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2. ERGEBNISSE

2.1. Struktur des bcl-x Gens

Die Struktur und die Sequenz von Exon 1, 2 und 3, von Intron 1 und einem Teil des

5‘–nichtkodierenden Bereiches (5‘-NCR) des bcl-x Gens der Maus ist vor einiger Zeit

aufgeklärt worden [101]. Vom humanen bcl-x Gen waren nur die Sequenz des kodie-

renden Bereiches der bcl-x mRNA sowie ein relativ kurzer Bereich der 5‘-NCR be-

kannt [115 – 120 und 103]. Die in Abschnitt 2.1.1. beschriebene computergestützte

Analyse der publizierten Sequenzen des 5‘-NCR des humanen bcl-x Gens zeigt, daß

diese Sequenzen nicht übereinstimmen. Außerdem konnte durch die computerge-

stützte Sequenzanalyse ein antisense ORF im 5‘-NCR des bcl-x Gens identifiziert

werden. Die Struktur des humanen bcl-x Gens wurde durch Restriktionsanalysen der

genomischen DNA verschiedener Kulturzellen erstellt (siehe 2.1.2.). Durch diese Re-

striktionskartierung des bcl-x Gens konnte gezeigt werden, daß das humane bcl-x

Gen, wie das bcl–x Gen der Maus, eine stark konservierte Struktur hat, die aus drei

Exons besteht. Um die „korrekte“ Sequenz des 5‘-NCR des bcl-x Gens zu bestimmen,

wurde die Sequenz des 5‘-NCR, von Exon 1, 2 und 3 sowie von Intron 1 des huma-

nen bcl-x Gens entschlüsselt (siehe 2.1.3.). Die hier ermittelte Sequenz des 5‘-NCR des

humanen bcl-x Gens enthält die von Inohara et al. [103] veröffentlichte Sequenz.

2.1.1. Computergestützte Analyse der Sequenz des 5‘-NCR des bcl-x

Gens

Die zwei veröffentlichten Sequenzen [101, 103] des 5‘-NCR des humanen bcl-x Gens

wurden einer computergestützten Sequenzanalyse unterzogen. Diese Analyse zeigte,

daß die von Grillot und Nuñez 1997 aufgeführte Sequenz für den 5‘-NCR des huma-

nen bcl-x Gens nicht mit der von Inohara und Ohta 1994 ermittelten Basensequenz

des 5‘–NCR des humanen bcl-x Gens übereinstimmt (siehe Abb. 2.1.1.1.). Außerdem

konnte hier gezeigt werden, daß im Promoterbereich des bcl-x Gens ein offener Le-

serahmen in antisense Orientierung existiert, der eine Länge von 623 bp hat und da-

mit für ein Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 22,84 kD kodiert. Die von

Fujio und Kishimoto 1997 beschriebene GAS-Sequenz im 5‘-NCR des bcl-x Gens[107]

konnte zwischen Position –321 und –331 strangaufwärts vom Startkodon der bcl-x

mRNA lokalisiert werden. Das GAS-Element liegt auf einer Intronsequenz, die sich
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von Position –113 bis –402 im 5‘-NTR des bcl-x Gens erstreckt und bei der humanen

bcl-xß mRNA [117] herausgespleißt ist. Der von Inohara und Ohta postulierte Tran-

skriptionsstart für die bcl-x mRNA in Daudi-Zellen [103]und der von Nuñez et al.

1997 [101] beschriebene Transkriptionsstart liegen möglicherweise strangaufwärts

von diesem GAS-Motiv. Da der Transkriptionsstart eines Gens im allgemeinen

strangabwärts von den Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren liegt, muß der

mögliche Transkriptionsstart einer cytokinabhängig exprimierten bcl-x mRNA relativ

nah am Startkodon des kodierenden Bereiches des bcl-x Gens liegen. Ein weiteres

GAS-Motiv konnte innerhalb der kodierenden Region des bcl-x Gens zwischen Posi-

tion +48 und +60 lokalisiert werden.

TATA

Abb.2.1.1.1:

HSBCLXP       1 ………………………GAATTCAGACAAACCACGCATTTGTTGGGGGTCTCCGGCCTTCAACATCACAGACAGGCCTGGGGGTGCCT
bcl-x5'NTR       ……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………

HSBCLXP      72 TCCCAAAGTCAGATTGCAGATCTGAGGCAGTTTCCCCCTCCCTGCGTCCCTCACTGAAACCTTGAACCCCATTGAGAAGT
bcl-X5'NTR      ……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………

HSBCLXP     152 CCCTTTAGGGTTTCGGACGCCTCCACCTCACCCTGGGCTGGTGCTTAAATAGAAAAAAGAAAAACAAAAACCAACTAAAT
bcl-x5'NTR      ……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………

HSBCLXP     232 CCATACCAGCCACCTCCGGGAGAGTACTCCTGGCTCCCAGTAGGAGGCGGAGAGCCAAGGGGCGTGCAAGAGAGAGGGGG
bcl-x5'NTR    1 ………………CAGCCACCTCCGGGAGAGTACTCCTGGCTCCCAGTAGGAGGCGGAGAGCCAAGGGGCGTGCAAGAGAGAGGGGG

HSBCLXP     312 CTGGGCTCCCGGGTGGCAGGAGGCCGCGGCTGCGGAGCGGCCGCCCTCGATCCGGGCGATGGAGGAGGAAGCAAGCGAGG
bcl-x5'NTR   75 CTGGGCTCCCGGGTGGCAGGAGGCCGCGGCTGCGGAGCG_________________________________________

