

gelagert. 

 
 

3.5 Molekularbiologische Methoden 
3.5.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)  

Bei der PCR wird eine spezifische DNA-Sequenz exponentiell amplifiziert. Die Reaktion besteht aus 

der zyklischen Wiederholung dreier Schritte: Denaturierung, Annealing und Elongation. Während der 

Denaturierung wird der DNA-Doppelstrang durch die hohe Temperatur (95 °C) in einzelsträngige DNA 

umgewandelt. Für das Annealing wird die Temperatur herabgesetzt, wodurch sich die Sequenz-

spezifischen Primer an die DNA anlagern. Diese Anlagerungstemperatur ist abhängig vom Schmelz-

punkt des jeweils eingesetzten Primerpaars (Tabellen 2.2 - 2.6) sowie dem Komplementaritätsgrad 

der Primer zum Matrizenstrang. Nach der Anlagerung der Primer folgt die Elongation bei 72 °C 

(Temperaturoptimum der Polymerase). Dazu wird eine thermostabile Polymerase verwendet, die an 

den bereits gebundenen Primern mit der Replikation beginnt und den komplementären Strang 

synthetisiert. Durch mehrfache Wiederholung dieser drei Schritte (30 - 40 Zyklen) erfolgt eine 

exponentielle Vervielfältigung der Zielsequenz. 

Der erste Denaturierungs- bzw. der letzte Elongationsschritt wurden verlängert auf 2 min bzw. 10 min, 

damit eine vollständige Aufspaltung bzw. DNA-Synthese gewährleistet ist. Modifikationen an den 

Klonierungsprimern erlaubten Änderungen an der amplifizierten Sequenz, wie z.B. das Einfügen von 

Restriktionsenzymschnittstellen, die die Zielsequenz flankierten und dadurch weiteres Klonieren mit 

dem Amplifikat ermöglichten. 
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Die Kolonie-PCRs wurden mit den Illustra PuReTaq Ready-To-Go PCR beads laut Hersteller-

anweisungen, alle anderen PCRs mit Hilfe des Phusion High-Fidelity PCR Kits durchgeführt. Dazu 

wurden folgende Zusammensetzungen verwendet:  
 

Tab. 3.1 Zusammensetzung der Phusion-PCR-Ansätze. 

Ansätze 10 µl-Ansatz [µl] 25 µl-Ansatz [µl] 50 µl-Ansatz [µl] 

5 x Reaktionspuffer 2 5 10 

dNTPs (10 mM) 0,2 0,5 1 

DMSO (100 %) 0,3 0,75 1,5 

FW-Primer (10 µM) 0,5 1,25 2,5 

REV-Primer (10 µM) 0,5 1,25 2,5 

cDNA/ PCR-Produkt 0,5 1,25 2,5 

Phusion-DNA Polymerase 
(2 Units/µl) 

0,1 0,15 0,5 

HPLC-H2O ad 10 ad 25  ad 50 

 
Die für diese Arbeit generierten Primerpaare wurden überwiegend für eine Schmelztemperatur von 

60 °C optimiert, wobei für die endgültig verwendete Schmelztemperatur Tm der Mittelwert aus FW- und 

REV-Primer gewählt wurde. Die PCRs wurden im Thermo Cycler PTC-200 mit den folgenden 

Programmen durchgeführt. 
 

Tab. 3.2 Verwendete PCR-Programme: Tm - Schmelztemperatur. 

 Bezeichnung Phusion-PCR Klon-PCR Kolonie-PCR 

1 primäre Denaturierung 98 °C, 1 min 98 °C, 1 min 94 °C, 6 min 

2 Denaturierung 98 °C, 30 s 98 °C, 30 s 94 °C, 30 s 

3 Annealing Tm, 30 s Tm, 30 s Tm, 1 min 

4 Elongation 72 °C, 90 s 72 °C, 90 s 72 °C, 2 min 

5 gehe zu Schritt, x-fach zu 2, 35 - 40 x zu 2, 5 x zu 2, 35 - 40 x 

6 Denaturierung --- 98 °C, 30 s --- 

7 Elongation --- 72 °C, 90 s --- 

8 gehe zu Schritt, x-fach --- zu 6, 30 x --- 

9 Endelongation 72 °C, 10 min 72 °C, 10 min 72 °C, 7 min 

10 Abkühlen und halten auf 4 °C, zeitlich unbegrenzt 
 

Das entstandene PCR-Produkt wurde dann bei 4°C gelagert, bis die gelelektrophoretische Analyse 

(Abschnitt 3.5.2) erfolgte. 
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3.5.2 Agarosegelelektrophorese 
Die Agarosegelelektrophorese wird verwendet, um DNA-Fragmente anhand einer Agarosematrix 

aufzutrennen. Die Auftrennung aufgrund der negativen Polarität der DNA erfolgt nach der Länge der 

Nukleinsäure. Dabei wandern kürzere Fragmente schneller durch die Matrix des Agarosegels und 

trennen sich so von längeren Nukleinsäuren. Dafür wurde Agarose zu 1,5 % in einfachem TAE-Puffer 

gelöst. Nach dem Aufkochen der Lösung wurde GelRed (1:30000) hinzugefügt. Das ausgehärtete Gel 

wurde dann mit DNA-Proben, die mit sechsfachem Ladepuffer versehen waren, beladen und für 

1 - 2,5 h bei 80 - 120 V aufgetrennt. 

Durch das in die DNA interkalierte GelRed konnte der aufgetrennte DNA-GelRed-Komplex im 

UV-Transilluminator Gel Jet Imager unter UV-Licht (λ = 350 nm) sichtbar gemacht und über die 

Software „Intas GDS“ digital erfasst werden. 

 

3.5.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit dem NucleoSpin® Extract II Kit. 

Dazu wurden entsprechende Banden unter UV-Licht (λ = 354 nm) mit einem Skalpell aus dem Gel 

ausgeschnitten und die enthaltene DNA entsprechend den Herstellerangaben extrahiert. Für die 

Elution wurden 35 µl des mitgelieferten Elutionspuffers verwendet. 

 

3.5.4 Restriktionsverdau von DNA  
Wegen ihrer Sequenzspezifität werden Restriktionsendonukleasen präparativ für Klonierungen und 

analytisch für die Überprüfung von DNA und Plasmiden eingesetzt.  

 
Tab. 3.3 Verwendete Ansätze für den Restriktionsverdau.  

Reaktionsansatz präparativ (Doppelverdau) analytisch 

 einzufügendes Fragment Leervektor Einzelverdau Doppelverdau 

RE-Puffer (2xTango, R) 10 µl 50 µl 1 µl 2 µl 

DNA 35 µl (Abschnitt 3.5.3) 50 µl 2 µl 4 µl 

Konzentration der 
Restriktionsenzym/e je 30 U je 60 U 10 U je 10 

Aqua dest. --- ad 250 µl ad 10 µl ad 10 µl 

 

Für den Doppelverdau mit XhoI und EcoRI wurde zweifach Tango-Puffer verwendet, bei dem mit XhoI 

und HindIII hingegen der Puffer R. 

Die präparativen Ansätze wurden 2 h bei 37 °C inkubiert, die analytischen 1 h bei 37 °C und 

anschließend die DNA-Fragmente auf einem Agarosegel aufgetrennt. Bei den präparativen Ansätzen 

wurden die entsprechenden DNA-Banden wie in Abschnitt 3.5.3 beschrieben aus dem Gel isoliert. 
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3.5.5 Ligation von DNA-Fragmenten 
Für die Ligation wurden Vektor und einzufügendes Fragment in einem Verhältnis von 1:3 oder 1:1 

eingesetzt. Zusätzlich wurde eine Ligation ohne einzufügendes Fragment angesetzt, um das 

Religationspotential des Vektors zu ermitteln. Polyethylenglykol (PEG) wurde der Reaktion 

hinzugefügt, um die Ligationseffizienz zu verbessern. 

 

Ligationsansatz: 

 10 x T4 DNA-Ligasepuffer  3 μl  

 50 % PEG 3 µl 

 Vektor  100 ng (1:1), 50 ng (1:3  

 einzufügendes Fragment 100 ng (1:1), 150 ng (1:3) 

 T4 DNA-Ligase  1,5 μl (5 Weiss Units)  

 Aqua dest. ad 30 μl 

 

Der Ligationsansatz wurde 1 h bei RT, anschließend über Nacht bei 4 °C gelagert und am Folgetag 

für die Transformation weiterverwendet. 

 

3.5.6 Transformation kompetenter Bakterien 
In dieser Arbeit wurden kompetente E. coli Top10 oder E. coli XL10-Gold für die Transformation 

verwendet. 100 µl dieser frisch aufgetauten Bakterien wurden mit 10 µl des Ligationsansatzes von 

3.5.5 gemischt, 30 min auf Eis, 30 s im Thermoblock bei 42 °C und anschließend 5 min auf Eis 

inkubiert. Danach wurden die transformierten Bakterien mit 1 ml LB-Medium (ohne Antibiotikum) 

vermischt und 2 h bei 37 °C und 200 Umdrehungen auf dem Bakterienschüttler kultiviert. 100 µl 

dieses Ansatzes wurden dann mit dem Drigalskispatel auf kanamycinhaltigen LB-Agarplatten 

(c = 100 µg/ml) ausplattiert. Abschließend wurden die Bakterienplatten über Nacht bei 37 °C inkubiert 

und am Folgetag Kolonien gepickt oder die Platte bei 4 °C gelagert. 

 

3.5.7 Überprüfung der Klone mittels PCR, Mini-Präparation und Verdau 
Für die Überprüfung der Klone wurden entsprechend der Anzahl der zu pickenden Kolonien zuerst 

PuReTaq PCR beads mit den für das einzufügende Fragment spezifischen Primern, sowie 

Reagenzgläser mit 5 ml LB-Selektionsmedium vorbereitet. Nachdem eine Kolonie mit einer 

Pipettenspitze gepickt worden war (Bakterienplatte von Abschnitt 3.5.6), wurde diese Spitze mehrfach 

in den PCR-Mastermix getaucht und danach in das Selektionsmedium abgeworfen. Die PCR wurde 

mit dem Programm Kolonie-PCR (Tabelle 3.2) durchgeführt und das angeimpfte Selektionsmedium 

über Nacht bzw. für 8 h bei 37 °C und 200 Umdrehungen auf dem Bakterienschüttler inkubiert. Das 

PCR-Produkt wurde über ein Agarosegel aufgetrennt und auf Primer-spezifische Banden hin 

überprüft. 

1,5 ml der Übernachtkultur wurden am Folgetag für die Mini-Präparation in ein Eppendorf 

Reaktionsgefäß abgenommen und abzentrifugiert (2 min, 9500 g, RT). Das Pellet wurde in 150 µl 

Lösung 1 (entfernt RNA) resuspendiert, 150 µl Lösung 2 (lysiert Bakterien alkalisch und durch SDS) 
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dazugegeben, 10 x invertiert, 150 µl Lösung 3 (präzipitiert DNA durch Kaliumazetat) hinzugegeben 

und ebenfalls 10 x invertiert, sodass weiße Flocken ausfallen. Nach kurzer Inkubation wurde der 

Zellschrott abgetrennt (15 min, 16000 g, 4 °C). Der Überstand wurde mit 900 µl Lösung 4 resuspen-

diert, mit 50 µl Dia Erde versetzt, 10 min bei RT inkubiert und dabei jede Minute invertiert, sodass die 

DNA an die Dia Erde binden kann. Der komplette Ansatz wurde über Spritzen mithilfe der Mini-

Präparations-Saugapparatur auf eine Säule appliziert und dreimal mit je 1 ml Waschpuffer gespült. 

Die Säule wurde trockenzentrifugiert (1 min, 9500 g, RT), mit 30 µl HPLC-H2O versehen, 20 min bei 

RT inkubiert, die DNA bei 9500 g für 1 min eluiert und die DNA-Konzentration spektralphotometrisch 

bestimmt (Abschnitt 3.5.10). 

4 µl des gewonnenen Plasmids wurden mit entsprechenden Restriktionsendonukleasen verdaut 

(Abschnitt 3.5.4), zusammen mit dem unverdauten Plasmid über ein Agarosegel aufgetrennt und auf 

die entsprechenden Fragmentgrößen hin überprüft. 

2 µl des gewonnenen Plasmids wurden für die Sequenzierung (Abschnitt 3.5.11) eingesetzt. 

 

3.5.8 Maxi-Präparation von Plasmid-DNA 
Um Plasmid-DNA aus transformierten Bakterien in großen Mengen aufzureinigen, wurden 200 ml LB-

Selektionsmedium mit den übrigen 3,5 ml der Übernachtkultur von Abschnitt 3.5.7 angeimpft und über 

Nacht bei 37 °C und 200 Umdrehungen auf dem Bakterienschüttler inkubiert. Am Folgetag wurde ein 

Aliquot für den Gycerolstock (Abschnitt 3.5.9) abgenommen und die restliche Übernachtkultur für die 

Maxi-Präparation eingesetzt. Dazu wurde sich strikt an das Herstellerprotokoll des Endofree® Plasmid 

Purification Maxi Kits gehalten. Das gewonnene Plasmid-Pellet wurde in 200 µl HPLC-H2O gelöst und 

eingefroren. Am Folgetag wurde das gelöste Plasmid aufgetaut, die DNA-Konzentration ermittelt 

(Abschnitt 3.5.10) und die Plasmidlösung auf eine Konzentration von 1 - 3 µg/µl eingestellt. Letztend-

lich wurde das komplette einzufügende Fragment mit den entsprechenden FW- und REV-Primern 

sequenziert, um die Sequenz auf ihre Richtigkeit hin zu überprüfen. 

 

3.5.9 Herstellung eines Glycerolstocks 
Der Glycerolstock wurde von transformierten Bakterien hergestellt, damit die entsprechenden 

Plasmide bei Bedarf schnellstmöglich mittels der Maxi-Präparation neu kultiviert werden können. Dazu 

wurden 900 µl der transformierten Bakterienkultur von Abschnitt 3.5.8 mit 100 µl Glycerol versetzt, 

vorsichtig gemischt, sofort in einer Isopropanoleinfrierbox heruntergekühlt und bei -80 °C gelagert. 

 

3.5.10 Photometrische Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration 
Die Nukleinsäurekonzentration und -qualität wurden über die Absorption bei einer Wellenlänge von 

260 nm im Photometer gemessen. Das Verhältnis zu der Absorption bei 280 nm zeigt den 

Reinheitsgrad der Probe an, wobei der Wert zwischen 1,7 und 2 liegen sollte. Ein Wert kleiner als 1,7 

deutet auf eine Proteinkontamination hin, ein Wert größer als 2 auf eine RNA-Kontamination. Für die 

Messung wurde die DNA-Lösung 1:100 bis 1:33 mit HPLC-H2O verdünnt. Als Referenzprobe wurde 

HPLC-H2O verwendet. Die Konzentration der DNA wie auch der Absorptionsquotient konnte direkt am 

Gerät abgelesen werden.  
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3.5.11 Sequenzierung von DNA 
Die Sequenzierung nach Sanger et al, 1977, wurden in dieser Arbeit mit Hilfe des BigDye® Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing Kits analog zu den Herstellerangaben durchgeführt, wobei 2 µl cDNA/ PCR-

Produkt und nur 10 pmol eines Primers (FW oder REV) pro 5 µl Reaktionsansatz eingesetzt wurden. 

Die Amplifikation der DNA erfolgte anhand des folgenden Thermocyclerprogramms: 

 

Denaturierung  96 °C, 30 sec  

Hybridisierung  50 °C, 15 sec  29 Zyklen  

Elongation  60 °C, 4 min 

Abkühlen/ halten bei  10 °C ohne Zeitbegrenzung  

 

Nach der Synthese der DNA-Einzelstränge erfolgte die Aufreinigung und Sequenzierung mit dem ABI 

PRISM 3100 Genetic Analyzer durch die diagnostische Abteilung des Instituts. 

 

 

3.6 Zellbiologische Methoden 
3.6.1 Stimulation und Inhibition primärer T-Zellen 

2 x 107 T-Zellen eines Donors wurden in zwei Ansätze aufgeteilt. Eine Hälfte wurde mit 50 µM 

LY200492 in 5,5 ml RPMI 1640 mit 10 % FCS für 2 h bei 37 °C im Brutschrank PI3K-inhibiert, die 

andere ohne Inhibitor belassen. Anschließend wurden beide Ansätze (je 1 x 107 T-Zellen) durch 

Zugabe von jeweils 0,5 ml RPMI 1640 mit 10 % FCS, 0,5 µl PMA (400 ng/ml) und 1 µl Ionomycin 

(5 µM) 24 h im Brutschrank stimuliert.  

 

3.6.2 Transfektion adhärenter Zellen mittels Polyethylenimin (PEI)  
Am Vortag der Transfektion wurden 8 x 105 HEK293T-Zellen in 1,5 ml DMEM mit 10% FCS und 0,6 % 

Glutamin pro Napf einer 6-Napf-Platte ausgesät und über Nacht im Brutschrank kultiviert, sodass sie 

am folgenden Tag ca. 70 % konfluent gewachsen waren. Das PEI-Substrat und die Plasmid-DNA 

wurden aufgetaut und 1 min bzw. 30 s gut vermischt. Dann wurden 3 μg Plasmid-DNA und 12 μl PEI 

jeweils in 100 μl sterilfiltriertes 150 mM NaCl gegeben und erneut 30 s gemischt. Die PEI-Lösung 

wurde zur DNA-Lösung pipettiert, 15 s gemischt und für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann 

wurde das Medium von den HEK293T-Zellen (je drei Näpfe pro Durchgang) abgenommen, das PEI-

DNA-Gemisch langsam mit 800 µl DMEM mit 10 % FCS und 0,6 % Glutamin versetzt und ebenfalls 

sehr langsam über den Rand des Napfes auf die Zellen gegeben. Es ist wichtig das Pipettieren des 

PEI-DNA-Gemisches sehr vorsichtig durchzuführen, um den PEI-DNA-Komplex nicht zu schädigen. 

Danach wurde die 6-Napf-Platte über Nacht im Brutschrank inkubiert und am Folgetag das Medium 

gewechselt, da das PEI für die Zellen schädlich ist. Die Bestimmung der Transfektionseffizienz mittels 

Durchflusszytometrie wurde nach 24 h oder 48 h durchgeführt und die Zellen anschließend für 

funktionelle Tests verwendet (Köthe, 2012). Die Transfektionseffizienzen lagen zwischen 20 % und 

59 %.  
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3.6.3 Transfektion von siRNA in primäre T-Zellen 
Für die Transfektion unstimulierter T-Zellen wurde die Ingenio Elektroporationslösung verwendet. Zur 

Vorbereitung wurde das Elektroporationsprogramm U-014 auf dem NucleofectorTM 2b Device 

eingestellt, die Elektroporationsküvetten bereitgelegt, die entsprechende Anzahl an Näpfen einer 

6-Napf-Platte mit 3 ml RPMI 1640 mit 10 % FCS versehen und im Brutschrank erwärmt, sowie die 

siRNA aufgetaut und auf Eis gelagert. 
 

Pro Ansatz wurden 8 x 106 frisch isolierte primäre T-Zellen in einzelnen 15 ml Zentrifugenröhrchen 

pelletiert (5 min, 300 g, RT) und das Medium dekantiert. Die folgenden Schritte wurden für jeden 

Ansatz getrennt durchgeführt. Der Medium-Rest wurde vollständig abgenommen, das Pellet mit 100 µl 

Elektroporationslösung 20 x (RT) resuspendiert, 500 pmol siRNA (max. 15 µl Volumen) dazugegeben 

und erneut 10 x gemischt. Mantei et al (2008) haben gezeigt, dass der Einsatz von 1000 pmol siRNA 

bzw. von siRNA mit chemisch modifizierten Nukleotiden den Knockdown verlängert, jedoch zeigt der 

Einsatz von 500 pmol siRNA ohne Modifikationen in dieser Arbeit die gleiche Effizienz. Der komplette 

Ansatz wurde in die Elektroporationsküvetten unter strengster Vermeidung von Blasenbildung 

überführt, die Küvetten in das NucleofectorTM 2b Device gesetzt und die Elektroporation durchgeführt. 