HSBCLXP     392 GGGCTGGTTCCTGAGCTTCGCAATTCCTGTGTCGCCTTCTGGGCTCCCAGCCTGCCGGGTCGCATGATCCCTCCGGCCGG
bcl-x5'NTR  114 ________________TTCGCAATTCCTGTGTCGCCTTCTGGGCTCCCAGCCTGCCGGGTCGCATGATCCCTCCGGCCGG

HSBCLXP     472 AGCTGGTTTTTTTGCCAGCCACCGCGAGGCCGGCTGAGTTACCGGCATCCCCGCAGCCACCTCCTCTCCCGACCTGTGAT
bcl-x5'NTR  178 AGCTGGTTTTTTTGCCAGCCACCGCGAGGCCGGCTGAGTTACCGGCATCCCCGCAGCCACCTCCTCTCCCGACCTGTGAT

     S.D.
HSBCLXP     552 ACAAAAGATCTTCCGGGGGCTGCACCTGCCTGCCTTTGCCTAAGGCGGATTTGAATGTAGGTGGTGCGGGGGAGCGGGAG
bcl-x5'NTR  258 ACAAAAGATCTTCCGGGGGCTGCACCTGCCTGCCTTTGCCTAAGGCGGATTTGAATGTAGGTGGTGCGGGGGAGCGGGAG

    GAS                TATA
HSBCLXP     632 TGGGGGCGGGGGGGACTGCCCAGGGAGTGACTTTCCGAGGAAGGCATTTCGGAGAAGACGGGGGTAGAAAAGGCTGGTGG
bcl-x5'NTR  338 TGGGGGCGGGGGGGACTGCCCAGGGAGTGACTTTCCGAGGAAGGCATTTCGGAGAAGACGGGGGTAGAAAAGGCTGGTGG

      +
HSBCLXP     712 GAGATTCAGAGTCCACTGGTGCTTTCGATTTGACTTAAGTGAAGTATCTTGGAACCTAGACCCAGACCTTCGTAAGACCC
bcl-x5'NTR  418 GAGATTCAGAGTCCACTGGTGCTTTCGATTTGACTTAAGTGAAGTATCTTGGAACCTAGACCCAGACCTTCGTAAGACCC

HSBCLXP     792 ACAAAGAAACCAGTTCTGGTACCTGGAGGGGGAATGGAATTTTTAGGGTAAATGGCATGCATATTAATTATTTTTTTTTT
bcl-x5'NTR  498 ACAAAGAAACCAGTTCTGGTACCTGGAGGGGGAATGGAATTTTTAGGGTAAATGGCATGCATATTAATTATTTTTTTTTT

S.A.
HSBCLXP     872 _CCTGAATCTCTTTCTCTCCCTTCAGAATCTTATCTTGGCTTTGGATCTTAGAAGAGAATCACTAACCAGAGACGAGACT
bcl-x5'NTR  578 TCCTGAAGCTCTTTCTCTCCCTTCAGAATCTTATCTTGGCTTTGGATCTTAGAAGAGAATCACTAACCAGAGACGAGACT

       

HSBCLXP     951 CAGTGAGTGAGCAGGTGTTTTGGACAATGGACTGGTTGAGCCCATCCCTATTATAAAAATG…………………………………………………
bcl-x5'NTR  658 CAGTGAGTGAGCAGGTGTTTTGGACAATGGACTGGTTGAGCCCATCCCTATTATAAAA…………………………………………………………

Abb. 2.1.1.1.: Alignement der publizierten Sequenzen des 5‘-nichttranslatierten Bereichs des humanen
bcl-x Gens [101, 103]. Die nicht übereinstimmenden Abschnitte der beiden Sequenzen sind rot, das GAS-
Motiv türkis, TATA-Boxen gelb, Spleißdonorstellen hellgrün und die Spleißakzeptorstelle violett
unterlegt. Intron 1 ist durch fettgedruckte Lettern- und der offene Leserahmen in antisense-Orientierung
durch grüne Buchstaben dargestellt. Exon 1 und Exon 2 sind durch hellorange- bzw. hellrosa Balken
oberhalb der Sequenz dargestellt.
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14.0

9.00
6.40
4.00

2.20
2.00

1.30
1.00
0.80
0.60

Sonde: bcl-x5‘-NTR bcl-xcod.

Größe in  Marker   Klon λ4   Klon λ18 Marker     Klon λ4      Klon λ18
1.000 bp λ Φx  λ   1   2   3   4   5   6   7    8 9  10  λ Φx  λ  11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Abb. 2.1.2.1.:

Abb. 2.1.2.1.: Southernblotanalyse der Klone 4 und 18 mit kodierenden und nicht kodierenden

Anteilen der bcl-x mRNA. Die DNA der Klone 4 (Spur 1 – 5 und 11 – 15) und 18 (Spur 6 – 10 und 17
– 20) wurde  mit EcoRI (Spur 1, 6, 11 und 16), BamHI (Spur 2, 7, 12 und 17), BglII  (Spur 3, 8, 13

und 18), EcoRI + BamHI (Spur 4, 9, 14 und 19) und EcoRI + BglII (Spur 5, 10, 15 und 20) verdaut
und mit den Hybridisierungssonden bcl-x5‘-NTR (Spur 1 –10) und bcl-xcod. (Spur 11 – 20) hybridisiert.