Direkt nach dem elektrischen Impuls wurde aus dem entsprechenden Napf mit der mitgelieferten 

Spezialpipette Medium in die Küvette gegeben und die elektroporierten Zellen mit Zellschrott langsam 

in den Napf überführt. Die Küvette wurde einmal mit Medium aus dem Napf gespült, um einen 

größeren Zellverlust zu vermeiden. Die 6-Napf-Platte wurde für zwei Tage im Brutschrank bei 37 °C 

inkubiert. Am zweiten Tag nach der Transfektion wurden die Zellen gut resuspendiert und die 

Elektroporation nach genau demselben Prinzip wiederholt, wobei die wiederholt elektroporierten 

T-Zellen in einen neuen Napf mit neuem Medium gegeben wurden. Nach weiteren 2 - 3 Tagen wurde 

jeder Ansatz auf den erfolgreichen Knockdown überprüft.  
 

Analog zum Testansatz wurde eine Kontroll-siRNA (scrambled siRNA) und ein Ansatz ohne siRNA 

parallel zur spezifischen siRNA durch alle Schritte hinweg mitbehandelt. 

 

3.6.4 Überprüfung des Knockdowns in primären T-Zellen 
Für die Überprüfung wurde zuerst die RNA aus ca. 0,8 x 106 siRNA-transfizierten Zellen mittels TRIzol 

isoliert (Abschnitt 3.4.1) und davon cDNA hergestellt (Abschnitt 3.4.2). Danach erfolgte die Phusion-

PCR mit einem 25 µl-Ansatz pro Reaktion (Abschnitt 3.5.1), wobei die folgende Verdünnungsreihe für 

jede cDNA erstellt wurde: 0,5 µl – 0,2 µl – 0,1 µl – 0,05 µl – 0,02 µl. Von der cDNA-Verdünnungsstufe 

0,05 µl wurde immer eine β-Aktin-Kontrolle mitgeführt, sowie eine Negativkontrolle ohne Template. 

Für die Überprüfung wurde folgendes PCR-Programm verwendet: 
 

primäre Denaturierung 98 °C für 1 min 

Denaturierung 98 °C, 30 s 

Annealing Tm, 30 s 36 Zyklen   

Elongation 72 °C, 30 s 

Endelongation 72 °C, 10 min 

Abkühlen/ halten bei  4 °C ohne Zeitbegrenzung 
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Die Schmelztemperatur Tm der SLFN5-Primer betrug 61,5 °C. Danach wurden alle PCR-Produkte mit 

einem Agarosegel aufgetrennt und auf den entsprechenden Knockdown im Vergleich zu den 

Kontrollen überprüft. 
 

3.6.5 T-Zell-Proliferation (MLR, mixed lymphocyte reaction)  
Für die MLR werden allogene antigenpräsentierende Zellen (APCs) und T-Zellen kokultiviert. Dabei 

werden die präsentierten MHC-Peptid-Komplexe auf der APC-Oberfläche von den T-Zellen als fremd 

erkannt, wodurch die T-Zellen aktiviert werden und proliferieren. Pro Ansatz wurden als Triplikate je 

2 x 104 LPS-gereifte DCs im Verhältnis 1:10 mit allogenen T-Zellen in 200 µl RPMI 1640 mit 10 % 

FCS, 2,5 µl/ml IL-4 und 5 µl/ml GM-CSF gemischt und für fünf Tage bei 37 °C kokultiviert. Parallel 

wurden pro Ansatz zur Kontrolle Triplikate angesetzt, die nur T-Zellen in 200 µl RPMI 1640 mit 10 % 

FCS enthielten. Am vierten Tag der Kokultivierung wurde radioaktiv markiertes Thymidin ([3H]-

Thymidin, 0,5 μCi/Napf) zugesetzt und am fünften Tag die 96-Napf-Platte im Harvester 96® auf 

Filterpapier übertragen und im Szintillationszähler MicroBeta2TM gemessen. Dadurch wurde das Maß 

der Proliferation über den Einbau von radioaktiv markiertem Thymidin bestimmt. 

 

3.6.6 T-Zell-Polarisierung auf Fibronektin  
Die Polarisation von humanen T-Zellen wurde auf µ-SlidesVI gemessen. Dazu wurde das Slide mit 

80 µl pro Kanal 20 μg/ml Fibronektin in PBS+/+ 1 h bei 37 °C oder über Nacht bei 4°C beschichtet. 

Dann wurden die Kanäle je dreimal mit 100 µl PBS+/+ gewaschen, die unspezifischen 

Bindungsstellen mit 2,5 % BSA für 2 h bei 37 °C geblockt und je dreimal mit 100 µl PBS+/+ 

gewaschen. Inzwischen wurden 2 x 106 T-Zellen pro Kanal pelletiert (1 min, 6000 g, RT) und in je 

40 µl RPMI 1640 mit 0 % FCS, 0,1 % BSA und 1:500 SDF-1α (Hungermedium) resuspendiert. Die 

Näpfe der Kanäle wurden leergesaugt, die 40 µl Zellsuspension in die Kanäle appliziert und das Slide 

30 - 45 min im Brutschrank inkubiert bis unter dem Lichtmikroskop eine Streckung der Kontroll-

T-Zellen sichtbar war. Anschließend wurden die Zellen mit 100 µl 4 % PFA/ PBS 20 min bei RT fixiert 

und je dreimal mit 100 µl PBS+/+ gewaschen. Danach folgte die Immunfluoreszenzfärbung (Abschnitt 

3.6.8).  

 

3.6.7 T-Zell-Aktivierung durch CD3/ CD28-Stimulation 
Die Costimulation von T-Zellen erfolgte in Chamber Slides (LabTekIITM). Diese wurden mit 

200 μl/Kammer Poly-L-Lysin (0,01 % in sterilem aqua dest.) für 10 min bei RT beschichtet und dreimal 

mit 500 μl PBS+/+ gewaschen. Dann wurden 200 μl/Kammer 25 μg/ml Ziege α-Maus IgG (in 50 mM 

Tris pH 8,7) für 1 h im Brutschrank inkubiert. Der Objektträger wurde dreimal mit 500 μl/Kammer 

PBS+/+ gewaschen, bei RT getrocknet und 15 min vor Beginn des Experimentes im Brutschrank auf 

37 °C vorgewärmt.  

In der Zwischenzeit wurden 2 x 105 T-Zellen pelletiert, in 100 µl PBS+/+ resuspendiert und auf Eis 

abgekühlt. Nach 15 min wurden je 1 µg/ml α-CD3- und α-CD28-Antikörper hinzugefügt, gut gemischt 

und weitere 20 min auf Eis inkubiert. Nach erneutem, ausgiebigem Mischen wurden 100 μl Zellen pro 

Kammer auf die, wie oben beschrieben, beschichteten Objektträger gegeben. Dabei wurde mit dem 
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längsten Zeitpunkt und der Negativkontrolle, bestehend aus unbehandelten Zellen, angefangen, 

sodass später alle Zellen gleichzeitig fixiert werden konnten. Dann wurden die T-Zellen im 

Brutschrank bei 37 °C stimuliert (Müller, 2006). Nach dem kürzesten Zeitpunkt wurde das Medium 

vollständig abgenommen, die Zellen mit 200 µl 4 % PFA/ PBS 20 min bei RT fixiert und je dreimal mit 

500 µl PBS+/+ gewaschen. Danach folgte die Immunfluoreszenzfärbung (Abschnitt 3.6.8). 

 

3.6.8 Immunfluoreszenzfärbung 
Für die Immunfluoreszenzfärbung wurden die fixierten und gewaschenen T-Zellen (Abschnitte 3.6.6 

und 3.6.7) oder Zellen verwendet, die ein Fusionsprotein mit EGPF exprimierten. Für die µ-SlideVI mit 

Kanälen wurden für alle Schritte 100 µl Volumen eingesetzt. Für die Chamber Slides (LabTekIITM) mit 

Kammern wurden 500 µl Volumen für die Waschschritte eingesetzt, für alle anderen Schritte 200 µl. 

Die Permeabilisierung erfolgte mit 0,01 % Triton-X100 für maximal 5 min auf Eis, gefolgt von je drei 

Waschschritten mit PBS+/+. Geblockt wurde 10 - 20 min mit 5 % BSA/ PBS, gefolgt von je drei 

Waschschritten mit PBS+/+. Das Zytoskelett der T-Zellen wurde mit Alexa 594-konjugiertem Phalloidin 

über Nacht bei 4 °C gefärbt und abschließend je 3 x mit PBS+/+ gewaschen.  
 

Bei den µ-SlideVI wurde dann die T-Zell-Polarisierung mikroskopisch analysiert und die Kanäle für die 

Lagerung mit Fuoromount-G eingedeckt. Das Chamberslide wurde abschließend für die Mikroskopie 

und Lagerung mit Fluoromount-G eingedeckt. Die Aufnahmen am konfokalen Mikroskop wurden von 

Dr. Nora Müller am Institut durchgeführt. 

 
 

3.7 Durchflusszytometrie 
 

Die Messung von Zellen, die ein Fluoreszenzprotein exprimierten, erfolgte direkt nach einem 

Waschschritt mit 1 ml FACS-Puffer und einem Zentrifugationsschritt (5 min, 400 g, RT). 

Alle Proben wurden im FACS CaliburTM gemessen und mit Hilfe der Programme CellQuest Pro und 

FlowJo ausgewertet. 
 

Für eine intrazelluläre Färbung wurden 5 x 104 bis 1 x 105 Zellen zunächst einmal mit 1 ml FACS-

Puffer gewaschen (5 min, 400 g, 4 °C), in 200 µl 4 % PFA/ PBS resuspendiert und 20 min bei 4 °C 

fixiert. Nach einem zweifachen Waschschritt (mit 1 ml FACS-Puffer) wurden die Zellen in 50 μl 

Saponinpuffer mit einer entsprechenden konjugierten Primärantikörperverdünnung (Tabelle 2.8) 

resuspendiert und für 45 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Von den Zellen wurde ungebundener 

Antikörper durch einen weiteren zweifachen Waschschritt (mit 1 ml FACS-Puffer) entfernt, das Pellet 

in 100 µl FACS-Puffer resuspendiert und die markierten Zellen dann im Durchflusszytometer 

gemessen.  

Zur Kontrolle des unspezifischen Hintergrunds sowie zur Überprüfung der Kompensation wurden 

entsprechende Isotyp-, Positiv- und Negativkontrollen durchgeführt.      
 

Zur Analyse der Zellviabilität wurde 7-Aminoactinomycin (7AAD) und der Zellapoptose AnnexinV-PE 

verwendet. Durch die Aufnahme des Farbstoffs 7AAD durch tote Zellen, kann man zwischen lebenden 

und toten Zellen unterscheiden und durch die Aufnahme des konjugierten Farbstoffs AnnexinV-PE 
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durch apoptotische Zellen, kann man zwischen lebenden und apoptotischen Zellen unterscheiden. Für 

jeden Ansatz wurden 2 x 105 Zellen verwendet.  

Exprimierten die zu untersuchenden Zellen kein Fusionsprotein, so wurden beide Farbstoffe gleich-

zeitig eingesetzt, d.h. auf 100 µl AnnexinV-Bindungspuffer wurden 5 µl AnnexinV-PE und 10 µl 7AAD 

eingesetzt. Nach einer Inkubation von 15 min bei RT wurden die Proben umgehend gemessen. 

Exprimierten die Zellen jedoch ein Fusionsprotein mit EGFP, so wurde jeder Ansatz mit AnnexinV-PE 

und 7AAD getrennt gefärbt.  

 
 

3.8 Proteinbiochemische Methoden 
3.8.1 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) 

Für die Auftrennung der Proteine wurde ein 12 %-iges Trenngel hergestellt. Die Lösungen für das 

Trenngel wurden in der angegebenen Reihenfolge gemischt und sofort zu 5/6 in eine vorbereitete, 

dichte SDS-Gelelektrophoresekammer gefüllt. 
 

Trenngelzusammensetzung – 12 %: 

1,5 M Tris/ HCL pH 8,7  8 ml 

HPLC-H2O  10,8 ml 

Acrylamid-4K-Lösung (30 %)  12,8 ml 

20 % SDS  160 μl 

10 % APS  280 μl 

TEMED  15 μl 
 

Zum Auspolymerisieren wurde das Trenngel mit 300 µl Isopropanol überlagert. Nach der Polymeri-

sierung wurde das Isopropanol vollständig abgenommen, das Trenngel mit dem Sammelgel über-

schichtet und ein Kamm für die Probentaschen eingesteckt. 
 

Sammelgelzusammensetzung: 

1 M Tris/ HCL pH 6,8  1,25 ml 

HPLC-H2O  6 ml 

Acrylamid-4K-Lösung (30 %)  1,3 ml 

20 % SDS  50 μl 

10 % APS  100 μl 

TEMED  10 μl 
 

Die Gelelektrophoresekammer wurde mit einfachem Proteingelpuffer gefüllt, der Kamm entfernt und 

die Taschen gespült.  

Das Pellet aus ca. 1 - 2 x 106 Zellen (1 min, 6000 g, RT) wurde mit sechsfachem SDS-Probenpuffer 

verdünnt, resuspendiert, 6 min bei 100 °C inkubiert, auf Eis gekühlt, zentrifugiert und in die 

Probentaschen aufgetragen. Um das Molekulargewicht der zu untersuchenden Proteine bestimmen 

zu können, wurden 10 µl eines Proteinstandards aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 12 mA 

über Nacht. 
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3.8.2 Western Blot 
Nach der SDS-PAGE wurden die Proteine durch einen halbtrockenen Elektroblot auf eine Nitro-

zellulosemembran transferiert. Dabei wandern negativ-geladene Proteine im elektrischen Feld zur 

positiv-geladenen Anode, wobei die Nitrozellulosemembran zwischen Gel und Anode liegt. 

Die Nitrozellulosemembran wurde im 30 mM Anodenpuffer äquilibriert. Die Blotkammer wurde in der 

folgenden Reihenfolge luftblasenfrei befüllt: 
 

1) mit Aqua dest. die Oberfläche der Blotkammer befeuchten, 

2) zwei in Kathodenpuffer getränkte Whatman-Papiere, 

3) das in Kathodenpuffer getauchte SDS-Gel (180 ° gespiegelt), 

4) die Nitrozellulosemembran aus dem 30 mM Anodenpuffer, 

5) zwei in 30 mM Anodenpuffer getränkte Whatman-Papiere, 

6) zwei in 300 mM Anodenpuffer getränkte Whatman-Papiere.  
 

In der geschlossenen Blotkammer wurden die Proteine 1,5 h bei 125 mA auf die Nitrozellulose-

membran geblottet. Danach wurde die Membran entnommen und mindestens 20 min in 5 % Milch-

puffer auf dem Wippschüttler geblockt, um unspezifische Bindungsstellen abzusättigen. Dann wurde 

die Membran mit dem Primärantikörper (verdünnt in 5 % Milchpuffer) über Nacht bei 4°C inkubiert. Am 

Folgetag wurde die Membran dreimal für 15 min bei RT mit dem Waschpuffer für Western Blots 

gewaschen, woraufhin die Inkubation mit dem Peroxidase-gekoppelten Sekundärantikörper (ebenfalls 

verdünnt in 5 % Milchpuffer) für 1 h bei RT erfolgte. Nach erneutem, dreimaligem Waschen für jeweils 

5 min wurde die Membran für 1 min im Dunkeln bei RT mit der Elektrochemilumineszenz (ECL)-

Substratlösung inkubiert. Dazu wurden die beiden ECL-Komponenten, eine stabile Peroxidlösung und 

eine verstärkte Luminollösung, 1:1 gemischt und 2 ml des ECL-Gemisches gleichmäßig auf der 

Membran verteilt. Das Enzym Peroxidase, das kovalent an den sekundären Antikörper gebunden ist, 

setzt die Substrate um, wodurch Chemilumineszenzsignale erzeugt werden. Belichtet man damit 

einen Röntgenfilm, so verfärbt sich dieser an den entsprechenden Stellen schwarz. Mit Hilfe des Page 

RulerTM prestained protein ladder Markers kann man daraufhin die Masse (kDa) der exprimierten 

Proteine bestimmen.  

 
 

3.9 Statistische Analyse 
Für die statistische Analyse wurde die bereits erwähnte freie Programmiersprache R für statistisches 

Rechnen und statistische Grafiken verwendet. Die Experimente wurde weitestgehend mit n = 3 

durchgeführt und damit die statistische Signifikanz (*p<0.05, **p<0.01 und ***p<0.001) errechnet, 

wofür die Formel für den Studentischen t-Test in Excel verwendet wurde. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Visualisierung alternativ gespleißter und differentiell regulierter 

Gene 
 

4.1.1 Alternativ gespleißte Gene 
Mit Hilfe der Visualisierung auf Exonebene konnten geeignete, repräsentative Gene für die Validierung 

selektiert werden. Die Abbildung 4.1 zeigt Visualisierungen für drei der sieben für die Validierung 

verwendeten alternativ gespleißten Gene. Im konstanten Bereich zeigen beide gepaarten Proben 

nahezu gleiche Signalintensitäten für mehrere aufeinanderfolgende Probe Sets, im alternativ 

gespleißten Bereich hingegen unterschiedliche Expressionsniveaus. 

  

 
 

Abb. 4.1 Visualisierung geeigneter Gene auf Exonebene repräsentativ für alternatives Spleißen: auf der 

x-Achse sind die Exons aufgetragen, blau (Raute) – stimulierte Probe, rot (Quadrat) – gepaarte inhibiert/ stimulierte 

Probe, C – konstanter Bereich mit nahezu gleichem Expressionslevel der zwei gepaarten Proben, AS – alternativ 

gespleißter Bereich mit unterschiedlichem Expressionslevel der zwei gepaarten Proben, Pfeile geben die Position 

und Länge der für die RT-PCR amplifizierten Fragmente an (verändert nach Riedel et al, 2013). 

 

4.1.2 Differentiell regulierte Gene 
Mit Hilfe der Visualisierung auf Exonebene konnten geeignete, repräsentative Gene für die Validierung 

der differentiellen Regulation selektiert werden. Die Abbildung 4.2 zeigt Visualisierungen für zwei der 

neun für die Validierung verwendeten Gene. Den Diagrammen kann man entnehmen, dass das 

Expressionsniveau der gepaarten inhibiert/ stimulierten Probe auf der gesamten Transkriptebene hoch- 

(SLFN5) bzw. herunterreguliert (DTL) ist. Die verschiedenen Proben zeigten bei keinem der korrespon-
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dierenden Probe Sets dieselben Signalintensitäten, weshalb dieser Ansatz das gleiche Ergebnis wie ein 

konventioneller Microarray liefert. 

   

 
 

Abb. 4.2 Visualisierung geeigneter Gene auf Exonebene repräsentativ für differentielle Regulation: auf der 

x-Achse sind die Exons aufgetragen, blau (Raute) – stimulierte Probe, rot (Quadrat) – gepaarte inhibiert/ stimulierte 

Probe, Expressionsniveaus auf gesamter Transkriptebene hoch- (SLFN5) bzw. herunterreguliert (DTL), Pfeile 

geben die Position und Länge der für die RT-PCR amplifizierten Fragmente an (verändert nach Riedel et al, 2013). 

 

 

4.2 Validierung der Exon Array Genlisten 

4.2.1 RT-PCR 
Die Validierung erfolgte zuerst mittels 2-Schritt-RT-PCR. Dazu wurde jeweils cDNA aus denselben 

gepaarten RNA-Proben hergestellt, die bereits für den Exon Array eingesetzt wurden. Zusätzlich 

wurden aus weiteren Spendern gepaarte stimulierte und inhibiert/ stimulierte RNA-Proben hergestellt 

und verwendet. Die für die Validierung selektierten Gene wurden aufgrund der großen Unterschiede in 

den Signalintensitäten zwischen den gepaarten Proben im alternativ gespleißten Bereich alternativ 

gespleißter Gene bzw. auf der ganzen Transkriptebene differentiell regulierter Gene ausgewählt, waren 

jedoch für funktionelle Untersuchungen nicht relevant.  