2.1.2. Restriktionskartierung des bcl-x Gens

Um die tatsächliche Sequenz des 5‘-NCR des bcl-x Gens zu ermitteln, wurde eine

λ–DNA-Bank durchsucht, die aus der genomischen DNA peripherer Blutzellen von

vier gesunden Spendern erzeugt wurde. Als Hybridisierungssonde wurden hier zum

einen die radioaktiv markierte cDNA des kodierenden Bereichs der bcl-xL mRNA

(bcl-xcod) und zum anderen die mit [32P] markierte cDNA des 5‘NTR der bcl-x mRNA

(.bcl-x5‘NTR; siehe Abschnitt 2.2.1.) verwendet. Zwei Klone, die sowohl mit der kodie-

renden Region als auch dem 5‘-NTR der bcl-x mRNA spezifisch hybridisierten,

konnten isoliert werden. Die DNA der Klone λ4 und λ18 wurde mit verschiedenen

Endonukleasen verdaut und im Southernblot analysiert. Als Hybridisierungssonde

dienten hier wieder der 5‘-NTR und der kodierende Bereich der bcl-x mRNA. Die Er-

gebnisse der Southernblotanalyse sind in Abb. 2.1.2.1. dargestellt.

Die Größe der im Southernblot hybridisierenden DNA–Fragmente entspricht der

Fragmentgröße, die die computergestützte Analyse der Sequenzen des 5‘-NCR und

der kodierenden Region des bcl-x Gens ergab.  Vergleich der Southernblots von ge-

nomischer DNA aus Raji, Jurkat, U937, Namalwa –und K562-Zellen, die mit den Re-

striktionsendonukleasen EcoRI, BamHI und BglII verdaut wurden, zeigten nach
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 Abb. 2.1.2.2.
   Zellinie  Raji Jurkat  U937  Namalwa K562

M   1    2 3 4  5  6  7   8   9  10   11  12  13   14

       kbp
10,00
8,00
6,00
5,00
4,00

3,00
2,50
2,00

1,50

1,00
0,80
0,60

0,40

0,20

Abb. 2.1..2.2.; Southernblotanalyse von genomischer DNA aus
verschiedenen humanen Zellinien. Die genomische DNA aus den

Zellinien Raji, Jurkat, U937, Namalwa und K562 wurde mit EcoRI

(Spur 1, 4, 7, 10 und13), BamHI (Spur 2, 5, 8, 11 und 14) und BglII
(Spur 3, 6, 9 und 12) verdaut und mit den Hybridisierungssonden bcl-
xcod. und bcl-x5‘NTR hybridisiert.

 Abb. 2.1.2.3.
 kbp λ  Φx 1  2  3  4  5  6  7   8   9  10

23,10

9,40

6,50

4,40

2,30
2,00

1,35

1,08
0,87

0,61
0,50

0,31

Abb. 2.1.2.3.: Southernblotanlyse von humaner

genomischer DNA aus K562 Zellen. Die DNA wurde
mit EcoRI (Spur 1), BamHI (spur 2), BglII (Spur III),

NotI (Spur4), EcoRI/BamHI (Spur 5), EcoRI/BglII
(Spur 6), EcoRI/NotI (Spur 7), BamHI/BglII (Spur

8), BamHI/NotI (Spur 9) und mit BglII/NotI (Spur
10) verdaut und mit der Hybridisierungssonde bcl-
xcod. hybridisiert.

Hybridisierung mit den

Sonden Bcl-xkod. und Bcl-

x5‘-NTR(Ct11) die gleichen

Bandenmuster, wie die

Southernblots der Klone

λ4 und λ18 (siehe Abb.

2.1.2.2.). Im Bereich des

ersten und zweiten

Exons des bcl-x  Gens

sind in den oben ge-

nannten Zellinien keine

Mutationen festzustel-

len. Die mit BamHI ver-

daute genomische DNA

der Zellinien U937 und

Namalwa weist im

Southernblot eine zu-

sätzliche Bande auf, die

auf eine zusätzliche Restriktions-

schnittstelle für BamHI im 5‘-Bereich

des bcl-x  Gens zurückzuführen ist.

Diese zusätzliche BamHI–Schnittstelle

ist wahrscheinlich auf eine Mutation

zurückzuführen, die ca. 10 – 11 kbp

vom Beginn der kodierenden Region

des bcl-x Gens entfernt ist. Die schwa-

chen Nebenbanden, die auf diesen

Southernblots zu sehen sind, sind auf

die relativ schwache Hybridisierung

von Exon 3 des bcl-x Gens mit dem 3‘-

Ende der bcl-xkod. Sonde zurückzufüh-

ren. Der Mehrfachverdau von genomi-

scher DNA aus K562 Zellen mit den

Restriktionsendonukleasen E c o R I ,

BamHI, BglII und NotI und anschlie-
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ßende Southernblotanalyse ergab nach Hybridisierung mit der Sonde bcl-xcod. die in

Abb. 2.1.2.3. dargestellten Bandenmuster. Die Größe der durch Verdau mit  BamHI

und NotI erzeugten Fragmente genomischer DNA zeigt, daß das zweite Intron des

bcl-x Gens länger als 9kb ist.

2.1.3. Sequenz des 5‘-NCR und von Exon 1, 2 und 3 des humanen bcl-x

Gens

Mit den Restriktionsendonukleasen BamHI, NotI, BglII und EcoRI fragmentierte

DNA der Klone λ4 und λ18 wurde in den Klonierungsvektor pBluescriptIISK sub-

kloniert und sequenziert. Die durch Analyse der überlappenden Sequenzen der Sub-

klone ermittelte Sequenz wurde mit den oben genannten Sequenzen und den Se-

quenzen der bcl-x mRNA verglichen. Die Sequenz des 5‘–nichtkodierenden Bereichs

des bcl-x Gens in den Klonen λ4 und λ18 entspricht der Sequenz HSBCLXP [103] und

nicht der von Grillot und Nuñez [101] veröffentlichten Sequenz (siehe Abb. 2.1.1.1.).