 

4.2.1.1 Alternativ gespleißte Gene 

Basierend auf der Differenz der Signalintensitäten der gepaarten Proben (S und I) im alternativ 

gespleißten Bereich und der nahezu gleichen Signalintensität im konstanten Bereich (Abbildung 4.1) 

wurden sieben alternativ gespleißte Gene für die Validierung mittels RT-PCR ausgewählt. Diese können 

der folgenden Tabelle 4.1 entnommen werden.  
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Tab. 4.1 Ausgewählte alternativ gespleißte Gene für die Validierung: AS – alternativ gespleißter Bereich, C – 

konstanter Bereich (Riedel et al, 2013). 

Gensymbol Beschreibung Funktion 
Bestätigung 

bei Validierung 

TRIM47 Tripartite motif-containing protein 47 unbekannt 
AS: 10/ 10 

C:   2/ 8 

WRAP53 
WD40 repeat-containing protein 

encoding RNA antisense to p53 

p53 Regulator, 

Telomerasekomplex 

AS: 5/ 7 

C:   1/ 7 

CHN1 Chimerin 1 Rho GTPase Aktivator 
AS: 5/ 5 

C:   2/ 5 

FBXO6 F-box only protein 6 

Untereinheit des SKP1/ 

Cullin-F-box Komplexes der 

Ubiquitinierung 

AS: 5/ 8 

C:   4/ 8 

TPRG1 
Tumor protein p63-regulated gene 1 

protein 
unbekannt 

AS: 6/ 6 

C:   2/ 6 

STAP2 Signal-transducing adaptor protein 2 Adapter 
AS: 7/ 7 

C:   3/ 7 

IL4I1 Interleukin-4-induced protein 1 
L-phenyl-Oxidase, inhibiert 

T-Zell-Proliferation 

AS: 4/ 6 

C:   2/ 6 

 

 

Für diese Gene wurde jeweils ein Primerpaar im alternativ gespleißten Bereich gewählt, in dem die 

Probe Sets der gepaarten Proben unterschiedliche Signal- und somit Expressionsintensitäten zeigten. 

Das zweite Primerpaar wurde in den konstanten Bereich gelegt, in dem die Probe Sets beider Proben 

das gleiche Expressionsniveau aufwiesen. Bei beiden Primerpaaren wurden darauf geachtet, dass sich 

Vorwärts- und Rückwärtsprimer nicht auf demselben Exon befanden. Die Validierung ist hier 

exemplarisch für TRIM47, WRAP53 und CHN1 dargestellt (Abbildung 4.3). Die Lage sowie die 

erwartete Länge der amplifizierten Fragmente für diese drei alternativ gespleißten Gene können der 

Abbildung 4.1 entnommen werden. Die Darstellungen aller anderen alternativ gespleißten Gene, die für 

die Validierung verwendet wurden, sind im Anhang in Abbildung A1 gezeigt. 
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Abb. 4.3 Validierung geeigneter Gene repräsentativ für alternatives Spleißen: drei ausgewählte Gene mit 

erwarteter Länge des DNA-Fragments (Primerlokalisierung in Abbildung 4.1), S – stimuliert, I – inhibiert/ stimuliert, 

AS – alternativ gespleißter Bereich, C – konstanter Bereich (links - unterschiedliche Expressionsniveaus bzw. 

mehrere Banden, rechts - gleiches Expressionsniveau). 

 

Nach Normalisierung mit dem entsprechenden β-Aktin-Amplifikat mittels AIDA war erkennbar, dass die 

alternativ gespleißten Bereiche aufgrund der Behandlung mit dem PI3K-Inhibitor LY294002, wie 

vermutet, herunterreguliert wurden: 49 % bei TRIM47, 83 % bei WRAP53 und 85,2 % bei CHN1. Für 

den konstanten Bereich, der ein DNA-Fragment mit derselbe Expression für beide Proben zeigen sollte, 

war die Validierung in den meisten Fällen nicht interpretierbar, weil mehrere Banden zu sehen waren 

sowie unterschiedliche Expressionsniveaus, teilweise sogar entgegengesetzt zum alternativ gespleißten 

Bereich (Riedel et al, 2013). Zwar entsprach der konstante Bereich nicht den Erwartungen, jedoch 

konnten bei Betrachtung beider validierter Bereiche eine differentielle Regulation ausgeschlossen 

werden. Daher kann man davon ausgehen, dass diese Ergebnisse die Annahme des alternativen 

Spleißens bestätigen, da sich im Vergleich zu den differentiell regulierten Genen der alternativ 

gespleißte und konstante Bereich bezüglich der Regulation unterschieden. 

 

4.2.1.2 Differentiell regulierte Gene 

Basierend auf den großen Unterschieden in den Signalintensitäten zwischen den gepaarten Proben 

(S und I) auf der gesamten Transkriptebene (Abbildung 4.2) wurden neun differentiell regulierte Gene 

für die Validierung mittels RT-PCR ausgewählt und können der folgenden Tabelle entnommen werden.   
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Tab. 4.2 Ausgewählte differentiell regulierte Gene für die Validierung (Riedel et al, 2013). 

Gensymbol Beschreibung Funktion 

DTL Denticleless protein homolog Homolog der E3 Proteinligase  

SLFN5 Schlafen family member 5  unbekannt 

PFKM Phosphofructokinase, muscle Phosphofruktokinase 

DOK2 Docking protein 2 RasGAP Adapter 

RAD51AP1 RAD51-associated protein 1 RAD assoziiertes Protein 

HELLS Helicase lymphoid-specific  lymphoid-spezifische Helikase 

DNMBP Dynamin-binding protein/ TUBA Dynamin-bindendes Protein 

ARHGEF6 
Rac/ Cdc42 guanine nucleotide 

exchange factor 6 
Rac/ Cdc42 Guanosin Austauschfaktor 

SESN3 Sestrin 3 Regulator der TORC-Aktivität 

 

Alle Gene wurden entsprechend ihrer Regulation durch die Validierung bestätigt. Für diese Gene 

wurden die Primer willkürlich in zwei verschieden, Intron-überspannenden Bereichen gewählt. 

Exemplarisch ist in Abbildung 4.4 die Validierung der Gene DTL und SLFN5 gezeigt. Die Lage sowie 

die erwartete Länge der amplifizierten Fragmente für DTL und SLFN5 können der Abbildung 4.2 

entnommen werden. Die Darstellungen aller anderen differentiell regulierten Gene, die für die 

Validierung verwendet wurden, sind im Anhang in Abbildung A2 gezeigt. 

 

 
 

Abb. 4.4 Validierung geeigneter Gene repräsentativ für differentielle Regulation: zwei ausgewählte Gene mit 

erwarteter Länge des DNA-Fragments (Primerlokalisierung in Abbildung 4.2), S – stimuliert, I – inhibiert/ stimuliert, 

RG – differentiell regulierter Bereich, ↓ – herunterreguliert, ↑ – hochreguliert (verändert nach Riedel et al, 2013). 

 

Nach Normalisierung mit dem entsprechenden β-Aktin-Amplifikat mittels AIDA war erkennbar, dass 

beide amplifizierten Bereiche aufgrund der Behandlung mit dem PI3K-Inhibitor LY294002 herunter- 

(DTL, ca. 45 %) bzw. hochreguliert (SLFN5, ca. 130 %) wurden. Das bestätigt die Annahme der 

differentiellen Regulation auf der gesamten Transkriptebene (Riedel et al, 2013). 
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4.2.2 Semiquantitative qPCR 
Nachfolgend wurde die Validierung mittels der semiquantitative Realtime-PCR mit dem DyNAmoTM 

ColorFlash SYBR® Green System durchgeführt, in der dieselben Primer wie bei der RT-PCR verwendet 

wurden. Die relative Quantifizierung wurde über die ∆∆CT-Methode direkt durch das iCycler Programm 

ermittelt, wodurch das relative Expressionsverhältnis zweier Gruppen abgeschätzt werden kann. 

Vorausgesetzt wurde, dass zwischen Ziel- und Referenzgene optimale und identische Amplifikations-

effizienzen herrschten, sodass die Housekeeping Gene eine relative Quantifizierung mit Hilfe der 

Normalisierung über das geometrische Mittel ermöglichten. 

 

  
Abb. 4.5 Validierung der Expression alternativ gespleißter und differentiell regulierter Gene mittels qPCR: 

drei alternativ gespleißte Gene (TRIM47, WRAP53 und CHN1) und zwei differentiell regulierte Gene (DTL und 

SLFN5) mit erwarteter Länge des DNA-Fragments, weiße Balken - stimulierte Proben, schwarze Balken - gepaarte 

inhibiert/ stimulierte Proben (Triplet-Messung, Fragmentlokalisierung in Abbildung 4.1 und 4.2) (Riedel et al, 2013). 

 

Die alternativ gespleißten Gene wurden durch die semiquantitative qPCR im alternativ gespleißten 

Bereich, wie schon bei der RT-PCR, bestätigt. Die Abbildung 4.5 zeigt, dass die relative Expression von 

TRIM47, WRAP53 und CHN1 bei PI3K-Inhibition im alternativ gespleißten Bereich deutlich herunter-

reguliert wurde. Aber auch hier ergaben die Reaktionen für den konstanten Bereich, wie schon bei der 

RT-PCR, unklare Ergebnisse. Das bestätigt die Annahme des alternativen Spleißens, da im Vergleich 

zu den differentiell regulierten Genen alternativ gespleißter und konstanter Bereich eine unterschied-

liche Regulation zeigten und sich nicht aufeinander bezogen. 

 

Die differentiell regulierten Gene hingegen wurden durch die semiquantitative qPCR jeweils mit beiden 

Primerpaaren bestätigt. Die Abbildung 4.5 zeigt, dass die relative Expression von DTL bei PI3K-

Inhibition herunterreguliert wurde, während die von SLFN5, wie schon bei der RT-PCR gezeigt, 

hochreguliert wurde. 
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4.3 Funktionelle Annotation 
Zur Definition biologisch relevanter Muster innerhalb der großen Datenmenge der Exon Array Analyse 

wurden funktionelle Annotationen mittels bioinformatischer Ansätze ermittelt. Beispiele für entspre-

chende Vorgehensweisen sind das Daten-Clustering und die Analyse der Hauptkomponenten. Mit 

diesen Annotationen können funktionell geclusterte Genfamilien sowie Genprodukte, die als potentielle 

T-Zell-Suppressoren agieren könnten, identifiziert werden.  

Die generierten und validierten Listen für alternativ gespleißte (2192) und differentiell regulierte (619) 

Gene wurden für die funktionelle Analyse eingesetzt. Verschiedene Analysemöglichkeiten wurden mit 

Hilfe der folgenden web-basierten Hilfsprogramme aufgeführt. Aus den ermittelten Genclustern konnten 

anschließend funktionell interessante Gene selektiert werden, die auch hinsichtlich ihrer Expression und 

Regulation geeignet waren. 

 

4.3.1 Reactome - Signalwegdatenbank 
Reactome repräsentiert facettenreiche Prozesse im humanen System, wie z.B. Metabolismus, 

regulatorische Signalwege, Signaltransduktion und biologische Prozesse (Joshi-Tope et al, 2005; 

Vastrik et al, 2007). Das Grundprinzip von Reactome ist die Darstellung biologischer Signalwege mit 

mechanistischer Richtigkeit, mittels der Datenanalyse kann auch eine Anreicherungsauswertung 

durchgeführt werden. Die Annotation erfolgte hauptsächlich in den Bereichen Zellzyklus, Stoffwechsel, 

Signaltransduktion, Transport, Zellbewegung, Immunreaktion, Pathogen-Wechselwirkungen und 

Neurobiologie. 

 

Die folgende Abbildung 4.6 zeigt den prozentualen Anteil der beteiligten Gene aus den entsprechenden 

Genlisten im Verhältnis zu den berücksichtigten Genen für die verschiedenen Signalwege.  

Der Abbildung kann entnommen werden, dass alternativ gespleißte Gene bevorzugt in den Prozessen 

Extrazelluläre Matrixorganisation und Muskelkontraktion gehäuft vorkommen, wohingegen differentiell 

regulierte Gene eher mit der DNA-Replikation in Verbindung gebracht werden können. Beide Gruppen 

sind - wie zu erwarten war - in den Prozessen Meiose, DNA-Reparatur und Zellzyklus angereichert, da 

die Veränderungen downstream der PI3K-Hemmung stattfinden. 
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Abb. 4.6 Reactome-Überblick über Anreicherung von Genen in speziellen Signalwegen: Anteil der AS und 

RG Gene im Verhältnis zu den betrachteten Genen pro Signalweg in Prozent; schwarz – AS, weiß – RG 

(Originaldatensatz im Anhang Tabelle A1).  

 

4.3.2 GEne SeT AnaLysis Toolkit V2 
Über dieses Hilfsprogramm kann der KEGG-Mapper (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) 

verwendet werden. Diese Datenbank informiert unter anderem über den Metabolismus, enzymatische 

Signalwege, Stoffwechselwege, Medikamentenentwicklung, Gene und Proteine in verschiedenen 

Organismen. 

Für die KEGG-Analyse über das GEne SeT AnaLysis Toolkit V2 wurden folgende Parameter 

verwendet: Anreicherungsanalyse - KEGG Analyse, Organismus - homo sapiens, Id Type - Gen 

Symbol, Ref Set - entrezgene, Signifikanzlevel - Top10, Statistischer Test - hypergeometrisch, Multipler 

Testabgleich - nach Benjamini und Hochberg (BH), Minimale Genanzahl für eine Kategorie - 2. 
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4.3.2.1 Alternativ gespleißte Gene 

Die folgende Abbildung zeigt die Anzahl der beobachteten Gene aus der alternativ gespleißten Genliste 

zur Anzahl der statistisch erwarteten Gene in Signalwegen, in denen die entsprechenden Gencluster 

angereichert vorlagen. 

  
 
Abb. 4.7 KEGG-Mapper-Überblick über Anreicherungsdaten der alternativ gespleißten Gene in speziellen 
Signalwegen: a) totale Anzahl der AS Gene im Verhältnis zu den erwarteten Genen für jeden Signalweg; schwarz 

– Anzahl der beobachteten Gene, weiß – Anzahl der statistisch erwarteten Gene; b) Anreicherungsgrad an AS 

Genen für die entsprechende Kategorie (Originaldatensatz im Anhang Tabelle A2).  

 

Die zehn Treffer mit dem höchsten Anreicherungsgrad aus Abbildung 4.7 zeigen, dass entgegen der 

statistisch erwarteten Anzahl von Genen alternativ gespleißte Gene besonders in den Prozessen wie 

ABC-Transporter, extrazelluläre Matrixorganisation und NK-Zell vermittelte Zytotoxizität angereichert 

sind, aber auch bei der fokalen Adhäsion und in Tumorsignalwegen. Eine ausgesprochen große Anzahl 

von 113 Genen wurde bei den metabolischen Signalwegen beobachtet, wobei nur 49 Gene statistisch 

erwartet wurden.  
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4.3.2.2 Differentiell regulierte Gene 

Die folgende Abbildung zeigt die Anzahl der beobachteten Gene aus der differentiell regulierten 

Genliste zur Anzahl der statistisch erwarteten Gene in Signalwegen, in denen die entsprechenden 

Gencluster angereichert vorlagen. 
 

     
Abb. 4.8 KEGG-Mapper-Überblick über Anreicherungsdaten der differentiell regulierten Gene in speziellen 
Signalwegen: a) totale Anzahl der RG Gene im Verhältnis zu den erwarteten Genen für jeden Signalweg; schwarz 

– Anzahl der beobachteten Gene, weiß – Anzahl der statistisch erwarteten Gene; b) Anreicherungsgrad an RG 

Genen für die entsprechende Kategorie (Originaldatensatz im Anhang Tabelle A3).  

 

Die zehn Treffer mit dem höchsten Anreicherungsgrad aus Abbildung 4.8 zeigen, dass entgegen der 

statistisch erwarteten Anzahl von Genen differentiell regulierte Gene in allen zehn aufgeführten 

Prozessen wie z.B. Zellzyklus, Jak-STAT-Signalweg, Zelladhäsionsmoleküle und Zytokin-Zytokin-

Rezeptor Interaktion drei- bis achtfach angereichert sind, jedoch besonders bei der DNA-Replikation mit 

einer ca. 16-fachen Anreicherung. Genauso wie bei den alternativ gespleißten Genen ist auch hier eine 
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deutlich größere Anzahl von 52 Genen bei den metabolischen Signalwegen zu beobachten, wobei nur 

15 Gene statistisch erwartet wurden.  

 

4.3.3 Blast2GO 
Blast2GO ist ein umfassendes, bioinformatisches Hilfsprogramm, das für die automatisierte, funktionelle 

Annotation im Hochdurchsatz entwickelt wurde (Conesa, Götz, 2009). Diese Annotation ermöglicht eine 

Kategorisierung der Gene in funktionelle Klassen, um die physiologische Bedeutung großer 

Gengruppen zu verstehen und funktionelle Unterschiede zwischen verschieden Proben zu ermitteln 

(Conesa et al, 2005). Es verwendet den BLAST-Algorithmus (Basic local alignment search tool; Altschul 

et al, 1990), um homologe Sequenzen zu erkennen und mit der funktionellen Analyse bereits bekannter 

Sequenzen abzugleichen. Dieser Algorithmus vereinigt Gemeinsamkeit, Ausmaß der Homologie, eine 

Datenbank nach Wahl, die Gene Ontology (GO)-Hierarchie und die Qualität der ursprünglichen 

Annotation. Die ermittelten Informationen werden z.B. über das GO-Vokabular dargestellt, welches Gen 

und Genprodukt quer durch alle Spezies vereinheitlichen soll. Verschiedenste Funktionen können für 

die Visualisierung und die statistische Analyse verwendet werden (Conesa, Götz, 2008). 

Blast2GO benutzt den statistischen Fisher’s Exact Signifikanztest und erstellt statistische Baum-

diagramme für den biologischen Prozess, die molekulare Funktion und zelluläre Komponenten für die 

Darstellung von Signalwegen, in denen Gene der Genlisten über- oder unterrepräsentiert sind. Des 

Weiteren ermöglicht es ebenso eine Anreicherungsanalyse. Die Funktion GOslim ist eine einge-

schränkte Version von GO, die nur einen Teil der Konditionen der gesamten GOs beinhaltet. Daher 

ermöglicht GOslim deutlich schneller die Zusammenfassung der Ergebnisse der GO-Annotation der 

beiden Genlisten und wurde bei allen folgenden Blast2GO-Abbildungen verwendet. Für die 

Anreicherungsdiagramme wurde ein zweiseitiger Test verwendet, sodass sowohl positive (rot) als auch 

negative (grün) Anreicherungsanalysen dargestellt wurden. Um falsch-positive Werte zu kontrollieren, 

stehen verschiedene Signifikanzparameter zur Verfügung: die false discovery rate (FDR), die family-

wise error rate (FWER) und der durch den Fisher’s Exact Test ermittelte Fisher p-Value. Die FDR gibt 

den Signifikanzgrenzwert von 0,05 an, sodass nur signifikante Ergebnisse angezeigt werden (Conesa, 

Götz, 2008). 

 

Die folgenden Abbildungen zeigen die Blast2GO-GOslim-Baumdiagramme für die alternativ gespleißten 

und differentiell regulierten Gene anhand von zellulären Komponenten (AS – Abbildung 4.9, RG – 

Abbildung 4.10), biologischem Prozess (AS – Abbildung 4.11, RG – Abbildung 4.12) und molekularer 

Funktion (AS – Abbildung 4.13, RG – Abbildung 4.14). Diese Darstellungsweise ermöglicht es auf einen 

Blick zu erkennen, in welchen Bereichen des Signalwegs AS bzw. RG Gene über- (rot) und 

unterrepräsentiert (grün) sind, weshalb man auch von Anreicherungsgraphen spricht.  
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a 

b 

1 2

3 4

1 2 3 4

Abb. 4.11 Blast2GO-Überblick über biologischen 
Prozess der alternativ gespleißten Gene: b) muss 

links an a) angefügt werden, um die Abbildung zu 

vervollständigen; grün – Signalwege, in denen AS 

Gene unterrepräsentiert sind; rot – Signalwege, in 

denen AS Gene überrepräsentiert sind; GO-Nummer, 

FDR – false discovery rate, p-Value. 
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Beim Vergleich der Exonzusammensetzung alternativ gespleißter Gene fiel eine gewisse Diskrepanz 

zwischen der Anzahl der im Exon Array ermittelten Exons und der Anzahl auf, die beim BLAST gegen 

das humane Genom angezeigt wurde. Bei einem weiteren Sequenzabgleich konnte festgestellt werden, 

dass nicht alle beprobten Exons kodierend waren, sodass eine Selektion geeigneter Gene in Hinsicht 

auf Expressionsniveau und Regulation nicht alleine auf der Grundlage der Visualisierung im Diagramm 

durchgeführt werden konnte. Fielen einzelne Messpunkte des Exon Arrays weg, da sich diese in einem 

nichtkodierenden Exon befanden, so konnte sich das Spleißmuster zu dem differentiell regulierter Gene 

hin verändern. In Folge dessen wurde die Anzahl alternativ gespleißter Gene mit potentieller 

funktioneller Relevanz weiter eingeschränkt.  

 

 
 

 
 

 
 

Abb. 4.15 Visualisierung selektierter alternativ gespleißter Gene auf Exonebene, geeignet hinsichtlich ihrer 
Expression und Regulation: auf der x-Achse sind die durchnummerierten Exons aufgetragen, a-c bzw. grau 

hinterlegt – nicht kodierende Exons/ Exonbereiche, 1 - 16 bzw. weiß hinterlegt – kodierende Exons/ Exonbereiche; 

blau (Raute) – stimulierte Probe, rot (Quadrat) – gepaarte inhibiert/ stimulierte Probe. 
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Auf dieser Grundlage wurden alternativ gespleißte Gene ausgewählt, die entweder funktionell 

interessant waren oder deren Spleißmuster eine eindeutige alternative Isoform versprachen. Die 

Abbildung 4.15 zeigt diese Selektion. Das Gen FBXO6 ist ein gutes Beispiel dafür, dass ein durch 

bioinformatische Analyse als alternativ gespleißt identifiziertes Gen bei weiteren Analysen bevorzugt als 

differentiell reguliertes Gen wahrgenommen werden würde. 3‘ und 5‘ Ende der beprobten Sequenz sind 

nicht kodierend, die Primer binden innerhalb der kodierenden Sequenz Exon 1 - 5 (weißer Bereich), 

sodass nunmehr keine alternativ gespleißte Isoform bei Gelanalysen zu erwarten war. Dennoch blieb 

das an der Ubiquitinierung beteiligte FBXO6 als potentieller Silencing Faktor für T-Zellen bzw. wegen 

seiner möglichen Beteiligung am Zellzyklus für funktionelle Analysen interessant, da es die Stabilität der 

Ckeckpoint Kinase 1 (Chk1) reguliert (Skaar et al, 2013; Zhang et al, 2009a). LAT2 hingegen zeigte ein 

typisches alternatives Spleißmuster, sodass mindestens eine eventuell sogar zwei alternativ gespleißte 

Isoformen erwartet werden konnten, da Exon 2 und/ oder Exon 3 aus der Sequenz gespleißt werden. 

Als LAT-ähnliches Transmembran-Adapterprotein kann es mit LAT um direkte Interaktionspartner 

konkurrieren, was dieses Gen ebenfalls für funktionelle Experimente interessant machte (Zhu et al, 

2006). FAM184A ist ein funktionell nicht charakterisiertes Gen. Wegen seiner PI3K-Inhibition 

induzierten Regulation und einer möglichen größeren Spleißisoform blieb es in der engeren Auswahl.  

Das differentiell regulierte Gen SLFN5 (Abbildung 4.2) benötigte keinen Exonvergleich mittels BLAST, 

da es bei Inhibition auf der gesamten Transkriptebene hochreguliert wurde und keine Isoformen 

erwartet wurden. Dieses Gen wurde in die funktionellen Analysen miteinbezogen, da SLNF5 und 

andere Mitglieder der SLFN-Familie bei der Tumorsuppression vielversprechende Erkenntnisse zeigten 

(Mavrommatis et al, 2013; Katsoulidis et al, 2010). 

 
 

4.5 Klonierung der selektierten Gene in den Expressionsvektor 
pEGFP-N1 

Über PCRs mit sequenzspezifischen Primern (Tabelle 2.4) wurden die in Tabelle 4.4 aufgeführten Gene 

aus den RNAs von T-Zellen gewonnen, von denen eine Hälfte inhibiert/ stimuliert und die andere Hälfte 

nur stimuliert wurde. Für die inhibiert/ stimulierten RNA-Proben wurden bei der Agarosegel-

elektrophorese kürzere bzw. längere Fragmente erwartet, die auf alternativ gespleißte Genprodukte 

zurückgeführt werden konnten. Die Tabelle 4.4 zeigt die Länge der Hauptisoform, die der erwarteten 

alternativen Isoformen, soweit vorhanden, und die für die Klonierung verwendeten Restriktionsenzyme.  
 

Tab. 4.4 Klonierungsinformationen zu den selektierten Genen: RE – Restriktionsenzym. 

Gensymbol Hauptisoform Isoformen (fehlende Exons)  RE 

FBXO6 882 bp --- Xho I, Hind III 

FAM184A 3423 bp 3563 bp (Exon 6 – 140 bp) Xho I, EcoR I 

LAT2 732 bp 

688 bp (Exon 2 – 44 bp) 

688 bp (Exon 3 – 44 bp) 

644 bp (Exon 2 und 3 – 88 bp) 

Xho I, Hind III 

SLFN5 2676 bp --- Xho I, Hind III 
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klare Bande unter der längsten Isoform von 732 bp auf. Bei dieser Band handelt es sich wahrscheinlich 

um die kürzeste Isoform von 644 bp, bei der Exon 2 und Exon 3 fehlen (normales Spleißen). Durch die 

stärkere Intensität der Hauptbande ist es möglich, dass die Isoformen, in denen nur ein Exon fehlt und 

die beide 688 bp lang sind, überstrahlt werden und folglich in der Abbildung nicht zu erkennen sind. 

FAM184A und LAT2 zeigten besonders bezüglich der alternativen Isoformen eine starke Spender-

varianz. So konnte sich das Spleißmuster von Spender zu Spender unterscheiden oder auch gar keine 

alternativen Isoformen auftreten. Ein solches Beispiel ist für FAM184A in Abbildung 4.17 gezeigt. Die 

Haupt- und die alternative Isoform mit dem zusätzlichen Exon fehlen in der inhibiert/ stimulierten Probe 

vollständig, dafür wurde ein deutlich kleineres, wahrscheinlich unspezifisches Amplifikat bei ca. 700 bp 

hochreguliert. 

 

 
 

Abb. 4.17 Agarosegelelektrophoresebeispiel für ein variierendes Spleißmuster anhand von FAM184A: M – 

Marker, S – stimulierte Probe, I – gepaarte inhibiert/ stimulierte Probe, kbp – Kilobasenpaare. 
 

Die detektierten Isoformen wurden aus den Gelen eluiert und dienten als Matrizen für PCRs mit 

Primern, die die Gen-spezifische CDS-Sequenz durch die verschiedenen Restriktionsschnittstellen am 

3‘ bzw. 5‘ Ende erweiterten (Tabellen 2.5 und 4.4). 

Bei der Überprüfung dieser Klonierungs-PCR mittels Agarosegelelektrophorese waren die Banden für 

die alternativ gespleißten Isoformen nicht mehr detektierbar oder stellten sich bei der Überprüfung 

mittels Sequenzierung als Hauptisoform heraus. Auch beim Auftragen des achtfachen PCR-Ansatzes 

konnten die gewünschten Isoformen nicht nachgewiesen werden, sodass für die weitere Klonierung 

immer die Hauptisoform isoliert und verwendet wurde.  

Die aufgereinigten PCR-Fragmente wurden in den Leervektor pEGFP-N1 im Verhältnis 1:1 bzw. 1:3 

ligiert und die so gewonnenen Plasmide in die kompetenten Bakterien XL10-Gold transformiert. Mittels 

Kolonie-PCR, Minipräparation, Verdau und Sequenzierung wurden positive Klone ermittelt und die 

entsprechende Plasmid-DNA über Maxipräparation in größeren Mengen gewonnen.  
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4.6 Transiente Expression der pEGFP-Fusionsproteine in HEK293T-
Zellen 

Um erste Hinweise auf mögliche Auswirkungen der selektierten Genprodukte auf die Zellviabilität, 

Proliferation und Expansion zu erhalten, wurden die in Abschnitt 4.5 generierten Plasmide transient in 

HEK293T-Zellen exprimiert.  

Wie anhand der unten dargestellten Histogramme (Abbildung 4.18) beispielhaft gezeigt, waren 48h 

nach Transfektion in allen Kulturen EGFP-positive Zellen detektierbar, wobei die durchschnittlichen 

Signalintensitäten für pEGFP bei 188, für pEGFP-SLFN5 bei 15, für pEGFP-FBXO6 bei 26 und für 

pEGFP-LAT2 bei 60 lagen. 
 

 
 

Abb. 4.18 Repräsentative durchflusszytometrische Analyse der Transfektionseffizienz der pEGFP-
Fusionsproteine in HEK293T-Zellen nach 48 h: offenes Histogramm – Negativkontrolle, gefülltes Histogramm – 

transfizierte HEK293T-Zellen mit prozentualer Angabe der EGFP-positiven Subpopulation. 

 

4.6.1 Nachweis der Fusionsproteine mittels Western Blot 
Die Fusionsproteine wurden im Western Blot mittels GFP-Antikörperfärbung nachgewiesen, um zu 

ermitteln, ob die translatierten Proteine den erwarteten Größen entsprachen. Dazu wurden Aliquots der 

Lysate aus transfizierten HEK293T-Zellen über ein Proteingel aufgetrennt. Die in Abbildung 4.19 

ermittelten Proteingrößen stimmten mit den erwarteten überein.  
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Abb. 4.19 Nachweis der Fusionsprotein im Western Blot: Fusionsproteine wurden über ein 12 % SDS-Gel 

aufgetrennt, die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran geblottet und mit α-GFP-Antikörper detektiert; die 

ermittelten Proteingrößen stimmen mit den erwarteten überein; M – Marker, NK – Negativkontrolle. 

 

4.6.2 Effekt der Überexpression auf Zellviabilität und Apoptose 

Zunächst wurde ein möglicher Einfluss der Transgene auf die Zellviabilität analysiert. Hierzu wurden die 

Zellen 24 h bzw. 48 h nach Transfektion mit 7AAD gefärbt und der Prozentsatz 7AAD positiver Zellen in 

der HEK-Population bzw. EGFP-7AAD-positiver Zellen in der EGFP-Population ermittelt. Wie in 

Abbildung 4.20 zu sehen, war in keiner der analysierten, Transgen exprimierenden Kulturen ein 

erhöhter Viabilitätsverlust zu verzeichnen. 

 

 
Abb. 4.20 Zellviabilität der HEK-Population: grau – prozentualer Anteil der toten, 7AAD-positiven Zellen zu der 

gesamten HEK-Population, weiß – prozentualer Anteil der 7AAD-EGFP-doppelt positiven Zellen (DP) zu der EGFP-

Subpopulation, dargestellt ist jeweils der Mittelwert aus mindestens drei unabhängigen Experimenten mit der 

Standardabweichung für jede Gruppe. 
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Nach einem ähnlichen Schema vorgehend, wurde mittels AnnexinV der Anteil apoptotischer Zellen in 

der HEK-Population bzw. EGFP-AnnexinV-positiver Zellen in der EGFP-Population ermittelt (Abbildung 

4.21). Auch hier konnten keine statistisch relevanten Unterschiede in den untersuchten Kulturen 

dokumentiert werden.  

 

 
Abb. 4.21 Anteil der apoptotischen Zellen an der HEK-Population: grau – prozentualer Anteil der 

apoptotischen, AnnexinV-positiven Zellen zu der gesamten HEK-Population, weiß – prozentualer Anteil der 

AnnexinV-EGFP-doppelt positiven Zellen (DP) zu der EGFP-Subpopulation, dargestellt ist jeweils der Mittelwert 

aus mindestens drei unabhängigen Experimenten mit der Standardabweichung für jede Gruppe. 

 

Diese Befunde zeigten, dass die Überexpression von SLFN5, FBXO6 oder LAT2 nicht von einem 

Viabilitätsverlust der Zellen begleitet war. 

 

4.6.3 Effekt der Überexpression auf die Proliferation  
Zur Analyse eines möglichen Einflusses der Transgene auf die Zellproliferation wurden die mit den 

Fusionsplasmiden transfizierten HEK293T-Zellen mittels α-Ki67-PE gefärbt. Hierdurch lässt sich 

Zellproliferation nachweisen, da Ki67 im Nukleus von G1-, S-, G2-, M-Phase-, nicht aber der G0-Phase-

Zellen detektierbar ist (Scholzen, Gerdes, 2000). Wie in drei unabhängigen Experimenten ermittelt, 

beeinträchtigte keines der Transgene die Proliferation der Zellen (Abbildung 4.22). Vielmehr wurde eine 

statistisch allerdings nicht relevante leichte Erhöhung der Proliferation der EGFP-positiven Zellen 

beobachtet. 
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Abb. 4.22 Proliferationsrate der HEK293T-Population: grau – prozentualer Anteil der proliferierenden, Ki67-

positiven Zellen zu der gesamten HEK293T-Population, weiß – prozentualer Anteil der Ki67-EGFP-doppelt 

positiven Zellen zu der EGFP-Subpopulation, dargestellt ist jeweils der Mittelwert aus mindestens drei 

unabhängigen Experimenten mit der Standardabweichung für jede Gruppe. 

 

4.6.4 Lokalisierung mittels konfokaler Mikroskopie 
In diesem Abschnitt wird die Lokalisierung der überexprimierten Fusionsproteine in HEK293T-Zellen 

mittels konfokaler Mikroskopie dargestellt. Dazu wurden die transfizierten Zellen am Tag nach der 

Transfektion auf einen μ-Slide 8 Well ibiTreat Objektträger überführt und über Nacht adhäriert. 48 h 

nach der Transfektion wurden die Zellen auf dem Objektträger ohne Fixierung und Färbung am 

konfokalen Mikroskop auf die Lokalisierung der pEGFP-Fusionsproteine hin untersucht. Die folgenden 

Abbildungen zeigen repräsentative Aufnahmen für jeden Transfektionsansatz. 
 

 
Abb. 4.23 Konfokalmikroskopische Aufnahme der Negativkontrolle und des Leervektors pEGFP: links – 

EGFP-Fluoreszenzaufnahme bei 488 nm, Mitte – Bild vom Hellfeld, rechts – Überlagerungsaufnahme von 

Fluoreszenzaufnahme bei 488 nm und Hellfeld, Balken - 10µm.  
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Die Verteilung des überexprimierten EGFP alleine gibt ein intensives Signal, das überwiegend homogen 

über die Zelle verteilt ist. Wie erwartet zeigt die Negativkontrolle ein sehr schwaches Hintergrundsignal 

(Abbildung 4.23). 

 
Abb. 4.24 Konfokalmikroskopische Aufnahme zur Lokalisierung des Fusionsproteins von pEGFP-FBXO6: 

a) links – EGFP-Fluoreszenzaufnahme bei 488 nm, Mitte – Bild vom Hellfeld, rechts – Überlagerungsaufnahme von 

Fluoreszenzaufnahme bei 488 nm und Hellfeld, Pfeil - nukleäre Lokalisation, gestrichelter Pfeil - FBXO6-Cluster, b) 

Überlagerungsaufnahme von Fluoreszenzaufnahme bei 488 nm und Hellfeld, Balken - 10 µm.  
 

FBXO6-überexprimierende Zellen in Abbildung 4.24 zeigten eine verminderte Adhärenz, was in 

verstärkter Abrundung zu sehen war. Das Fusionsprotein wies ein mit einer vorwiegenden Kern-

lokalisation vereinbares Signal auf (Pfeil in Abbildung 4.24 a), was mit bereits publizierten Daten 

übereinstimmt (Zhang et al, 2009a). Cluster außerhalb des Zellkerns (gestrichelter Pfeil in Abbildung 

4.24 a) können dadurch erklärt werden, dass FBXO6 auch an der Endoplasmatischen Retikulum (ER)-

assoziierten Glykoproteindegradation (GERAD) beteiligt ist und Glykoproteine mit hohem Mannose-

glykoproteingehalt sowie sulfatierte Glykoproteine reguliert (Glenn et al, 2008).  
 

 
Abb. 4.25 Konfokalmikroskopische Aufnahme zur Lokalisierung des Fusionsproteins von pEGFP-SLFN5: 

zwei Überlagerungsaufnahmen von Fluoreszenzaufnahme bei 488 nm und Hellfeld, Pfeile - nukleäre Lokalisation, 

gestrichelter Pfeil - SLFN5-Cluster, Balken - 10 µm.  
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Im Vergleich zu FBXO6 zeigten EGFP-SLFN5 exprimierende Zellen in Abbildung 4.25 neben der 

runden (a) auch die normale, gestreckte Morphologie (b). In Bezug auf die Lokalisierung kann man 

erkennen, dass das SLFN5 sowohl im Zellkern (Pfeile in Abbildung 4.25) als auch geclustert vorkommt 

(gestrichelter Pfeil in Abbildung 4.25). Die nukleäre Lokalisierung wurde bereits bei Katsoulidis et al, 

2010, und Mavrommatis et al, 2013, beschrieben. 
 

 
Abb. 4.26 Konfokalmikroskopische Aufnahmen zur Lokalisierung des Fusionsproteins von pEGFP-LAT2: 

jeweils oben - EGFP-Fluoreszenzaufnahme bei 488 nm, unten - Überlagerungsaufnahmen von Fluoreszenz-

aufnahme bei 488 nm und Hellfeld, Pfeile - perinukleäre Lokalisation, gestrichelte Pfeile - potentielle Einschluss-

körperchen, Balken - 10 µm.  

 

Auch LAT2-überexprimierende Zellen in Abbildung 4.26 zeigten größtenteils eine verminderte Adhärenz 

in Form einer verstärkten Abrundung wie bei FBXO6-Überexpression. In Bezug auf die Lokalisierung 

wurde EGFP-LAT2 vorwiegend perinukleär detektiert (durchgehende Pfeile in Abbildung 4.26 a, c), 

zudem scheinen Einschlusskörperchen vorhanden zu sein (gestrichelte Pfeile in Abbildung 4.26 a, c). 

 

Aus diesen Daten lässt sich schließen, dass die Transgene in HEK293T-Zellen in ihrem erwarteten 

Verteilungsmuster exprimiert werden, aber bei Überexpression die getesteten Funktionen nicht 

beeinträchtigen. 

 

 

4.7 Knockdown des differentiell regulierten Gens SLFN5 in primären 
T-Zellen 

Da die Transfektion der Transgene in primären T-Zellen sehr ineffizient war, wurde im Folgenden 

versucht, einen möglichen Einfluss der Genprodukte SLFN5 (RG) und FBXO6 (AS) auf die T-Zellen 

durch die Ausschaltung der jeweiligen endogenen Genprodukte mittels siRNA zu untersuchen. Der 

Knockdown von FBXO6 gelang nur einmal (Daten nicht gezeigt), weshalb sich in dieser Arbeit auf das 

differentiell regulierte SLFN5 beschränkt wurde. 
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4.7.1 Überprüfung des Knockdowns 
Da die siRNA nicht markiert war und SLFN5-spezifische Antikörper nicht zur Verfügung standen, wurde 

der Knockdown vier bis fünf Tage nach der primären Transfektion mittels RT-PCR überprüft. Dazu 

wurde RNA aus den transfizierten Zellen isoliert, cDNA hergestellt und schließlich die PCR mit SLFN5-

spezifischen Primern und einer Verdünnungsreihe der cDNA durchgeführt. Die Auftrennung über ein 

Agarosegel ist in Abbildung 4.27 dargestellt. 
 

 
 

Abb. 4.27 Knockdown von SLFN5 in SLFN5-siRNA-transfizierten, primären T-Zellen: für die PCR wurden die 

Primer für die SLFN5-CDS-Sequenz (SLFN5 2676 bp FW und REV) verwendet; SLFN5-siRNA (an Position 1570 

ntc der Gensequenz) und Kontrolle mit entsprechenden cDNA-Verdünnungen (0,5 µl – 0,2 µl – 0,1 µl – 0,05 µl – 

0,02 µl), für die β-Aktin-Kontrolle wurde immer die cDNA-Verdünnung von 0,05 µl gewählt; M – 1 kbp Marker,     

H2O – Negativkontrolle ohne Template.  
 