Es konnten strangaufwärts vom Beginn der Sequenz HSBCLXP weitere 890 bp der 5‘-

nichtkodierenden Region des bcl-x Gens sowie ein Teil des zweiten Introns des hu-

manen bcl-x Gens sequenziert werden. In diesen 890 bp konnten zahlreiche Se-

quenzmotive  lokalisiert werden, die den Konsensussequenzen der Bindungsstellen

für verschiedene Transkriptionsfaktoren, wie Ets-1, AP2, AP4, HIP1, ETS1etc. ent-

sprechen. Es wurden keine weiteren GAS-Sequenzmotive in der strangaufwärts ge-

legenen Sequenz des 5‘-NCR des bcl-x Gens gefunden. Es konnten keine kanonischen

TATA- oder CAAT–Boxen in dem Bereich der 5‘–nichtkodierenden Region des bcl-x

Gens identifiziert werden, in dem eine Promoteraktivität nachgewiesen  wurde [107].

Von Inohara und Ohta wird ein nichtklassisches TATA-Motiv mit der Sequenz

TAGAAA beschrieben, das vor dem Haupttranskriptionsstart des bcl-x Gens bei Po-

sition –231 in DAUDI Zellen liegt [103]. Bei Position –801 konnte ein weiteres

TAGAAA-Motiv identifiziert werden. Im Bereich von Position +1 bis –1300 befinden

sich drei Inr Konsensusmotive (siehe Einleitung) und elf Bindungsmotive für den

Transkriptionsfaktor HIP1, der die Transkription von Genen initiiert, die unter der

Kontrolle von TATA-losen Promotoren stehen. Desweiteren konnten ein zusätzliches

mögliches Intron im Bereich von –1380 bis –1510 identifiziert werden. Im gesamten

5‘–nichtkodierenden Bereich des humanen bcl–x Gens konnten sechs Spleißdonor-

und zwei Spleißakzeptorstellen identifiziert werden.
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Abb. 2.1.3.1.
HIP1

  GGNACGGGCC CCCCCACNKA GTCGACRGWA ACGCTCCGCT TGATATCGAA TTCCTGCAGC CCGGGGGATT TACCGCGAGG GGGCGATCTC TCCCCGGTCC 100
  CCNTGCCCGG GGGGGTGNMT CAGCTGYCWT TGCGAGGCGA ACTATAGCTT AAGGACGTCG GGCCCCCTAA ATGGCGCTCC CCCGCTAGAG AGGGGCCAGG
      HIP1  ETS-1
  TGATGCCAGT CACTCAAGGC GCCGCACTCC CTTTGCGTCT CGGGCTCGCG CGCGTTGCCG CGGCACCGGA AGTGACTGAG CTTGCAAGTT CCCCTGTCTC 200
  ACTACGGTCA GTGAGTTCCG CGGCGTGAGG GAAACGCAGA GCCCGAGCGC GCGCAACGGC GCCGTGGCCT TCACTGACTC GAACGTTCAA GGGGACAGAG

S.D.
  TTCAGGGGAA ACTGAGGCCG GCTTGTTCGG GWKWGACGGM GCGAGCWKTY AGCMAGGTAG GCCGSCAGCC CSGTAGGCCG GCCCGGGTCC GCGSCGCGAA 300
  AAGTCCCCTT TGACTCCGGC CGAACAAGCC CWMWCTGCCK CGCTCGWMAR TCGKTCCATC CGGCSGTCGG GSCATCCGGC CGGGCCCAGG CGCSGCGCTT

AP2 S.D.
  CTCGGCCGCG AAGAGCTCTT GCGTCTGGAA GCTAACCGGG CCGATGAAGG GGGATGTGGC CCCCCCACGG CTCGCGGGGC TCGCAGGTGA GAGCGCCGCC 400
  GAGCCGGCGC TTCTCGAGAA CGCAGACCTT CGATTGGCCC GGCTACTTCC CCCTACACCG GGGGGGTGCC GAGCGCCCCG AGCGTCCACT CTCGCGGCGG

Sp1
  TCCCCTGTGC GTGACAGCCG TGCGCCCAAT AGGAGCCTTC GCCGTCCCGC TTCGTGCCGG CTGGGCTCGC TGATTGGTGC GCTGGGGCGG ACCGCCGGGG 500
  AGGGGACACG CACTGTCGGC ACGCGGGTTA TCCTCGGAAG CGGCAGGGCG AAGCACGGCC GACCCGAGCG ACTAACCACG CGACCCCGCC TGGCGGCCCC
  S.A.                 S.D. AP2
  CGAGGCCCCT CCTCTCAGGA AGGTCTAGGG GGCGCCCCCG GGGGAGGGCG GTTGCCTAGC AACGGGGCGG TGGCTCGGCG GGTACCCGGC CTAGTGAGCT 600
  GCTCCGGGGA GGAGAGTCCT TCCAGATCCC CCGCGGGGGC CCCCTCCCGC CAACGGATCG TTGCCCCGCC ACCGAGCCGC CCATGGGCCG GATCACTCGA

Inr S.D. AP2 HIP1 HIP1
  CGAGAAGCCG CTAGGCCGCA GCCGGCCCAC CCTGGGCTCC GGAGAGGTGC AGCCCCCGGC CCCGGAGCCC TCCCGGGGGC GCCAGAAAGC CACTTTGGGC 700
  GCTCTTCGGC GATCCGGCGT CGGCCGGGTG GGACCCGAGG CCTCTCCACG TCGGGGGCCG GGGCCTCGGG AGGGCCCCCG CGGTCTTTCG GTGAAACCCG