Die Abbildung 4.27 bestätigt den Knockdown von SLFN5. Die Banden der SLFN5-siRNA-transfizierten 

cDNA-Verdünnungen zeigen im Vergleich zu den entsprechenden Banden der Kontrolle eine deutliche 

Intensitätsverringerung, wohingegen die Banden der β-Aktin-Kontrolle gleiche Intensitätsniveaus 

aufweisen. Nachdem der Knockdown erfolgreich bestätigt war, konnten weitere Tests mit den 

SLFN5-siRNA-transfizierten, primären T-Zellen durchgeführt werden. 

 

4.7.2 Effekt des Knockdowns auf Zellviabilität und Apoptose 
Zur Analyse der Zellapoptose und Zellviabilität wurden die siRNA-transfizierten, primären T-Zellen 

mittels AnnexinV-PE und 7AAD gefärbt. Da die transfizierten Zellen kein Fluoreszenzsignal emittierten, 

war es möglich beide Färbungen gleichzeitig durchzuführen. Wie in Abbildung 4.28 dargestellt, war die 

Ablation von SLFN5 nicht von einer prozentualen Erhöhung der Population toter oder apoptotischer 

Zellen begleitet. 
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Abb. 4.28 Anteil der toten und apoptotischen Zellen an der T-Zell-Population: grau – prozentualer Anteil der 

toten, 7AAD-positiven Zellen zu der gesamten T-Zell-Population, weiß – prozentualer Anteil der apoptotischen, 

AnnexinV-positiven Zellen zu der gesamten T-Zell-Population, dargestellt ist jeweils der Mittelwert aus vier 

unabhängigen Experimenten mit der Standardabweichung. 
 

4.7.3 Effekt des Knockdowns auf die T-Zell-Proliferation 
Da der Knockdown von SLFN5 keinen Effekt auf die Zellviabilität zu haben scheint, wurde im Folgenden 

die Zellproliferation betrachtet. Um diese zu analysieren, wurde fünf Tage nach der primären 

Transfektion eine allogene Mixed Lymphocyte Reaction (MLR) durchgeführt. Erkennung der präsen-

tierten MHC-Peptid-Komplexe aktiviert T-Zellen zur Proliferation, die durch das hinzugefügte, radioaktiv 

markierte Thymidin bestimmt wurde.  
 

 
Abb. 4.29 Proliferationsfähigkeit der siRNA-transfizierten T-Zell-Population: dargestellt sind jeweils die Mittel-

werte der Konjugate normalisiert gegen die entsprechenden Kontrollen in Prozent aus drei unabhängigen MLR-

Experimenten mit der Standardabweichung (Triplet-Messung). 

 

Der Abbildung 4.29 kann entnommen werden, dass nach dem Knockdown von SLFN5 die Zellen ihre 

Fähigkeit zu proliferieren nicht verlieren. Im Vergleich zur Kontrolle zeigt der Knockdown mit 500 pmol 

SLFN5-siRNA keinen signifikanten Unterschied.  
 

0

5

10

15

20

25

Kontrolle pEGFP-SLFN5

Ze
lle

n 
[%

]

7AAD-positive Zellen
AnnexinV-positive Zellen

0

20

40

60

80

100

120

140

160

SLFN5-siRNA Kontrolle

no
rm

al
is

ie
rte

 C
ou

nt
s 

[%
]



4 Ergebnisse 
                                                             

82 

4.7.4 Effekt des Knockdowns auf stimulierte morphologische T-Zell-

Veränderungen 

4.7.4.1 Polarisation auf Fibronektin 

Für die Analyse eines möglichen Einflusses des SLFN5-Knockdowns auf die T-Zell-Polarisation, 

wurden die transfizierten Zellen auf Fibronektin-beschichtete Ibidi-Slides aufgebracht, fixiert, permeabili-

siert und das F-Aktin mit Phalloidin-Alexa 594 angefärbt. Als Bestandteil der extrazellulären Matrix 

induziert Fibronektin die T-Zell-Polarisation durch die Interaktion mit β-Integrinen auf der Oberfläche der 

T-Zelle. Abbildung 4.30 zeigt Übersichtsaufnahmen und Ausschnitte von polarisierten T-Zellen. 

 

 
 

Abb. 4.30 Konfokalmikroskopische Aufnahme primärer T-Zellen auf Fibronektin: SLFN5-siRNA-transfizierte 

Zellen – Übersichtsaufnahme (a) mit einem Ausschnitt von polarisierten (b) und nicht polarisierten (c) T-Zellen, 

Kontrollzellen – Übersichtsaufnahme (d) mit einem Ausschnitt von nicht polarisierten (e) T-Zellen und einer 

polarisierten (f) T-Zelle, Pfeile geben die Polarisationsrichtung an. 
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Abbildungen 4.30 b und f zeigen die typische Form polarisierter T-Zellen, die auch als „Handspiegel“ 

bezeichnet wird, wobei die Pfeile die Bewegungsrichtung angeben. Diese Morphologie besteht aus den 

drei typischen Strukturen: dem Lamellipodium, dem Hauptkörper und dem Uropodium. Das Lamelli-

podium stellt die führende Front dar und hat einen hohen F-Aktin-Gehalt, der Hauptkörper enthält den 

Zellkern und der Uropod schiebt die motile Zelle voran.  

Um eine quantitative Aussage über die jeweils polarisierten T-Zellen machen zu können, wurden drei 

bis fünf gleich große Mikroskopfelder ausgezählt und so die Anzahl der polarisierten T-Zellen und die 

Gesamtzahl der T-Zellen ermittelt, die als Maß der Adhäsion gewertet wurde. Die quantitative 

Auswertung der polarisierten T-Zellen kann der Abbildung 4.31 entnommen werden. 

 

 
 

 
Abb. 4.31 Absolute und relative Quantifizierung der Polarisation von T-Zellen nach Transfektion von 
SLFN5-siRNA: a – Absolute Quantifizierung der polarisierten (grau) und totalen (weiß) T-Zellzahl, dargestellt ist 

jeweils der Mittelwert aus 3 - 5 gleich großen Mikroskopfelder in drei unabhängigen Experimenten (Exp. 1 - 3) für 

jede Gruppe, b – Relative Quantifizierung der Polarisation in Prozent aus den polarisierten T-Zellen im Verhältnis 

zur Gesamtzahl der T-Zellen pro Ansatz, dargestellt ist jeweils der Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten 

mit der Standardabweichung für jede Gruppe. 
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Abbildung 4.31 a zeigt die Quantifizierung der einzelnen Polarisationsexperimente. Um das Verhältnis 

der polarisierten T-Zellen zur Gesamtzahl der T-Zellen pro Experiment bewerten zu können, wurde in 

Abbildung 4.31 b die relative Anzahl der polarisierten zu den totalen T-Zellen ermittelt und der Mittelwert 

aus allen drei unabhängigen Experimenten mit der Standardabweichung errechnet. Diese Darstellung 

ermöglicht es zu erkennen, dass die relative Polarisation bei beiden untersuchten Gruppen vergleichbar 

ist.  

 

SLFN5-siRNA-transfizierte Kulturen zeigten, wie in Abbildung 4.32 erkennbar, eine signifikant erhöhte 

Adhäsion (p=0,006). 

 
Abb. 4.32 Relative Adhäsion der SLFN5-siRNA-transfizierten T-Zellen: Gesamtzahl der adhärierten Zellen in 

Prozent normalisiert auf die Gesamtzahl der Kontrolle (100%), dargestellt ist der Mittelwert aus drei unabhängigen 

Experimenten (n = 3) mit der Standardabweichung; Studentischer t-Test: zweiseitig, heteroskedastisch; 

p-Value < 0,01 (Daten im Anhang Tabelle A4). 

 

Daraus lässt sich schließen, dass der Knockdown von SLFN5 zwar keinen Effekt auf die Polarisation 

auf Fibronektin hat, sehr wohl aber auf die Fähigkeit der T-Zellen zu adhärieren. 

 

4.7.4.2 Costimulatorisches Slide  

CD3- und CD28-Antikörper vermitteln der T-Zelle ein stimulatorisches Signal, das zur Ausprägung einer 

Immunsynapsen-ähnlichen Morphologie führt, die durch ein Ausbreiten der Zellen (spreading response) 

erkennbar ist. 

Dazu wurden die siRNA-transfizierten Kulturen mit den CD3/ CD28-Antikörpern inkubiert und danach 

auf den beschichteten Objektträger gegeben. Nach dem angegebenen Zeitpunkt der Costimulation 

wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und das F-Aktin mit Phalloidin-Alexa 594 angefärbt. 
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Abb. 4.33 Konfokalmikroskopische Aufnahme von T-Zellen nach Stimulation mit CD3/ CD28: SLFN5-siRNA-

transfizierte Zellen – Übersichtsaufnahme (a) mit einem Ausschnitt einer polarisierten T-Zelle (b, Pfeil) und einer 

nicht polarisierten T-Zelle (b, gestrichelter Pfeil). 

 

Abbildung 4.33 zeigt exemplarisch für SLFN5-siRNA-transfizierte Kulturen, dass stimulierte T-Zellen die 

für die CD3/ CD28-Stimulation typische Form mit einer sehr flachen und ausgebreiteten, runden 

Morphologie entwickelten, die einem „Spiegelei“ stark ähnelt. Diese Strukturen entstehen durch die 

Aktivierung des Zytoskeletts im Moment der Kontaktaufnahme der Zellen mit der beschichteten Platte, 

wobei radiale aktinreiche Bereiche gebildet werden (Pfeil in der Abbildung 4.33 b). Das Maximum dieser 

Ausdehnung wurde zum Zeitpunkt der Fixierung (20 min nach dem Transfer auf die IgG-beschichtete 

Platte) erreicht. 

Zur Quantifizierung wurden jeweils die Prozentsätze sichtbar stimulierter T-Zellen im Vergleich zur 

Gesamt-T-Zellzahl in je drei gleich großen Mikroskopfeldern ausgezählt und so die Anzahl der 

polarisierten T-Zellen und die Gesamtzahl der T-Zellen ermittelt. Es konnten keine Unterschiede 

zwischen den untersuchten Kulturen detektiert werden (Abbildung 4.34). 

 

     
Abb. 4.34 Absolute und relative Quantifizierung der Polarisation von T-Zellen durch CD3/ CD28-Stimulation 
nach der Transfektion von SLFN5-siRNA: a – Absolute Quantifizierung der polarisierten (grau) und totalen (weiß) 

T-Zellzahl pro ausgezähltem Ausschnitt, dargestellt ist jeweils der Mittelwert aus drei gleich großen Mikroskopfelder 

eines Experimenten für jede Gruppe, b – Relative Quantifizierung der Polarisierung in Prozent aus den polarisierten 

T-Zellen im Verhältnis zur Gesamtzahl der T-Zellen pro Ansatz. 
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4.8 Expression ausgewählter Gene im Virus-inhibierten System 

Nachdem der Exon Array eine geeignete Methode für die Ermittlung alternativen Spleißens infolge von 

PI3K-Inhibition darstellt, sollte in dieser Arbeit überprüft werden, ob die identifizierten Isoformen auch 

bei der T-Zell-Inhibition durch das Wildtyp-Masernvirus WTF zu finden sind. 

 

4.8.1 Effekte auf die Regulation ausgewählter Gene nach Virus-Inhibition 
Zur Inhibition von T-Zellen wurde gereinigtes WTF UV-inaktiviert und zusammen mit FIP ins Medium 

gegeben, um die Aufnahme viraler Partikel zu verhindern. Nach der Inhibition primärer T-Zellen für 24 h 

und weiteren 24 h der Stimulation mit PMA/ Ionomycin wurde RNA aus den Proben isoliert und mit 

sequenzspezifischen Primern (Tabellen 2.2 und 2.3) PCRs durchgeführt. Es wurden dieselben Primer 

verwendet, die auch für die Validierung des Exon Arrays benutzt wurden und in zwei verschiedenen 

Bereichen des jeweiligen Gens binden. 

 

4.8.1.1 Alternativ gespleißte Gene 

Wie für die Validierung wurden basierend auf der Verteilung der Signalintensitäten der gepaarten 

Proben (S und I) zwei alternativ gespleißte und funktionell interessante Gene für die Überprüfung der 

Expression im Virus-inhibierten System ausgewählt. In der folgenden Tabelle 4.5 sind die Regulationen 

zu sehen, die laut Exon Array im PI3K-inhibierten System erwartet, und die, die tatsächlich bei der MV-

Inhibition detektiert wurden.  

 
Tab. 4.5 Regulation zweier alternativ gespleißter Gene im Virus-inhibierten System: AS – alternativ 

gespleißter Bereich, C – konstanter Bereich, ↓ – herunterreguliert, ↑ – hochreguliert, = – gleich reguliert, detektierte 

Regulation aus vier unabhängigen Experimenten. 

Gensymbol 
Bereich der 

Primerbindung 

Regulation 

erwartet detektiert 

FBXO6 
AS – 202 bp ↓ 4/4 ↑ 

C – 217 bp = 3/4 ↑, 1/4 = 

WRAP53 
AS – 174 bp ↓ 3/4 ↓, 1/4 = 

C – 184 bp = 2/4 ↓, 2/4 = 

 
 

Zur Veranschaulichung der Expression im Virus-inhibierten System sind diese Gene in der folgenden 

Abbildung 4.35 dargestellt.  
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Abb. 4.35 Regulation der Expression alternativ gespleißter Gene im Virus-inhibierten System: Zwei Gene mit 

erwarteter Länge des DNA-Fragments, S – stimuliert, I – inhibiert/ stimuliert, AS – alternativ gespleißter Bereich, 

C – konstanter Bereich. 

 

Erwartet wurde, dass FBXO6 wie bei der PI3K-Inhibition im alternativ gespleißten Bereich (Exon 4 auf 

Exon 5) herunterreguliert wird und im konstanten Bereich (Exon 1 auf Exon 2) eine vergleichbare 

Expression in beiden Proben zeigt. Jedoch sieht man in der Abbildung 4.35, dass im Virus-inhibierten 

System in beiden Bereichen eine Hochregulierung stattfindet. Im Gegensatz dazu kann man bei 

WRAP53 durch die Virus-Inhibition im alternativ gespleißten Bereich (Exon 4 auf Exon 5) und im 

konstanten Bereich (Exon 9 auf Exon 10) genau die Banden sehen, die eigentlich bei PI3K-Inhibition 

laut Exon Array erwartet wurden. Jedoch wurde bei der Hälfte der Versuche auch eine Herunter-

regulierung im konstanten Bereich beobachtet.  

Im Virus-inhibierten System waren die Banden im konstanten Bereich eindeutig zu bestimmen, auch 

wenn mehrere Banden zu sehen waren, was bei der Validierung mit PI3K-Inhibition schwer zu 

beurteilen war. Damit kann die Virus-induzierte Inhibition nicht eindeutig das angenommene, durch 

PI3K-Inhibtion induzierte alternative Spleißmuster bestätigen. 

 
 

4.8.1.2 Differentiell regulierte Gene 

Basierend auf der Verteilung der Signalintensitäten der gepaarten Proben (S und I) wurden zusätzlich 

zwei differentiell regulierte und funktionell interessante Gene für die Überprüfung der Expression im 

Virus-inhibierten System ausgewählt. In der folgenden Tabelle 4.6 sind die Regulationen zu sehen, die 

laut Exon Array im PI3K-inhibierten System erwartet und die, die tatsächlich bei der Inhibition mit dem 

MV detektiert wurden.  
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Tab. 4.6 Regulation zweier differentiell regulierter Gene im Virus-inhibierten System: ↓ – herunterreguliert, ↑ – 

hochreguliert, = – gleich reguliert, detektierte Regulation aus vier unabhängigen Experimenten. 

Gensymbol 
Bereich der 

Primerbindung 

Regulation 

erwartet detektiert 

SLFN5 
Exon 4/5 – 227 bp ↑ 4/4 ↑ 

Exon 2/3 – 172 bp ↑ 4/4 = 

HELLS 
Exon 10/11 – 246 bp ↓ 3/4 ↑, 1/4 ↓ 

Exon 20/21 – 169 bp ↓ 2/4 =, 1/4 ↑, 1/4 ↓ 

 
 

Zur Veranschaulichung der Expression im Virus-inhibierten System sind diese Gene in der folgenden 

Abbildung 4.36 dargestellt.  

 

 
 

Abb. 4.36 Regulation der Expression differentiell regulierter Gene im Virus-inhibierten System: Zwei Gene 

mit erwarteter Länge des DNA-Fragments, S – stimuliert, I – inhibiert/ stimuliert. 

 

Erwartet wurde, dass SLFN5 wie bei PI3K-Inhibition in beiden Bereichen hochreguliert wird, jedoch war 

in der Abbildung 4.36 im Virus-inhibierten System nur der Bereich von Exon 4 auf Exon 5 (227 bp) 

hochreguliert und der andere Bereich von Exon 2 auf Exon 3 (172 bp) von der Inhibition nicht beein-

flusst, was eher auf ein alternativ gespleißtes Gen schließen ließ. Auch bei HELLS lässt sich dieses 

Verhalten im Bereich von Exon 20 auf Exon 21 (169 bp) beobachten. Hingegen zeigt HELLS entgegen 

der erwarteten Herunterregulation meistens eine Hochregulierung im Bereich von Exon 10 auf Exon 11 

(246 bp).  

Im Virus-inhibierten System waren die Banden bei den differentiell regulierten Genen deutlich 

schwieriger zu bewerten und inhomogener in Bezug auf die Regulation, was bei der Validierung mit 

direkter PI3K-Inhibition nicht der Fall war. Damit kann auch hier die Virus-induzierte Inhibition nicht 

eindeutig die angenommene, durch PI3K-Inhibtion induzierte, differentielle Regulation auf der gesamten 

Transkriptebene bestätigen. 
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4.9 Expression ausgewählter Gene in verschiedenen Zelllinien 
PI3K-Effektoren sind prinzipiell pro-mitotisch und daher in transformierten Zellen oft hochreguliert. Es 

sollte nun geprüft werden, ob dies auch auf ausgewählte Gene zutrifft, die sich im Exon Array als 

sensitiv gegenüber PI3K-Hemmung erwiesen. Das Primerdesign bediente sich des Prinzips der 

Validierungsprimer und für die PCR wurde das für die Validierung des Exon Arrays verwendete PCR-

Programm benutzt. Pro Gen wurden also zwei verschiedene Bereiche betrachtet, bei den alternativ 

gespleißten Genen der alternativ gespleißte und der konstante Bereich, bei den differentiell regulierten 

zwei verschiedene Exon-übergreifende Bereiche. Die cDNA wurde hierfür aus jeder einzelnen Zelllinie 

gewonnen, wobei eine Hälfte PI3K-inhibiert und PMA/ Ionomycin-stimuliert und die andere Hälfte nur 

stimuliert wurde. Dadurch war es möglich eine Regulation zwischen den gepaarten cDNAs zu ermitteln. 

 
Tab. 4.7 Regulation alternativ gespleißter und differentiell regulierter Gene in verschiedenen T-Zelllinien: 

Regulation von inhibiert/ stimulierten Proben im Vergleich zu stimulierten Proben, weiß – gleich reguliert, grau – 

anders reguliert als in analog behandelten, primären T-Zellen erwartet, schwarz – nicht reguliert, ↓ – 

herunterreguliert, ↑ – hochreguliert, = – gleiche Expression, AS – alternativ gespleißter Bereich, C – konstanter 

Bereich, detektierte Regulation aus einem Experiment. 

Gen 
erwartete 

Regulation 
A301 HuT-78 H9 Jurkat TAXI MOLT-4 

Alternativ gespleißt (im konstanten Bereich gleiche Expressionslevel) 

FBXO6 AS- ↓, C- =       

WRAP53 AS- ↓, C- =       

CHN1 AS- ↓, C- =       

BRSK1 AS- ↓, C- =       

HDAC9 AS- ↓, C- =       

Differentiell reguliert (auf gesamter Transkriptebene) 

HELLS ↓       

DNMBP ↑       

ARHGEF6 ↓       

SESN3 ↑       

SLFN5 ↑       

 

Der Tabelle 4.7 kann entnommen werden, dass die Regulation der alternativ gespleißten Gene zu 

ca. 37 % von der in primären T-Zellen beobachteten Regulation abweicht und ca. 40 % der Gene 

überhaupt nicht reguliert werden. Besonders in den Zelllinien Jurkat und TAXI scheinen alternativ 

gespleißte Gene nicht reguliert zu sein. WRAP53 ist – bis auf die zwei gerade erwähnten Zelllinien – 

wie in primären T-Zellen reguliert. Die BR Serin/Threonin Kinase 1 (BRSK1) und die Histondeacety-
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lase 9 (HDAC9) sind in allen untersuchten Zelllinien anders reguliert, als entsprechend dem Exon Array 

in primären T-Zellen gemessen und erwartet wurde. Über CHN1 lässt sich kein Trend in der Regulation 

in den untersuchten Zelllinien ermitteln. 

Auch die Regulation der differentiell regulierten Gene weicht von der in primären T-Zellen beobachteten 

Regulation ab, wenn auch nicht so stark wie die alternativ gespleißten Gene (30 % anders als erwartet 

reguliert, ca. 27 % überhaupt nicht reguliert). Besonders ARHGEF6, ein bekannter Regulator des 

Aktinzytoskeletts, ist weitestgehend wie in primären T-Zellen reguliert. Für die anderen untersuchten 

Gene konnte in dieser Arbeit kein spezieller Trend durch die sechs untersuchten Zelllinien gesehen 

werden, die eine eindeutige Aussage zuließen. 

Die Zelllinie HuT-78 scheint in Bezug auf alternativ gespleißte, aber auch differentiell regulierte Gene 

eine verstärkte, entgegengesetzte Regulation zu haben. 

Aufgrund der beobachteten Varianz in der Regulation im Vergleich zu primären T-Zellen, wurde davon 

abgesehen eine der T-Zelllinien für Überexpressionsanalysen zu verwenden. 
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5 Diskussion 
5.1 Identifikation von Spleißvarianten in T-Zellen mittels Exon Array 

Die Regulation der Transkription in T-Zellen auf der Ebene des gesamten Genoms gewinnt 

zunehmend an Bedeutung. Dafür ist der Exon Array eine sehr effektive Methode im Hochdurchsatz-

verfahren, um für die T-Zell-Aktivierung essentielle, alternativ gespleißte Isoformen zu identifizieren 

(Whistler et al, 2010a; Martinez et al, 2012; Grigoryev et al, 2009; Modrek et al, 2001). Diese Arbeit 

konzentrierte sich auf die durch PI3K-Inhibition induzierte Regulation von Genen und deren alternativ 

gespleißten Isoformen sowie deren Auswirkungen auf die T-Zell-Suppression. 

Für den Versuch wurden die primären T-Zellen stimuliert, dies konnte durch PMA-, Ionomycin-, 

kombinierte oder Antigenzugabe geschehen. Martinez et al (2012) haben gezeigt, dass in der 

T-Zelllinie JSL1 bei 40 % der PMA-induzierbaren Gene der für die Spleißmodulation verantwortliche 

Signalweg mit einer Kaskade überlappt, die von Ionomycin ausgelöst wird. PMA alleine ist in der Lage 

in JSL1-Zellen Transkriptionsereignisse zu induzieren, wie sie auch beim TCR-Signalweg vorkommen. 

Jedoch sind nicht alle alternativen Spleißereignisse in JSL1-Zellen, die ausschließlich durch PMA 

ausgelöst werden, auch in primären, TCR-stimulierten T-Zellen zu beobachten (und umgekehrt), was 

darauf schließen lässt, dass die PMA-/ Ionomycin-Stimulation nicht komplett mit der Antigen-

stimulation übereinstimmt. Da es sich bei der kombinierten Zugabe von PMA und Ionomycin jedoch 

um ein einfaches und gut reproduzierbares Stimulationsmodell handelt, wurde es in dieser Arbeit 

eingesetzt.  

Um Veränderungen der frühen Transkription aufgrund der Inhibition der PI3K beurteilen zu können, 

wurde das MV mit dem kommerziellen PI3K-spezifischen Inhibitor LY294002 imitiert, welcher auf die 

ATP-Bindungsstelle der PI3K wirkt (Vlahos et al, 1994). Dadurch wurden Variationen in der 

Viruspräparation, wie Reinheit und Konzentration, aber auch potentielle Unterschiede im Expressions-

level und in der Membrandichte des unbekannten Rezeptors vermieden, den das MV für die Inhibition 

der PI3K verwendet. 

Die mittels Exon Array erhobene Datenmenge bedingt komplexe bioinformatische und statistische 

Methoden für die Auswertung, sodass neben der Durchführung durch Margarete Göbel (Microarray 

Core Unit, Institut für Virologie) und der Validierung des Exon Arrays besonderen Wert auf die 

Verbesserung und Stringenz des Algorithmus zur Detektion alternativ gespleißter Gene gelegt wurde. 

Dadurch wurde die Zahl der falsch-positiven Gene reduziert sowie Selektivität und Empfindlichkeit 

gesteigert (Ha et al, 2009). Jedoch konnte im Vergleich zum 3’ IVT Array eine ca. 2,2-fach höhere 

Variation ermittelt werden (Robinson, Speed, 2007). Die Analyse mit dem Exon Array liefert nur eine 

Momentaufnahme des Zellzustands mit allen Einflussfaktoren. Bei jedem Array sind der systema-

tische Fehler durch die experimentelle Durchführung (RNA-Extraktion, reverse Transkription, Labeling 

und Scannen) und der stochastische Fehler durch den Array an sich (aufgespottete cDNA, 

Oligonukleotid-Qualität und unspezifische Hybridisierung) zu berücksichtigen. Ersteres hat einen 

Einfluss auf alle Spots eines Arrays und kann korrigiert werden, letzteres hingegen hat einen 

zufälligen Einfluss auf wenige Spots und führt zu einem Rauschsignal im Hintergrund der Messung. 

Die Analyse wurde von Dr. Susanne Kneitz (Microarray Core Unit, Institut für Virologie) durchgeführt 
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und auf die Core-Probe Sets beschränkt, da sie eine bessere Signalintensität zeigten und auf bereits 

verifizierte Exons im Genom abzielen und die Full- und Extended-Probe Sets für gewöhnlich 

schwache Indikatoren für die Genexpression sind (Xing et al, 2006; Suzuki et al, 2011). Ein weiterer 

Aspekt der ausschließlichen Verwendung der Core-Probe-Sets ist eine Eingrenzung der Probe Sets 

pro Exon, sodass meistens ein Exon durch mindestens ein Probe Set beschrieben werden konnte. 

Des Weiteren wurde sich auf die Bereiche konzentriert, die eine Regulation über mehrere Probe Sets 

hinweg zeigten. Dazu wurde die Funktion „Sliding Window“ verwendet, mit der Extremwerte reduziert 

und über mehrere Probe Sets regulierte Bereiche betont wurden. Alleine durch diese Funktion wurde 

die Anzahl der alternativ gespleißten Gene auf ein Drittel der Ausgangsmenge reduziert. 

Für die Identifikation differentiell regulierter Gene wurde der dekadische Logarithmus der Veränderung 

(log fold change) der gemittelten Intensitäten zum einen der Probe Sets und zum anderen der 

gesamten Transkripte verwendet. Dieses LIMMA (Lineare Modell für Microarrayanalysen) gebraucht 

einen verallgemeinerten, robusten t-Test unter der Vorannahme der Varianz und ist auch für eine 

geringe Zahl an Wiederholungen geeignet. Mindestens 90 % aller Probe Sets in allen Ansätzen 

mussten differentiell reguliert sein, sodass falsch-positive Gene, die alternativ gespleißt wurden und 

im AS Bereich starke log-fache Intensitätsunterschiede zeigten, nicht berücksichtigt wurden. Diese 

Vorgehensweise verbesserte die korrekte Einordnung in alternativ gespleißt (AS) und differentiell 

reguliert (RG) maßgeblich (Riedel et al, 2013). 

Es wurden für die Validierung alternativ gespleißte und differentiell regulierte Gene ausgewählt, die 

bei den Signalintensitäten die größten Unterschieden zeigten, da die Daten verlässlicher sind, je 

größer die Expressionsdifferenzen sind (Xing et al, 2006). Wie schon in vorangegangenen Studien, 

die den GeneChip® Human Exon 1.0 ST Array verwendet haben, wurde die Validierung für die 

einzelnen Gesamt-RNA-Proben mittels RT-PCR durchgeführt (Grigoryev et al, 2009). Hierzu wurde 

vom Einsatz der zufälligen Hexamerprimer abgesehen und sich ausschließlich auf oligo-d(T)-Primer 

beschränkt, um gezielt reife, polyadenylierte RNA revers zu transkribieren. Die 2-Schritt-RT-PCR teilt 

die reverse Transkription in zwei getrennte Schritte auf, wodurch eine höhere Kontaminationsgefahr 

entsteht (Bustin, 2000), jedoch sind die Amplifikate besonders im Hinblick auf alternativ gespleißte 

Isoformen deutlicher zu identifizieren. Allerdings war eine eindeutige Bestätigung der Isoformen oft 

nicht möglich. Für alternativ gespleißte Gene wurden häufig mehr als die vorhergesagten Isoformen 

amplifiziert. Daneben konnte bei der RT-PCR (wie z.B. bei Grigoryev et al, 2009, bereits beschrieben) 

auch eine gewisse Donorvarianz beobachtet werden, die aber auch wegen der potentiellen 

genetischen Unterschiede zu erwarten war. In der Studie von Grigoryev et al, 2009, konnten nur in der 

Hälfte der für die Validierung selektierten, alternativ gespleißten Gene die vorhergesagten Isoformen 

bestätigt werden (15 von 32 Genen), da gespleißte und ungespleißte Isoformen nicht gleichzeitig 

detektiert werden konnten. Dass der konstante Bereich alternativ gespleißter Gene schwer validierbar 

war und meistens nicht das erwartete gleiche Expressionsniveau zwischen den zwei gepaarten 

Proben zeigte, kann auch daran liegen, dass die Ergebnisse der RT-PCR nicht die des Exon Arrays 

reflektieren. Der Array verwendet 25 bp-Oligomere, die punktuell jedes Exon eines Gens beproben, 

jedoch nicht über einen größeren Bereich hinweg, wie es bei der Validierung mit der RT-PCR der Fall 

ist. Das würde erklären, warum oft gerade im konstanten Bereich keine eindeutige Bande bzw. 
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Regulation zwischen den gepaarten Proben gesehen werden konnte, wohingegen der alternativ 

gespleißte Bereich mit verschiedenen Expressionsniveaus meistens bestätigt wurde. 

Zusätzlich wurde, wie auch in anderen Studien, eine semiquantitative qPCR-Analyse durchgeführt 

(Suzuki et al, 2011). Als Kontrollgene wurden dazu UBC und YWHAZ ausgewählt, die beide in 

T-Zellen die größte Expressionsstabilität zeigten (Vandesompele et al, 2002). Doch auch mit dieser 

Methode konnte in dieser Arbeit ausschließlich der alternativ gespleißte Bereich mit verschiedenen 

Expressionsniveaus sicher bestätigt werden, da der konstante Bereich keine eindeutige Aussage 

erlaubte. Zum einen könnte das, wie schon bei der RT-PCR, an der Vergleichbarkeit der verschie-

denen Methoden liegen (Exon Array gegenüber qPCR), jedoch kann ein weiterer Grund für dieses 

Problem auch darin bestehen, dass die für die Auswertung verwendete ∆∆CT-Methode eine optimale 

und identische Amplifikationseffizienz der Ziel- und Referenzgene voraussetzt (Whistler et al, 2010a).  

Die Validierung der selektierten, differentiell regulierten Gene mittels RT-PCR und semiquantitativer 

qPCR verlief wie erwartet, da sie mit einem konventionellen Microarray gleichgesetzt werden können. 

Eine Darstellung der Ergebnisse auf Exonebene, wie bei Whistler et al (2010b) und in der Auswahl 

von Genen in den Abbildungen 4.1 und 4.2, die eine systematische Zuordnung der Exons erlauben, 

musste bisweilen manuell erstellt werden, da kein entsprechender Algorithmus zur Exon-bezogenen 

Darstellung vorhanden ist. Whistler et al (2010b) beschreiben, dass bei der optischen Kontrolle der 

Daten verschiedene Möglichkeiten falsch-positiver alternativ gespleißter Ergebnisse auftreten. Dazu 

zählt einerseits der Randeffekt, bei dem im 5‘ oder 3‘ Exon eines Gens ein Probe Set nicht reagiert, 

andererseits die nicht-reagierenden Probe Sets in einem Transkriptcluster, bei denen in beiden 

Gruppen eine sehr geringe Signalintensität im Vergleich zu benachbarten Probe Sets vorliegt, wie 

auch die Probe Sets, die sich auf Intronsequenzen innerhalb des Gens abbilden und ein gleicher-

maßen geringes Signal zeigen. In 61 % der Fälle können falsch-positive Ergebnisse auf den Rand-

effekt zurückgeführt werden, in 30 % auf Probe Sets, die sich auf Intronsequenzen abbilden. In dieser 

Arbeit wurde die Prozessierung jedoch nicht wie bei Whistler et al (2010b) mit den Rohdaten, sondern 

mit den Signalintensitäten nach dem Herausfiltern der Probe Sets mit geringer Signalintensität 

durchgeführt, sodass der Randeffekt nicht zum Tragen kommt. 

Ein weiteres Problem besteht darin, dass für viele der identifizierten Gene die Datenlage bezüglich 

des Auftretens von Isoformen unzureichend ist oder diese, falls bekannt, teilweise von den neu 

vorhergesagten abwichen. Solche Unklarheiten können durch neue Algorithmen, wie in dieser Arbeit 

dargestellt, korrigiert werden, sodass eine Angleichung von Exoneinschluss bzw. -ausschluss und 

eine optimale Prozessierung der Informationen gewährleistet ist (Riedel et al, 2013).  

Die funktionelle Analyse differentiell regulierter und alternativ gespleißter Gene zeigt für jede Gruppe 

Besonderheiten, aber auch Überlappungen in Signalwegen, wie z.B. dem Zellzyklus. Spezielle Gen-

familien, wie z.B. die SHIP-Familie der Phosphatasen, beinhalteten Vertreter für AS und RG (Avota et 

al, 2006; Kavanaugh et al, 1996). Die Idee für dieses Projekt entstand aus der Entdeckung einer 

neuen Isoform der Lipidphosphatase SHIP1, die nur bei MV-Kontakt bzw. PI3K-Inhibition gebildet 

wurde. Im humanen System werden die PIP3-Level und die Aktivität von PI3K-Effektoren durch die 

Expression von SHIP1 und seiner konstitutiven Aktivität bzw. seiner Bindungseigenschaft an aktivierte 

Rezeptoren beeinflusst (Freeburn et al, 2002). Im murinen System wurde Ship1 identifiziert, welches 
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in dem Exon 6 vorangestellten Intron eine alternative Transkriptionsstartstelle enthält (Rohrschneider 

et al, 2000, 2005; Wolf et al, 2000). Das bereits beschriebene Auftreten von SIP110 bei PI3K-

Inhibition (Avota et al, 2006) konnte im Exon Array nicht nachvollzogen werden, was vermutlich auf 

die sehr stringenten Ausschlusskriterien bei der Prozessierung zurückzuführen ist. Jedoch zeigt die 

PI3K-abhängige Regulation der SHIP-Familie sehr gut, dass eine Kombination von differentieller 

Regulation und alternativem Spleißen nötig ist, um die T-Zell-Suppression zu regulieren und 

„verwandte Prozesse“ zu modulieren (Grigoryev et al, 2009).  

Durch PI3K-Inhibition induzierte differentiell regulierte Gene sollten auch solche Gene enthalten, die 

durch PI3-/ Akt-Kinaseaktivierung aktiviert bzw. z.B. über FOXO reprimiert werden (Carrette et al, 

2009). Dennoch waren nur wenige FOXO1- Zielgene in dieser Analyse betroffen. SESN3, CDKN1A, 

SAT1, und VCL wurden hochreguliert, während FASL und P27KIP nicht betroffen waren. Ein Grund 

dafür könnte sein, dass diese Gene nicht den statistischen Anforderungen entsprochen haben, die wir 

für diese Analyse gesetzt hatten, z.B. wegen stark schwankenden Signalintensitäten. FOXOs 

induzieren die Expression von SESN3, was die Inhibition von mTORC1 und die Aktivierung von Akt zu 

Folge hat (Chen et al, 2010). Andere FOXO-Zielgene konnten in die Gruppe der alternativ gespleißten 

Gene eingeordnet werden. Sauer et al (2008) betrachteten die differentielle Anreicherung von 

Transkripten in TCR-stimulierten T-Zellen nach PI3K-Inhibition mittels eines konventionellen Micro-

arrays. Diese identifizierten einige Gene, die auch in der vorliegenden Arbeit als differentiell reguliert 

erschienen, wie z.B. IL-2B und CTLA-4 (hochreguliert) bzw. IL-3 (herunterreguliert), während andere 

Gene, wie z.B. FoxP3, nicht vorkamen. Ein Grund für diese Diskrepanz können Faktoren wie Varianz 

im Donormaterial sowie im Stimulationsprotokoll sein. Gerade die nukleäre Akkumulation der 

Spleißregulatoren wird bei MV-Kontakt reduziert (Avota et al, 2006; Twyffels et al, 2011), sodass 

Zielgene in großer Zahl fehlreguliert werden, was sich mit den Ergebnissen des Exon Array deckt. 

Welche PI3K-Effektoren für das alternative Spleißen der im Exon Array detektierten Gene verant-

wortlich sind, ist nicht näher untersucht worden. Zur Lösung dieser Fragestellung wäre eine 

Proteomanalyse hilfreich. 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl differentiell regulierte als auch alternativ 

gespleißte Gene oft mit Prozessen des Zellzyklus assoziiert sind. Alternatives Spleißen konnte aber 

ebenfalls oft bei Genen gezeigt werden, die an Zytoskelett-abhängigen Prozessen wie Motilität und 

Chemotaxis auf Membranebene beteiligt sind (Abbildungen 4.7, 4.9, 4.11 und 4.13).  

Da sich diese Arbeit auf T-Zellen fokussiert, sollten diese Ergebnisse mit Genen verglichen werden, 

die sich spezifisch auf Schlüsselfunktionen und die Viabilität von T-Zellen bezogen. Deshalb wurden 

von Boitumelo Mofolo (CBIO, University of Cape Town, ZA) die Überschneidungen der zwei Genlisten 

mit solchen untersucht, die wichtige Genfunktionen in den Kategorien Chemokin-Signaling, Leuko-

zyten-Transendothel-Migration und TCR-Signaling beinhalteten. Es wurden 18 differentiell regulierte 

und 24 alternativ gespleißte Gene identifiziert.  

Die Abbildung 5.1, die von Dr. Susanne Kneitz (Microarray Core Unit, Institut für Virologie) über das 

Programm Ingenuity Pathway Analysis erstellt wurde, zeigt, dass einige Genprodukte davon direkt in 

die TCR-Signalkaskade einbezogen sind. Die als alternativ gespleißt identifizierten Guanosin-

nukleotid-Austauschfaktoren VAV1 und VAV3 kamen in allen drei oben genannten Kategorien vor und 

spielen eine essentielle Rolle bei der Übersetzung von extrazellulären Signalen in die Dynamik des 
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sowohl an der Regulation des Zytoskeletts als auch an der Stabilisierung während der fokalen 

Adhäsion, Migration und Proliferation beteiligt sind.  