AP4 AP2 Inr
  CTGTCCCCAG GAAAACGTGG TCTCAGCTGT GGGGCCGTCG AGCAGGCCTC GACCCCTCTT CCTGACCTGA GGAGAGGCCC AGCGCCTCAC CCTCACCCAG 800
  GACAGGGGTC CTTTTGCACC AGAGTCGACA CCCCGGCAGC TCGTCCGGAG CTGGGGAGAA GGACTGGACT CCTCTCCGGG TCGCGGAGTG GGAGTGGGTC

HIP1  HIP1 o HIP1
  TCTTTGTGCA GGGCGCCGGC GGCCATTGTG TCCGGGCGGG GAATGGAGGA CCCGGCAATC CCCAACTGCC ACGTTCTGGG GCCTTTGGGG AATTCAGACA 900
  AGAAACACGT CCCGCGGCCG CCGGTAACAC AGGCCCGCCC CTTACCTCCT GGGCCGTTAG GGGTTGACGG TGCAAGACCC CGGAAACCCC TTAAGTCTGT

AP2
  AACCACGCAT TTGTTGGGGG TCTCCGGCCT TCAACATCAC AGACAGGCCT GGGGGTGCCT TCCCAAAGTC AGATTGCAGA TCTGAGGCAG TTTCCCCCTC 1000
  TTGGTGCGTA AACAACCCCC AGAGGCCGGA AGTTGTAGTG TCTGTCCGGA CCCCCACGGA AGGGTTTCAG TCTAACGTCT AGACTCCGTC AAAGGGGGAG

Inr Sp1       TATA
  CCTGCGTCCC TCACTGAAAC CTTGAACCCC ATTGAGAAGT CCCTTTAGGG TTTCGGACGC CTCCACCTCA CCCTGGGCTG GTGCTTAAAT AGAAAAAAGA 1100
  GGACGCAGGG AGTGACTTTG GAACTTGGGG TAACTCTTCA GGGAAATCCC AAAGCCTGCG GAGGTGGAGT GGGACCCGAC CACGAATTTA TCTTTTTTCT

HIP1 Sp1         HIP1  Sp1
  AAAACAAAAA CCAACTAAAT CCATACCAGC CACCTCCGGG AGAGTACTCC TGGCTCCCAG TAGGAGGCGG AGAGCCAAGG GGCGTGCAAG AGAGAGGGGG 1200
  TTTTGTTTTT GGTTGATTTA GGTATGGTCG GTGGAGGCCC TCTCATGAGG ACCGAGGGTC ATCCTCCGCC TCTCGGTTCC CCGCACGTTC TCTCTCCCCC
  Sp1 ETS-1         Sp1
  CTGGGCTCCC GGGTGGCAGG AGGCCGCGGC TGCGGAGCGG CCGCCCTCGA TCCGGGCGAT GGAGGAGGAA GCAAGCGAGG GGGCTGGTTC CTGAGCTTCG 1300
  GACCCGAGGG CCCACCGTCC TCCGGCGCCG ACGCCTCGCC GGCGGGAGCT AGGCCCGCTA CCTCCTCCTT CGTTCGCTCC CCCGACCAAG GACTCGAAGC
  HIP1 HIP1
  CAATTCCTGT GTCGCCTTCT GGGCTCCCAG CCTGCCGGGT CGCATGATCC CTCCGGCCGG AGCTGGTTTT TTTGCCAGCC ACCGCGAGGC CGGCTGAGTT 1400
  GTTAAGGACA CAGCGGAAGA CCCGAGGGTC GGACGGCCCA GCGTACTAGG GAGGCCGGCC TCGACCAAAA AAACGGTCGG TGGCGCTCCG GCCGACTCAA

HIP1 TATA S.D
  ACCGGCATCC CCGCAGCCAC CTCCTCTCCC GACCTGTGAT ACAAAAGATC TTCCGGGGGC TGCACCTGCC TGCCTTTGCC TAAGGCGGAT TTGAATGTAG 1500
  TGGCCGTAGG GGCGTCGGTG GAGGAGAGGG CTGGACACTA TGTTTTCTAG AAGGCCCCCG ACGTGGACGG ACGGAAACGG ATTCCGCCTA AACTTACATC

Sp1 GAS TATA
  GTGGTGCGGG GGAGCGGGAG TGGGGGCGGG GGGGACTGCC CAGGGAGTGA CTTTCCGAGG AAGGCATTTC GGAGAAGACG GGGGTAGAAA AGGCTGGTGG 1600
  CACCACGCCC CCTCGCCCTC ACCCCCGCCC CCCCTGACGG GTCCCTCACT GAAAGGCTCC TTCCGTAAAG CCTCTTCTGC CCCCATCTTT TCCGACCACC
   HIP1                                                    + S.D >
  GAGATTCAGA GTCCACTGGT GCTTTCGATT TGACTTAAGT GAAGTATCTT GGAACCTAGA CCCAGACCTT CGTAAGACCC ACAAAGAAAC CAGTTCTGGT 1700
  CTCTAAGTCT CAGGTGACCA CGAAAGCTAA ACTGAATTCA CTTCATAGAA CCTTGGATCT GGGTCTGGAA GCATTCTGGG TGTTTCTTTG GTCAAGACCA

S.A.
  ACCTGGAGGG GGAATGGAAT TTTTAGGGTA AATGGCATGC ATATTAATTA TTTTTTTTTT CCTGAATCTC TTTCTCTCCC TTCAGAATCT TATCTTGGCT 1800
  TGGACCTCCC CCTTACCTTA AAAATCCCAT TTACCGTACG TATAATTAAT AAAAAAAAAA GGACTTAGAG AAAGAGAGGG AAGTCTTAGA ATAGAACCG

         + S.D  Inr/AP2 TATA
TTGGATCTTA GAAGAGAATC ACTAACCAGA GACGAGACTC AGTGAGTGAG CAGGTGTTTT GGACAATGGA CTGGTTGAGC CCATCCCTAT TATAAAAATG 1900     
AACCTAGAAT CTTCTCTTAG TGATTGGTCT CTGCTCTGAG TCACTCACTC GTCCACAAAA CCTGTTACCT GACCAACTCG GGTAGGGATA ATATTTTTAC

Abb.2.1.3.1.: Erweiterte Sequenz des 5‘-NTR des bcl-x Gens, doppelsträngige Darstellung. Die Sequenz der offenen

Leserahmen (ORFs) in antisense-Orientierung ist grün und Intronsequenzen sind fettgedruckt und unterstrichen
dargestellt. Spleißakzeptorsequenzen sind rosa, Spleißdonorsequenzen hellgrün, die Konsensusequenzen für die

Transkriptionsfaktoren SP1, AP2, AP4 und ETS-1 blaugrün, die Erkennungssequenz für den Transkriptionsfaktor HIP1
rot und das Inr Konsensusmotiv, sowie TATA-Boxen gelb unterlegt. Die im Text genannte GAS-Sequenz ist türkis

unterlegt. „O“ gibt den Beginn der Sequenz HSBCLXP an, während die verschiedenen Transkriptionsstarts durch „+“
markiert sind.
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2.2.   Struktur der bcl-x mRNA

Von allen bekannten Spleißvarianten der bcl-x mRNA sind bisher ausschließlich der

kodierende Bereich oder nur sehr kurze Abschnitte des 5‘–NTR sequenziert worden [14,

80, 115 – 121]. Verschiedene Transkriptionsstarts der bcl-x mRNA sind in Mauszellen

und unvollständig in humanen K562 Zellen kartiert worden [101]. Die aus der Analyse

des 5‘–NCR des bcl-x Gens vorhersagbaren möglichen Spleißvarianten des 5‘–NTR der

bcl-x mRNA und eine zelluläre bcl-x antisense RNA, die aus den in Abschnitt 2.1.1. und

2.1.3. beschriebenen antisense ORFs transkribiert werden kann, sind bisher nicht identi-

fiziert worden. In Abschnitt 2.2.1. wird die Isolierung eines cDNA-Fragments beschrie-

ben, das zum einen eine Spleißvariante des 5‘–NTR der bcl-x mRNA und zum anderen

ein Fragment einer zellulären bcl-x antisense RNA darstellen kann. Das Durchsuchen

verschiedener cDNA-Banken mit diesem cDNA–Fragment als Hybridisierungssonde

führte zur Isolierung einer cDNA mit der vollständigen Sequenz der bcl-xL mRNA und

zweier bicistronischer cDNA-Klone, deren erstes Cistron der Sequenz der kodierenden

Region der CtIP- bzw. der HLA-E mRNA und deren zweites Cistron in beiden Fällen

der vollständige Sequenz der bcl–xL mRNA entspricht. Die Sequenz des 5‘–NTR der hier

isolierten bcl-xL cDNA unterscheidet sich erheblich von der des als Hybridisierungs-

sonde eingesetzten cDNA-Fragments und der Sequenz der intercistronischen Region

der beiden bicistronischen bcl-xL cDNAs. Die Kartierung des Transkriptionsstarts in den

humanen Kulturzellen Raji, Jurkat, U937, Namalwa und K562 wird in den Abschnitten

2.2.3. und 2.2.4. beschrieben. Es konnten sechs unterschiedliche Transkriptionsstarts

und mindestens drei unterschiedliche Spleißformen des 5‘–NTR der bcl-x mRNA identi-

fiziert werden.

2.2.1. Isolierung eines mehrfach gespleißten cDNA-Fragments aus dem

5‘-NCR des bcl-x Gens

Um die mögliche Transkription einer antisense RNA im Promoterbereich des bcl-x Gens

nachzuweisen und den Transkriptionsstart der bcl-x mRNA zu ermitteln, wurde mit

den Primern BNX 874R und BNX 104L, die den oben beschriebenen offenen Leserah-

men in antisense-Orientierung flankieren, aus der gesamt-RNA von Namalwa- und

U937 Zellen eine RT-PCR durchgeführt. Das Hauptprodukt dieser PCR hatte nicht die

erwartete Größe von ca. 700 bp, sondern war ca. 500 bp lang. Die PCR-Produkte wur-

den kloniert und sequenziert . Die Sequenz des Klons Ct11 wurde mit der Sequenz des
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Abb. 2.2.1.1.:

CT11s           ……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………
HSBCLXP       1 GAATTCAGACAAACCACGCATTTGTTGGGGGTCTCCGGCCTTCAACATCACAGACAGGCCTGGGGGTGCCTTCCCAAAGT

CT11s         1 ………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………CCTTTAGG
HSBCLXP      81 CAGATTGCAGATCTGAGGCAGTTTCCCCCTCCCTGCGTCCCTCACTGAAACCTTGAACCCCATTGAGAAGTCCCTTTAGG

CT11s         9 GTTTCGGACGCCTCCACCTCACCCTGGGCTGGTGCTTAAATAGAAAAAAGAAAAACAAAAACCAACTAAATCCATACCAG
HSBCLXP     161 GTTTCGGACGCCTCCACCTCACCCTGGGCTGGTGCTTAAATAGAAAAAAGAAAAACAAAAACCAACTAAATCCATACCAG

CT11s        89 CCACCTCCGGGAGAGTACTCCTGGCTCCCAGTAGGAGGCGGAGAGCCAAGGGGCGTGCAAGAGAGAGGGGG_T_GGC___
HSBCLXP     241 CCACCTCCGGGAGAGTACTCCTGGCTCCCAGTAGGAGGCGGAGAGCCAAGGGGCGTGCAAGAGAGAGGGGGCTGGGCTCC