Viele weitere Gene können alternatives Spleißen in Immunzellen regulieren, wie Oberflächen-

rezeptoren, Kinasen, Phosphatasen und Adapterproteine (z.B. CD3ζ, CD45 oder VAV1), aber auch 

Transkriptionsfaktoren (z.B. LEF1). Das Exon 8 des Oberflächenrezeptors CD3ζ wird alternativ 

gespleißt und die 3’ UTR enthält ein Intron, das nach T-Zell-Aktivierung in die mRNA mit einge-

schlossen wird, wodurch eine höhere Stabilität, Proteinexpression und folglich ein aktiverer T-Zell-

Signalweg gewährleistet wird (Martinez, Lynch, 2013). Der Transkriptionsfaktor LEF1 (lymphocyte 

enhancer factor 1) fördert die Expression der TCRα-Kette, indem es mit der von Exon 6 kodierten 

regulatorischen Domäne an den TCRα-Enhancer bindet. PMA-Behandlung führt zu einem häufigeren 

Einschluss dieses Exons und hat daher eine erhöhte TCRα-Expression zur Folge (Mallory et al, 2011).  

Eine weitere Spleißregulation im Hinblick auf die Immunantwort stellt der Einfluss von Signalkaskaden 

auf die Aktivität von Spleißfaktoren dar. Beispielsweise induziert die T-Zell-Aktivierung vielfältige 

Änderungen auf Transkriptionsebene, die auch Spleißfaktoren betreffen können. So können auch 

alternativ gespleißte Proteine, die RNA binden oder an der Regulation der mRNA-Prozessierung 

beteiligt sind, deren Aktivität und folglich das alternative Spleißen von Zielgenen beeinflussen 

(Martinez, Lynch, 2013). SAM68 gehört zur STAR (signal transduction and RNA)-Familie, die in der 

Regulation der mRNA-Stabilität und Translation aktiv ist. Dieser Vertreter reguliert auch das durch 

T-Zell-Aktivierung induzierte Spleißen von CD44. Dabei interagieren SAM68 und das SR-verwandte 

Protein SRm160 durch die Ras-Signalkaskade und bilden einen Komplex, der an Exonic Splicing 

Enhancer bindet und zum Exoneinschluss führt (Matter et al, 2002). 

Das Verständnis der Spleißregulation im Immunsystem ermöglicht es, sowohl grundlegende Immun-

funktionen, als auch mechanistische Angriffspunkte für verschiedenste Erkrankungen zu erkennen.  

 

 

5.2 Selektion, Klonierung und funktionelle Effekte ausgewählter 
Gene auf HEK293T-Zellen (transiente Expression) und primäre 
T-Zellen (Knockdown) 

Bei der Selektion funktionell interessanter Gene konnte eine Diskrepanz zwischen den über den Exon 

Array gemessenen und den mit BLAST ermittelten, tatsächlich kodierenden Exons erkannt werden. 

Der Exon Array beprobt alle vorhandenen Exons, ungeachtet dessen, ob sie kodierend sind oder 

nicht. Für die Identifizierung alternativer Spleißisoformen ist aber hauptsächlich die Berücksichtigung 

der kodierenden Exons nötig (Abbildung 4.15). Die Beschränkung auf diese veränderte die Spleiß-

muster der für funktionelle Tests selektierten Gene, sodass z.B. FBXO6 nur noch als differentiell 

reguliert betrachtet werden konnte. Dies schränkte die Zahl der alternativ gespleißten Gene weiter ein, 

konnte aber nicht auf Genomebene überprüft werden, da entsprechende Algorithmen bzw. Zuord-

nungen der Affymetrix Probe Sets in kodierende und nicht kodierende Exons fehlen.  

Es wurden teils funktionell interessante Gene für die Klonierung ausgewählt, die im Exon Array 

mindestens zwei log-Stufen Differenz in der Signalintensität zeigten, teils Gene, die laut Exon Array 

auf eine eindeutige alternative Isoform hinwiesen.  
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Der FBXO6-Ubiquitinligasekomplex unterstützt den ER-assoziierten Abbau von Glykoproteinen durch 

Ubiquitinierung (Liu et al, 2012) und ist über die Regulation der Stabilität der Ckeckpoint Kinase 1 

(CHK1, Schlüsselproteinkinase im Replikationskontrollsystem) am Zellzyklus beteiligt (Zhang et al, 

2009 a). DNA-Schäden aktivieren die CHK1 und führen zur Exposition einer Degron-ähnlichen 

Struktur am Carboxyterminus der Kinase, was zur Ubiquitinierung und zum Abbau von CHK1 führt, 

wodurch der Kontrollpunkt beendet wird. Folglich könnte eine reduzierte CHK1-Expression ein 

bestimmender Faktor für die Empfindlichkeit bei Antitumortherapien sein, die starken Replikations-

stress induzieren, sodass ein irreversibler Replikationsarrest, ein Bruch des DNA-Strangs und 

letztendlich der Zelltod eingeleitet werden können (Zhang et al, 2009 a). Daher liegt die Vermutung 

nahe, dass FBXO6 bei Fehlregulation auch als Silencing Faktor für T-Zellen agieren kann. 

Das alternativ gespleißte LAT2 ist ein Transmembran-Adapterprotein, das eine LAT-ähnliche Struktur 

und, wie auch LAT, eine positive Funktion im FCεRI-vermittelten Signalweg aufweist. Dieser ist 

essentiell für die Entwicklung, die Aktivierung und die Differenzierung von hämatopoetischen Zellen 

(Horejsí et al, 2004). Brdicka et al (2002) haben bereits das Spleißmuster im Vergleich zu LAT 

dargestellt, Exon 3 ist als alternatives Exon bekannt. Diese Aussage wird in dieser Arbeit durch die 

Exon Array Analyse bestätigt und erweitert. Die PI3K-Inhibition induziert in silico einen weiteren 

alternativen Spleißvorgang bei Exon 2. Svojgr et al (2012) zeigen, dass LAT2 als Tumorsuppressor 

fungiert, welcher die proximalen Signalwege leukämischer „Blasts“ verstärkt. Bei TCR-Stimulation wird 

die LAT2-Expression hochreguliert, wodurch die Phosphorylierung von ERK und Akt vermindert wird, 

was wiederum zu einer reduzierten T-Zell-Aktivierung führt. 

Bei der Klonierung der funktionell interessanten Gene wurde für FBXO6 erwartungsgemäß immer nur 

eine Isoform gesehen. Bei LAT2 und FAM184A konnten hingegen die erwarteten alternativen 

Isoformen detektiert werden, jedoch bestand zwischen den einzelnen Spendern eine große Varianz, 

die von der Präsenz keiner bis hin zu mehreren Isoformen oder auch sehr kurzen Amplifikaten reichte. 

FAM184A zeigte oft eine Bande bei ca. 700 bp (Abbildung 4.17), jedoch gelang die Sequenzierung 

dieser Bande nicht, sodass davon ausgegangen werden kann, dass es sich um ein unspezifisches 

Amplifikat handelte. Daher wurde in dieser Arbeit versucht, sich auf die laut Exon Array zu 

erwartenden Isoformen zu beschränken. Die Sequenzierung der aus dem Gel isolierten, alternativ 

gespleißten Isoformen von FAM184A und LAT2 zeigte jeweils, dass es sich immer um die längste 

Isoform handelte. Das lässt darauf schließen, dass bei der Gelextraktion eine Kontamination mit der 

größeren Bande auftrat, die bei folgenden PCRs die kürzere Isoform vollständig überlagerte. Da eine 

erfolgreiche Isolation der alternativen Isoformen nicht gelang, wurde sich auf die Hauptisoform 

konzentriert und ausschließlich diese für die Klonierung und die darauffolgenden funktionellen 

Experimenten eingesetzt. Das differentiell regulierte Gen SLFN5 zeigte interessanterweise neben der 

Isoform mit vollständiger Länge immer zwei weitere Amplifikate, die aufgrund der Exon Array Analyse 

nicht erwartet wurden. Sowohl in Datenbanken als auch in Veröffentlichungen sind diese Transkripte 

nicht bekannt. 

Die transiente Expression der generierten Plasmide in primären und immortalisierten T-Zellen erwies 

sich als wenig geeignet, da die Transfektionseffizienzen sogar für den Leervektor nicht ausreichend 

hoch waren. Das kann zum einen durch die Elektroporation erklärt werden, die für die transiente 
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Transfektion von Plasmiden in primäre T-Zellen als Methode zwar etabliert, jedoch nicht sehr effizient 

ist (Freeley, Long, 2013). Um bessere Transfektionseffizienzen und Signalintensitäten zu erhalten, 

wurden die Überexpressionsexperimente in der Zelllinie HEK293T durchgeführt, wozu JetPEI als 

Transfektionsreagenz verwendet wurde. In dieser Arbeit wurden die Effekte der generierten Plasmide 

pEGFP-N1-FBXO6/ -LAT2 und -SLFN5 auf die Zellviabilität, auf die Induktion von Apoptose und auf 

die Proliferation überprüft. Ein signifikanter Effekt auf Zellviabilität, Apoptose bzw. Zellproliferation in 

den EGFP-positiven Populationen konnte nicht festgestellt werden (Abbildungen 4.20, 4.21 und 4.22).  

Für die Überprüfung der Lokalisation wurden Überlagerungsbilder von lebenden, unfixierten 

HEK293T-Zellen aus Hellfeld und EGFP-Signal erstellt, da die Fixierung, Färbung der Aktinfilamente 

mit Phalloidin-Rot und das Eindecken zu sehr großen Signaleinbußen des EGFP-Fusionsproteins 

führte (Stadler et al, 2013), was besonders beim schwachen Signal von EGFP-SLFN5 nicht tolerierbar 

war. Zur Kontrolle wurde der Leervektor pEGFP-N1 verwendet und bestätigte die per FACS bereits 

ermittelten Ergebnisse der guten Transfektionsrate und Signalintensität (Abbildung 4.23). 

Die generierten Fusionsproteine mit pEGFP ermöglichen eine bessere Visualisierung in endo-

membranen Strukturen, jedoch besteht das Risiko der falschen Lokalisierung zu diesen Strukturen hin 

aufgrund der ektopischen Überexpression des Proteins. Des Weiteren zeigen Stadler et al (2013), 

dass die Mehrheit der untersuchten Proteine in mehreren zellulären Bereichen lokalisierbar war, wobei 

auffiel, dass die sekundäre Lokalisierung im Zellkern und Zytoplasma detektierbar war. Um diesen 

Artefakten entgegenzuwirken, kann man spezifische Antikörper gegen die selektierten Genprodukte 

verwenden, jedoch standen solche nicht zur Verfügung. Eine weitere Möglichkeit, um lediglich die 

Lokalisierung der Fusionsproteine zu überprüfen, ist die Verwendung eines kurzen Tags, wie z.B. des 

HA-Tags mit neun Aminosäuren (YPYDVPDYA, 1 kDa). Für diese Art der Lokalisierung muss die 

Zelle jedoch fixiert und permeabilisiert werden, weshalb sich diese Methode für die in dieser Arbeit 

untersuchten funktionellen Tests nicht eignete. 

Bereits Liu et al (2012) haben die subzelluläre Verteilung von FBXO6 über die Gene Ontology 

Klassifizierung in Hinblick auf die zellulären Komponenten bestimmt. Dabei wurde der größte Anteil 

von ca. 44 % im ER gefunden, was wahrscheinlich als Cluster in Abbildung 4.24 a zu sehen ist. Diese 

Aussage hätte durch eine Gegenfärbung mit Hämatoxylin-Eosin-Färbung gefestigt werden können. 

Die bereits ermittelte Lokalisierung im Nukleus (Liu et al, 2012) konnte ebenfalls beobachtet werden 

(Abbildung 4.24 a und b) und stimmt damit überein, dass FBXO6 die Stabilität der CHK1 reguliert 

(Zhang et al, 2009a). Die EGFP-FBXO6 exprimierenden HEK293T-Zellen zeigten hauptsächlich eine 

runde Morphologie, die auf Überexpressionseffekte oder eine Fehlregulation des Zytoskeletts deuten. 

Das Transmembran-Adapterprotein LAT2 hat eine Vielzahl von Tyrosinresten in der zytoplasma-

tischen Domäne. Aufgrund eines Palmitoylierungsmotivs ist LAT2, wie auch LAT, in der Plasma-

membran und den lipid rafts lokalisierbar und stellt Bindungsstellen für Effektorsignalmoleküle zur 

Verfügung, um eine Signalübertragung von den Immunrezeptoren zum Nukleus zu gewährleisten. Da 

LAT2 teilweise die Funktionen von LAT übernehmen kann, teilen sich beide Gene anscheinend auch 

einen Teil der Funktionen in verschiedenen Signalwegen und konkurrieren darum (Brdicka et al, 2002; 

Zhu et al, 2004; Janssen et al, 2004; Fuller et al, 2011). In der vorliegenden Arbeit ließ sich die 

Lokalisation nicht verifizieren, das Protein wurde scheinbar in Einschlusskörperchen perinukleär 

angereichert (Abbildung 4.26 a und c). Diese Diskrepanz kann einerseits auf eine zu starke Über-
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expression, andererseits aber auch auf die verwendeten H293T-Zellen zurückgeführt werden. Die 

EGFP-LAT2 exprimierenden HEK293T-Zellen zeigen eine weitgehend runde Morphologie, die auch 

auf Überexpressionseffekte oder eine Fehlregulation des Zytoskeletts deuten. 

Der genaue Funktionsmechanismus von SLFN5 ist noch nicht ausreichend untersucht, jedoch weist 

die Aminosäuresequenz auf eine RNA-Helikase- oder eine RNA-Strukturformungsaktivität hin, auch 

scheint die entsprechende SLFN-Subfamilie III an der Regulation und der Differenzierung hämato-

poetischer Zellen beteiligt zu sein (Geserick et al, 2004). Mavrommatis et al (2013) konnten in 

primären Melanozyten mittels Immunfluoreszenz die subzelluläre Lokalisierung von IFN-α-induziertem 

SLFN5 im Nukleus und in nukleären Lysat-Fraktionen nachweisen. In Abbildung 4.25 a und b können 

diese nukleäre Lokalisierung sowie zusätzliche SLFN5-Cluster beobachtet werden, die möglicher-

weise, wie bei LAT2 erwähnt, Einschlusskörperchen aufgrund der Überexpression sein könnten.  

Für den Einsatz von siRNA in primären T-Zellen eignete sich die Nukleofektion. Der erfolgreiche 

Knockdown konnte danach mittels RT-PCR bestätigt werden (Abbildung 4.27). Die Transfektion von 

siRNA induziert nur vorübergehend einen Knockdown des zu untersuchenden Gens in T-Zellen 

(McManus et al, 2002). Die Wiederholung der Transfektion nach 48h erhöhte den Effekt der siRNA auf 

den Knockdown, was bereits von Freeley und Long (2013) gezeigt werden konnte.  

Mavrommatis et al (2013) konnten zeigen, dass der Knockdown von SLFN5 die Proliferation von 

Nierenkarzinom-Zellen (RENCA) auf 300 % des Wertes der unbehandelten Kontrollzellen ansteigen 

lässt. Diese Studie zeigte auch, dass dieser Knockdown zu einer grundlegenden Vergrößerung der 

malignen Zellkolonieformation führt. Demzufolge scheint SLFN5 als Proliferationsinhibitor zu agieren. 

Im Gegensatz dazu zeigen meine Ergebnisse keinen signifikanten Effekt des Knockdowns auf 

Proliferation (Abbildung 4.29), Zellviabilität und die Induktion von Apoptose (Abbildung 4.28). Diese 

Diskrepanz kann auf die Verwendung primärer humaner T-Zellen bzw. die Untersuchung der TCR-

stimulierten Proliferation zurückgeführt werden. Des Weiteren können auch experimentelle Probleme 

oder eine zu geringe Probenzahl als Gründe aufgeführt werden. Dass der positive Trend der Prolifera-

tion nicht signifikant ist, kann an den großen Schwankungen zwischen den einzelnen Experimenten 

liegen. Eine erhöhte Probenzahl könnte diese Schwankungen minimieren und zeigen, ob der 

Knockdown von SLFN5 die Proliferation verbessert.  

Betrachtet man die relative Polarisation der SLFN5-siRNA-transfizierten T-Zellen auf Fibronektin kann 

kein Unterschied zur Kontrolle gesehen werden (Abbildung 4.31 b). Es ist möglich, dass nur in einer 

Subpopulation der T-Zellen SLFN5 herunterreguliert wurde, was dazu führen könnte, dass das 

fehlende Signal von der nicht beeinflussten Subpopulation überdeckt wird. Diese Problematik 

zwischen der Überprüfung des Knockdowns auf Populationsebene und der Funktionalität auf 

Einzelzellebene, sowie der schwierigen Transfektion von primären T-Zellen (McManus et al, 2002) ist 

bereits bekannt. 

Jedoch fiel bei den Polarisationsexperimenten auf, dass ein signifikant höherer Prozentsatz von Zellen 

in der SLFN5-ablatieren Kultur an Fibronektin adhärierte (Abbildung 4.32). Änderungen in dieser 

Integrin-vermittelten Adhärenz sind zusammen mit der Aktin-Dynamik verantwortlich für die Zell-

motilität. Dafür interagiert unter anderem das Zytoskelett mit Adhäsionsmolekülen der extrazellulären 

Matrix (ECM), was mit der Aktivierung von Integrinen verbunden ist (Samstag et al, 2003). Als 

Bestandteil der ECM wird durch die Interaktion von Fibronektin mit ß-Integrinen auf der Oberfläche 
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von T-Zellen die T-Zell-Polarisation ausgelöst. Die in dieser Arbeit beobachtete verbesserte Adhäsion 

der SLFN5-herunterregulierten T-Zell-Kulturen lässt daher darauf schließen, dass SLFN5 ein regula-

torisches Element für die Adhärenz von T-Zellen auf Fibronektin darstellt. Sánchez-Martín et al (2004) 

haben bereits gezeigt, dass Vav, das in der vorliegenden Arbeit als alternativ gespleißt identifiziert 

wurde, und PI3K/AKT die Aktivität der GTPase Rac-1 entgegengesetzt regulieren und folglich 

Veränderungen in der Polarisierung und Migration von T-Zellen induzieren. 

 

 

5.3 Genexpression im Virus-inhibierten System und in Zelllinien 
Nachdem der Exon Array alternatives Spleißen infolge der PI3K-Inhibition erfasst, sollte in dieser 

Arbeit überprüft werden, ob die ermittelten Isoformen auch bei der T-Zell-Inhibition durch das Wildtyp-

Masernvirus WTF auftreten. Das alternativ gespleißte Gen FBXO6 erschien entgegen der Erwartung 

im Virus-inhibierten System als differentiell reguliertes Gen. Das alternativ gespleißte Gen WRAP53 

hingegen zeigte teilweise genau die erwarteten, aber spenderspezifisch varianten Ergebnisse 

(Tabelle 4.5 und Abbildung 4.35). Zusätzlich waren im Virus-inhibierten System im Vergleich zur PI3K-

Inhibition eindeutige Banden der erwarteten Fragmentlängen detektierbar.  

Die differentiell regulierten Gene SLFN5 und HELLS zeigten hingegen sehr variierende Resultate. 

SLFN5 erschien bei Virus-Inhibition immer als alternativ gespleißtes Gen mit eindeutiger, gleicher 

Signalintensität beider gepaarter Proben im Bereich von Exon 2 auf Exon 3 (172bp) bei allen 

Donoren. HELLS zeigte überwiegend ein RT-PCR-Ergebnis wie ein alternativ gespleißtes Gen mit 

eindeutigen Banden, jedoch war die Donorvarianz bei diesem Gen deutlich höher (Tabelle 4.6 und 

Abbildung 4.36). Bei den differentiell regulierten Genen waren im Virus-inhibierten System im 

Vergleich zur PI3K-Inhibition die Banden schwieriger zu bewerten und inhomogener bezüglich der 

Regulation.  

Dieses entgegengesetzte Verhalten vieler Gene kann zum einen auf die Varianz der Donorspezifität 

zurückgeführt werden, zum anderen darauf, dass das Virus-inhibierte System viel komplexer ist und 

auf viel mehr regulatorischen Ebenen wirkt, als die alleinige Inhibition des PI3K-Signalwegs. Daher 

sollte für folgende Studien verifiziert werden, ob die alleinige PI3K-Inhibition ein geeignetes Modell ist, 

um das MV-inhibierte System darzustellen. Des Weiteren können zusätzliche Faktoren wie Virus-

qualität, UV-Inaktivierung des Virus oder Virusmenge Veränderungen in der Regulation der Zielgene 

in T-Zellen provozieren.  