CT11s       164 _____________________________________________________AGGAGGAAGCAAGCGAGGGGGCTGGTT
HSBCLXP     321 CGGGTGGCAGGAGGCCGCGGCTGCGGAGCGGCCGCCCTCGATCCGGGCGATGGAGGAGGAAGCAAGCGAGGGGGCTGGTT

CT11s       191 CCTGAGCTTCGCAATTCCTGTGTCGCCTTCTGGGCTCCCAGCCTGCCGGGTCGCATGATCCCTCCGGCCGGAGCTGGTTT
HSBCLXP     401 CCTGAGCTTCGCAATTCCTGTGTCGCCTTCTGGGCTCCCAGCCTGCCGGGTCGCATGATCCCTCCGGCCGGAGCTGGTTT

CT11s       271 TTTTGCCAGCCACCGCGAGGCCGGCTGAGTTACCGGCATCCCCGCAGCCACCTCCTCTCCCGACCTGTGATACAAAAGAT
HSBCLXP     481 TTTTGCCAGCCACCGCGAGGCCGGCTGAGTTACCGGCATCCCCGCAGCCACCTCCTCTCCCGACCTGTGATACAAAAGAT

CT11s       351 CTTCCGGGGGCTGCACCTGCCTGCCTTTGCCTAAGGCGGATTTGAAT_________________________________
HSBCLXP     561 CTTCCGGGGGCTGCACCTGCCTGCCTTTGCCTAAGGCGGATTTGAATGTAGGTGGTGCGGGGGAGCGGGAGTGGGGGCGG

CT11s       398 ________________________________________________________________________________
HSBCLXP     641 GGGGGACTGCCCAGGGAGTGACTTTCCGAGGAAGGCATTTCGGAGAAGACGGGGGTAGAAAAGGCTGGTGGGAGATTCAG

CT11s       398 ________________________________________________________________________________
HSBCLXP     721 AGTCCACTGGTGCTTTCGATTTGACTTAAGTGAAGTATCTTGGAACCTAGACCCAGACCTTCGTAAGACCCACAAAGAAA

CT11s       398 ______________________________________________________________________________CT
HSBCLXP     801 CCAGTTCTGGTACCTGGAGGGGGAATGGAATTTTTAGGGTAAATGGCATGCATATTAATTATTTTTTTTTTCCTGAATCT

CT11s       400 CTTTCTCTCCCTTCAGAATCTTATCTTGGCTTTGGATCTTAGAAGAG………………………………………………………………………………………
HSBCLXP     881 CTTTCTCTCCCTTCAGAATCTTATCTTGGCTTTGGATCTTAGAAGAGAATCACTAACCAGAGACGAGACTCAGTGAGTGA

CT11s           ……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………
HSBCLXP     961 GCAGGTGTTTTGGACAATGGACTGGTTGAGCCCATCCCTATTATAAAAATG……………………………………………………………………………

Abb. 2.2.1.1.: Alignement von Klon Ct11 gegen die Sequenz HSBCLXP (5‘-NCR des bcl-x Gens). Intronsequen-
zen sind durch grüne Basensymbole (ATGC) gekennzeichnet und der offene Leserahmen in antisense Orientie-
rung durch unterstrichenene Basensymbole. Die Spleißdonorstelle und die Spleißakzeptorstelle von Intron1 des
bcl-x Gens sind grün –bzw. violett- und der Beginn der kodierenden Region türkis unterlegt.

5‘-NCR des bcl-x Gens verglichen. Dieser Sequenzvergleich ergab, daß aus der Sequenz

von Ct11 das 285 bp lange Intron 1, das von Ban und Nuñez [101, 117] beschrieben

worden ist, herausgespleißt wurde. Die Intron-Exon Übergänge stimmen hier nicht mit

den Konsensusmotiven für Spleißdonor –und Spleißakzeptorstellen überein. Weiter

stromaufwärts ist aus der Sequenz von Ct11 eine weiteres kurzes Intron herausge-

spleißt worden, das auch keine klassischen Konsensusmotive für Spleißdonor –und

Akzeptorstellen aufweist (siehe Abb. 2.2.1.1.). Das 5‘-Ende der Sequenz von Ct11 liegt

bei Position –637 relativ zum Translationsstart der bcl-x mRNA. Es kann sich hier also

einerseits um eine antisense   RNA handeln, die vom kodierenden Bereich des bcl-x
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Gens aus transkribiert wird, oder um den 5‘-NTR einer bcl-x mRNA, deren Startpunkt

sehr weit strangaufwärts liegt.

Der Klon Ct11 wurde bei allen folgenden Experimenten als Hybridisierungssonde ein-

gesetzt (bcl-x5‘-NTR/Ct11) und ergab im Northernblot die gleichen Hybridisierungsmuster

wie eine Sonde, die spezifisch mit der kodierenden Region (bcl–xcod.) der bcl-x mRNA

hybridisiert. Die Hybridisierungssignale der Sonde bcl-xcod. waren etwa doppelt so stark

wie die Signale der Sonde bcl-x5‘-NTR/Ct11   (Daten hier nicht aufgeführt).

Beide Sonden hybridisierten im Northernblot mit der 2700N langen bcl-x mRNA [14, 80]

und einer ca. 3600 N langen mRNA. Diese 3600 N lange mRNA wird besonders stark in

Jurkat Zellen exprimiert, wo sie in gleicher Menge wie die 2700 N lange bcl-x mRNA

exprimiert wird. (siehe Abb.2.3.1.1. im Abschnitt 2.3.1.)