Bei der Überprüfung der PI3K-induzierten Expression ausgewählter Gene in verschiedenen 

T-Zelllinien konnten Veränderung im Vergleich zur erwarteten Regulation festgestellt werden. Inwie-

weit die beobachteten Abweichungen in der Regulation der untersuchten Gene auf die Immortali-

sierung zurückzuführen sind, bleibt zu klären.  

Während der Regeneration des Kontrollpunkts für die DNA-Schädigung im Zellzyklus reguliert FBXO6 

die Stabilität der Checkpoint-Kinase1, weshalb ihm auch eine Rolle für zukünftige Therapien von 

Tumorzellen zugesagt wird (Merry et al, 2010). Betrachtet man sich die Expression in den 

verschiedenen Zelllinien (Tabelle 4.7), so ist es auffällig, dass FBXO6 in den meisten Zelllinien nicht 

exprimiert wird. In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass die Proteingehalte von FBXO6 und 
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CHK1 eine gegenläufige Korrelation in Krebszellen und Tumorgewebe zeigen. Die stressinduzierte 

CHK1-Degradation durch die Unterdrückung der Replikation konnte mit der Resistenz von Krebszellen 

auf Chemotherapeutika in Verbindung gebracht werden. Hierzu wurde vorgeschlagen, dass eine 

defekte Ubiquitinierungsmaschinerie eine Resistenz der Tumorzellen gegenüber Krebsmedikation, die 

starken Zellstress hervorruft, bedingt und somit die FBXO6-Expression als Biomarker für die 

Empfindlichkeit des Tumors auf ein Antikrebsmedikament dienen könnte (Zhang et al, 2009a).  

WRAP53 ist – außer in den Zelllinien Jurkat und TAXI – wie in primären T-Zellen reguliert. Als 

natürliches p53 antisense-Transkript reguliert es den p53-induzierten Schutz der DNA vor Degradation 

und ist folglich in den analysierten Linien nicht transformationsrelevant.  

BRSK1 ist für die Regulation präsynaptischer Neurotransmitterfreisetzung über die lipid rafts und der 

Phosphorylierung der Zellzyklus-Kontrollpunktkinase Wee1 wichtig (Rodríguez-Asiain et al, 2011). 

HDAC9 ist für die homologe Rekombination (Kotian et al, 2011) sowie für die Entwicklung und 

Differenzierung vieler Zellarten, inklusive regulatorischer T-Zellen (Yan et al, 2011), von grund-

legender Bedeutung. BRSK1 und HDAC9 sind in allen untersuchten Zelllinien anders reguliert, als 

entsprechend dem Exon Array in primären T-Zellen gemessen und erwartet wurde. Dies deutet darauf 

hin, dass sowohl BRSK1 als auch HDAC9 in den analysierten Zelllinien transformationsrelevant sind.  

CHN1 wurde in die Zelllinienuntersuchung eingeschlossen, da es das einzige Rho GTPase-

aktivierende Protein ist, das den Phorbolester-Tumorpromotor bindet und über die Regulation von Rac 

bzw. anderen Rho GTPasen an der Tumorentwicklung beteiligt sein kann (Yang et al, 2007). Die 

katalytische Aktivität von CHN1 inhibiert die TCR- und Vav1-abhängige Stimulation des Transkrip-

tionsfaktors NF-AT (Caloca et al, 2008). Im Rahmen dieser Arbeit konnte keine einheitliche Regulation 

von CHN1 gezeigt werden, weshalb es in den untersuchten Zelllinien nicht grundsätzlich trans-

formationsrelevant zu sein scheint. 

Bei den differentiell regulierten Genen hat SLFN5 das Potential als Tumorsuppressor zu agieren, da 

es in malignen Melanomen infolge von Interferonbehandlung hochreguliert wird und eine prolifera-

tionsinhibitorische Wirkung hat (Katsoulidis et al, 2010; Mavrommatis et al, 2013). ARHGEF6 wird mit 

Integrin-abhängigen Signalkaskaden in Verbindung gebracht, was darauf schließen lässt, dass es an 

grundlegenden zellulären Prozessen wie der fokalen Adhäsion beteiligt ist (Rosenberger, Kutsche, 

2006). In dieser Arbeit gibt es keine Hinweise auf Transformationsrelevanz, da es weitestgehend wie 

in primären T-Zellen reguliert ist. HELLS wird in lymphoiden Vorläuferzellen stark exprimiert. Andere 

Mitglieder dieser Helikasefamilie konnten in den Bereichen Genomstabilität, DNA-Reparatur und 

Transkriptionskontrolle identifiziert werden. Die chromosomale Lokalisierung von HELLS fällt in eine 

Region, von der bereits bekannt ist, dass sie häufig bei Leukämie betroffen ist (Geiman et al, 1998). 

DNMBP bindet Dynamin und Aktin-regulatorische Proteine und aktiviert den Rho GTPase Signalweg 

(Salazar et al, 2003). Jedoch konnte in dieser Arbeit kein spezieller Trend für die in der Exon Array 

Analyse als differentiell reguliert identifizierten Gene - außer ARHGEF6 - in den sechs untersuchten 

Zelllinien gesehen werden, der eine eindeutige Aussage zuließe.  

Bereits durch diese kleine Auswahl an untersuchten Genen kann man große Unterschiede zwischen 

primären und immortalisierten bzw. lymphoiden T-Zellen feststellen, sodass sich interessante 

Ansatzpunkte für zukünftige Projekte zur Charakterisierung von Krebs-relevanten Genen sowie des 

einzigartigen Verhaltens gesunder primärer T-Zellen ergeben. 
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6 Zusammenfassung  
Die Interaktion des Masernvirus mit T-Zellen stört die Aktivierung der TCR-Signalkaskade durch die 

Hemmung der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), die zur Einstellung der T-Zell-Funktionen führt 

und dadurch nachgeschaltete (downstream) Signalwege sowie den Eintritt in den Zellzyklus, aber 

auch die Genexpression reguliert. Infolgedessen können die Aktivität spleißregulatorischer Faktoren 

sowie die Spleißmuster von mRNAs verändert werden, wie zum Beispiel bei der alternativ gespleißten 

SHIP1-Isoform SIP110, die eine T-Zell-inhibitorische Aktivität zeigt. Um alternativ gespleißte (AS) und 

differentiell regulierte (RG) Transkripte in T-Zellen infolge von PI3K-Inhibition zu erfassen, wurde ein 

Human Exon 1.0 ST Array an RNA-Proben von humanen T-Zellen, 24 h stimuliert und 

stimuliert/ PI3K-inhibiert, durchgeführt. Durch die Anwendung geeigneter bioinformatischer 

Algorithmen konnten spezifisch in PI3K-inhibierten Zellen angereicherte Transkripte nachgewiesen 

und in die Kategorien AS (2192 Gene) und RG (619 Gene) eingeteilt werden. Ausgewählte Gene 

wurde mittels RT-PCR und qPCR validiert, gefolgt von der funktionellen Annotation beider Genlisten. 

AS Gene konnten verstärkt in ECM-Rezeptor Interaktionen, fokaler Adhäsion, Proliferation, Zyto-

skelettorganisation und Tumorsignalwegen gefunden werden, während RG Gene eher in der DNA-

Replikation, DNA-Reparatur und Stressantwort vertreten waren. Gene beider Gruppen konnten auf 

Signalwege bezogen werden, die essentiell für den TCR-Signalweg, die Zytoskelettdynamik und den 

Zellzykluseintritt waren. Das stützt die Annahme, dass die Außerkraftsetzung der PI3K-Schüssel-

prozesse der T-Zell-Aktivierung sowohl auf der Ebene der RG als auch der AS Gene wirkt. Über die 

Ingenuity Pathway Analyse konnten wir unsere Genlisten mit Genen vergleichen, die bereits auf 

solche Schlüsselprozesse und die Viabilität bezogen werden können. In der Überschneidung wurden 

z.B. die AS GTP-Austauschfaktoren Vav1 und Vav3 gefunden, die für die Übersetzung extrazellulärer 

Signale in Zytoskelettdynamik, Proteinphosphatasen und Adapter von Bedeutung sind.  

Ausgewählte Gene (AS - FBXO6 und LAT2, RG - SLFN5) wurden aus PI3K-arretierten T-Zellen 

kloniert und deren Effekt auf grundlegende zelluläre Funktionen durch Überexpression in HEK293T-

Zellen überprüft. Die Fusionsproteine veränderten weder die Zellviabilität noch die Proliferation dieser 

Zellen. Über einen auf siRNA basierenden Knockdown wurde überprüft, ob das RG Gene SLFN5 als 

Suppressor auf die T-Zell-Aktivierung agiert. Der Knockdown in primären T-Zellen zeigte keinen 

Einfluss auf die Zellviabilität, Proliferation und Polarisation. Jedoch konnte ein signifikanter Effekt auf 

die T-Zell-Adhärenz auf Fibronektin gezeigt werden, was darauf schließen lässt, dass SLFN5 die 

T-Zell-Adhärenz negativ reguliert.  

Des Weiteren wurde die MV-induzierte Regulation selektierter Gene betrachtet und Unterschiede in 

der Regulation im Vergleich zur direkten PI3K-Inhibition festgestellt. Ein Grund dafür könnte sein, dass 

das MV eine Inhibition auf vielen Ebenen induziert, anstelle der alleinigen PI3K-Inhibition. 

Abschließend wurde untersucht, ob ausgewählte Gene an der Regulation in verschiedenen 

T-Zelllinien beteiligt sind und als Tumorsuppressoren agieren könnten. FBXO6 als Regulator der 

CHK1-Stabilität wurde in den meisten Zelllinien nicht exprimiert. Die Annahme, dass eine Stress-

induzierte defekte Ubiquitinierungsmaschinerie an der Resistenz von Tumorzellen auf Chemothera-

peutika beteiligt ist, macht FBXO6 zu einem interessanten Kandidaten als Biomarker für Tumor-

sensitivität gegenüber Krebsmedikamenten. Diese Annahme bedarf jedoch weiterer Untersuchungen. 
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7 Summary 
The interaction of measles virus (MV) with T cells interferes with the activation of the TCR-signaling by 

the inhibition of the phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K), leading to the termination of T cell functions 

and consequently to the regulation of downstream signaling as well as cell cycle entry. PI3K-inhibition 

also affects the activity of splice regulatory elements and the splicing pattern of mRNAs, as for 

example the alternatively spliced SHIP1 isoform SIP110 that shows T cell inhibitory activity. To 

integrate early alternatively spliced (AS) and differentially regulated (RG) transcripts in response to 

PI3K interference in T cells at a general level, we performed a Human Exon 1.0 ST Array analysis on 

RNAs isolated from human T cells PI3K-inhibited or not prior to 24h stimulation. Applying suitable 

bioinformatic algorithms, transcripts detected specifically in PI3K-inhibited cells were assigned to 

categories defining RG (619 genes) and AS species (2192 genes). A selection of genes was validated 

by RT-PCR and qPCR followed by functional annotation of both gene lists. AS genes were found to be 

enriched in ECM-receptor interactions, focal adhesion, proliferation, cytoskeleton organization and 

tumor signaling, while RG genes were rather related to processes as DNA-replication, DNA-repair and 

stress response. Some genes that belonged to both groups target pathways essential for TCR-

signaling, cytoskeletal dynamics and cell cycle entry, strongly support the notion that PI3K abrogation 

interferes with key T cell activation processes at the level of differential regulation as well as 

alternative splicing. Using Ingenuity Pathway Analysis we compared our gene lists to genes already 

known to specifically relate to key T cell functions and viability. In the overlap we found for example 

AS GTP-exchange factors Vav1 and Vav3 important for translating extracellular signals into 

cytoskeletal dynamics, protein phosphatases and adaptors.  

Selected candidate genes (AS - FBXO6 und LAT2, RG - SLFN5) were cloned from PI3K-arrested T 

cells into the pEGFP-vector and tested by overexpression in HEK293T for their effect on basic cell 

functions. These fusion proteins did not affect viability and proliferation of these cells. Using siRNA-

based knockdown the potential of the RG gene SLFN5 to act as suppressors of key steps in T cell 

activation was tested. Its knockdown in primary T cells did not affect cell viability, proliferation and 

polarization. However, T cell adherence on fibronectin was significantly enhanced indicating that 

SLFN5 negatively regulates T cell adhesion to the ECM. 

Additionally we had a look at the MV induced regulation of selected genes and found a difference of 

the regulation in comparison to direct PI3K-inhibition. A reason for these unexpected results could be 

that MV induces a multi-level inhibition, rather than PI3K-inhibition only.  

Finally we wanted to find out, if selected genes were also implicated in the regulation of different T cell 

lines and therefore could act as tumor suppressors. FBXO6, a regulator of CHK1 stability, for example 

was not expressed in most investigated cell lines. Assuming that a stress-induced defective 

ubiquitination complex is involved in the resistance of tumor cells to chemotherapeutic agents FBXO6 

might be an interesting candidate as biomarker for tumor sensitivity to cancer medication. If some of 

these differences in regulation are the result of immortalization, corresponding genes could 

consequently act as tumor suppressor. This issue has to be subject to further research. 
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Abb. A1 Validierung zusätzlicher Gene für alternatives Spleißen: vier ausgewählte Gene mit erwarteter Länge 

des DNA-Fragments (Primerlokalisierung in Abbildung 4.1) S – stimuliert, I – inhibiert/stimuliert, AS – alternativ 

gespleißter Bereich, C – konstanter Bereich (links - unterschiedliche Expressionsniveaus bzw. mehrere Banden, 

rechts - gleiches Expressionsniveau). 
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Abb. A2 Validierung zusätzlicher Gene für differentielle Regulation: sieben ausgewählte Gene mit erwarteter 

Länge des DNA-Fragments (Primerlokalisierung in Abbildung 4.3), S – stimuliert, I – inhibiert/stimuliert, RG – 

differentiell regulierter Bereich, ↓ – herunterreguliert, ↑ – hochreguliert. 
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Tab. A1 Datensatz zur Abb. 4.6: Reactome-Überblick über Anreicherungsdaten in speziellen Signalwegen. 
 

Alternativ gespleißt Differentiell reguliert 
Signalweg totale Anzahl der beteiligten 

Gene/ Signalweg 
Anteil der Gene/ 
Signalweg [%] 

x-fache 
Veränderung 

totale Anzahl der beteiligten 
Gene/ Signalweg 

Anteil der Gene/ 
Signalweg [%] 

x-fache 
Veränderung 

nicht zugeordnet 1368 0 1,1 391 0 2,1 
Apoptose 5 3 1,2 2 1 1,8 
Bindung/ Aufnahme von Liganden 10 5 0,9 0 0 --- 
DNA-Reparatur 15 14 0,9 9 8 2,3 
DNA-Replikation 8 8 0,9 14 14 2,6 
Entwicklungsbiologie 50 13 1,0 6 1 2,5 
Extrazelluläre Matrixorganisation 35 17 1,1 4 1 2,0 
Genexpression 42 6 0,9 21 3 2,2 
Hämostase 52 12 1,0 23 5 2,6 
Immunsystem 105 8 1,1 41 3 2,8 
Krankheit 68 7 1,0 25 2 2,1 
Meiose 10 17 1,0 6 10 1,8 
Membrantransport 6 4 0,6 0 0 --- 
Metabolismus 130 9 0,9 62 4 2,0 
Muskelkontraktion 10 19 1,3 1 1 1,8 
neuronales System 36 13 1,1 8 3 2,9 
Proteinmetabolismus 31 6 0,9 14 2 2,1 
Reproduktion 1 4 0,3 0 0 --- 
Signaltransduktion 166 9 1,1 51 2 3,0 
SUMOylierung 0 0 --- 0 0 --- 
Transmembrantransport kleiner 
Moleküle 45 9 1,0 22 4 1,9 

Zelluläre Stressantwort 1 3 0,9 0 0 --- 
Zell-Zell-Kommunikation 15 12 1,1 7 5 2,6 
Zellzyklus 62 14 0,9 37 8 2,7 
zirkadiane Uhr 2 5 0,9 1 2 1,8 
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Tab. A2 Datensatz zur Abb. 4.7: KEGG-Mapper-Überblick über Anreicherungsdaten der alternativ 
gespleißten Gene in speziellen Signalwegen: #Gene – Anzahl der Gene im Signalweg, Ref – Anzahl der 
Referenzgene in der Kategorie, nbeobachtet – Anzahl der Gene im Genset und in der Kategorie, nerwartet – Anzahl der 
erwarteten Gene in der Kategorie, Anreicherungsverhältnis, p-Value vom hypergeometrischen Test und adj p-Value 
– angepasster p-Value.  

Signalweg #Gene Ref nbeobachtet nerwartet Anreicherung p-Value adj p-Value 
ABC-Transporter 10 44 10 1,91 5,24 1.48e-05 0.0002 
Amöbiasis 18 106 18 4,6 3,91 6.94e-07 2.13e-05 
ECM-Rezeptor Interaktion 19 85 19 3,69 5,15 3.23e-09 1.98e-07 
Erweiterte 
Kardiomyopathie 16 90 16 3,9 4,1 1.52e-06 4.00e-05 

Fokale Adhäsion 26 200 26 8,68 3 6.52e-07 2.13e-05 
Metabolische Signalwege 113 1130 113 49,02 2,31 1.86e-16 3.42e-14 
NK-Zell vermittelte 
Zytotoxität 25 136 25 5,9 4,24 9.35e-10 8.60e-08 

Phagosom 21 153 21 6,64 3,16 3.15e-06 6.44e-05 
Purinmetabolismus 24 162 24 7,03 3,41 1.53e-07 7.04e-06 
Tumorsignalwege 34 326 34 14,14 2,4 2.53e-06 5.82e-05 

 
Tab. A3 Datensatz zur Abb. 4.8: KEGG-Mapper-Überblick über Anreicherungsdaten der differentiell 
regulierten Gene in speziellen Signalwegen: #Gene – Anzahl der Gene im Signalweg, Ref – Anzahl der 
Referenzgene in der Kategorie, nbeobachtet – Anzahl der Gene im Genset und in der Kategorie, nerwartet – Anzahl der 
erwarteten Gene in der Kategorie, Anreicherungsverhältnis, p-Value vom hypergeometrischen Test und adj p-Value 
– angepasster p-Value.  

Signalweg #Gene Ref nbeobachtet nerwartet Anreicherung p-Value adj p-Value 
DNA Replikation 8 36 8 0,49 16,44 2.31e-08 7.33e-07  
Hämatopoetische Zelllinie 9 88 9 1,19 7,57 3.14e-06 4.98e-05  
Jak-STAT-Signalweg 12 155 12 2,1 5,73 1.50e-06 2.72e-05 
Metabolische Signalwege 52 1130 52 15,28 3,4 2.44e-14 2.69e-12 
Rheumatoide Arthritis  9 91 9 1,23 7,32 4.15e-06 5.86e-05  
RNA-Transporter 10 151 10 2,04 4,9 4.31e-05 0.0005  
Systemischer Lupus 
erythematodes 15 136 15 1,84 8,16 5.93e-10 2.51e-08 

Zelladhäsionsmoleküle 
(CAMs) 12 133 12 1,8 6,67 2.90e-07 7.37e-06 

Zellzyklus 11 124 11 1,68 6,56 1.07e-06 2.26e-05  
Zytokin-Zytokin-Rezeptor 
Interaktion 25 265 25 3,58 6,98 4.23e-14 3.42e-14 

 
Tab. A4 Datensatz zur Abb. 4.32: Relative Adhäsion der SLFN5-siRNA-transfizierten T-Zellen: Gesamtzahl 

der ausgezählten T-Zellen aus drei unabhängigen Experimenten zur Errechnung der adhärierten Zellen in Prozent 

nach der Normalisierung auf die Gesamtzellzahl der Kontrolle (100%), daraus errechnet der Mittelwert, die 

Standardabweichung und der zweiseitige, heteroskedastische Studentische t-Test. 

Gesamtzellzahl: Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 

SLFN5-siRNA 1570ntc 110,67 41,40 20,50 

Kontrolle 65,67 22,40 12,25 
 

normalisiert auf Kontrolle:  100 % 

SLFN5-siRNA 1570ntc 168,53 % 184,82 % 167,35 % 

Mittelwert 173,57 % 

Standardabweichung 9,77 % 

Studentischer t-Test  
(2-seitig, heteroskedastisch) 0,0058 
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