2.2.2. Aufklärung der vollständigen Sequenz der bcl-xL mRNA und Iso-

lierung von zwei bicistronischen bcl-x mRNAs

Um die Sequenz der 3600 N langen bcl-x verwandten mRNA zu ermitteln, wurde eine

cDNA-Bank, die aus der mRNA von Jurkat-Zellen hergestellt worden war, mit der Hy-

bridisierungssonde bcl-x5‘NTR/Ct11  durchsucht. Um die vollständige Sequenz der 2700 N

langen bcl-xL mRNA, die Sequenz des 5‘-NTR der bcl-x mRNA und die Sequenz einer

möglicherweise existierenden zellulären bcl-x-antisense  RNA zu ermitteln, wurde eine

cDNA-Bank, die aus der mRNA von Gesamtblutzellen hergestellt worden war, mit der

Hybridisierungssonde bcl-x5‘NTR/Ct11 durchsucht. Aus der Gesamtblut-cDNA-Bank

konnten drei Klone (AIA, BIA, CIA) isoliert werden und aus der Jurkat-cDNA-Bank ein

Klon (F4D). Eine Restriktionsanalyse ergab für den Klon AIA eine Länge von ca. 800bp,

für den Klon BIA eine Länge von ca. 4000bp, für den Klon CIA eine Länge von ca.

2700bp und für den Klon F4D eine Länge von ca. 3600 bp. Der Klon CIA entspricht der

vollständigen Sequenz der bcl-xL mRNA (siehe Abb.2.2.2.1.). Der 5‘–NTR dieser cDNA

ist 529 bp lang und entspricht der Sequenz des 5‘-NTR (HSBCLXP) des bcl-x Gens, aus

dem das erste, 285 bp lange Intron (siehe oben) herausgespleißt wurde. Die Sequenz der

Intron-Exon Übergänge im Bereich des ersten Introns der bcl-x(CIA)L mRNA stimmt

nicht mit der Sequenz der bcl-xß mRNA Intron-Exon Grenzen überein (siehe Abb.

2.2.2.1.). Der Transkriptionsstart dieser bcl-xL mRNA liegt erheblich weiter strangauf-

wärts vom Startkodon der bcl-x mRNA als z.B. der für Daudi-, K562- oder humane

Placenta beschriebene Transkriptionsstart [101, 117].
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Abb.2.2.2.1.:

HSBCLXP     114 TGCGTCCCTCACTGAAACCTTGAACCCCATTGAGAAGTCCCTTTAGGGTTTCGGACGCCTCCACCTCAC
bcl-x(CT11)   1 ………………………………………………………………………………………………………CCTTTAGGGTTTCGGACGCCTCCACCTCAC
bcl-x(C1A)      ………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………
bcl-x(F4D)  595 AGTTTTTTCCTTCTTAGTTATTTATAGTTAAAGTTGGTACTAAACATTGATTTTTTTGATCTTCTGTAA
bcl-x(B1A) 1121 CCAGGGGTCTGAGTCTCACAGCTTGTAAAGCCTGAGACAGCTGCCTTGTGTGCGACTGAGATGCACAGC

HSBCLXP     184 CTGGGCTGGTGCTTAAATAGAAAAAAGAAAAACAAAAACCAACTAAATCCATACCAGCCACCTCCGGGA
bcl-x(CT11)  32 CTGGGCTGGTGCTTAAATAGAAAAAAGAAAAACAAAAACCAACTAAATCCATACCAGCCACCTCCGGGA
bcl-x(C1A)    1 ……………………GTGCTTAAATAGAAAAAAGAAAARSAMAAASCAACTAAATCCATACCAGCCACCTCCGGGA
bcl-x(F4D)  665 TGGATTTATAAATCAGTTTTCTATTGAAAATGTTTGTGATATTTTGCTTTTGCACCTTTAAAACAATAA
bcl-x(B1A) 1191 GCCTTGTGTGCGACTGAGATGCAGGATTTCCTCACGCCTCCCCTATGTGTCTTAGGGGACTCTGGCTTC

HSBCLXP     254 AGTACTCCTGGCTCCCAGTAGGAGGCGGAGAGCCAAGGGGCGTGCAAGAGAGAGGGGGCTGGGCTCCCG
bcl-x(CT11) 102 AGTACTCCTGGCTCCCAGTAGGAGGCGGAGAGCCAAGGGGCGTGCAAGAGAGAGGGGG_T_GGC_____
bcl-x(C1A    63 AGTACTCCTGGCTCCCAGTAGGAGGCGGAGAGCCAAGGGGCGTGCAAGAGAGAGGGGGCTGGGCTCCCG
bcl-x(F4D)  735 GCGCTTTCATTTTGCACTCTAACTTAAGAGTTTTTACTTTATGTAGTGATACCTAATACAATTTTGAAA
bcl-x(B1A) 1261 CTTTTTGCAAGGGCCTCTGAATCTGTCTGTGTCCCTGTTAGCACAATGTGAGGAGGTAGAGAAACAGTC

HSBCLXP     324 GTGGCAGGAGGCCGCGGCTGCGGAGCGGCCGCCCTCGATCCGGGCGATGGAGGAGGAAGCAAGC_____
bcl-x(CT11) 164 __________________________________________________AGGAGGAAGCAAGC_____
bcl-x(C1A)  133 GTGGCAGGAGGCCGCGGCTGCGGAGCGGSCGCCCTCGATCCGGGCGATGGAGGAGGAAGCAAGC_____
bcl-x(F4D)  805 TACAAAAAAGGCCGCGGCTGCGGAGCGGCCGCCCTCGATCCGGGCGATGGAGGAGGAAGCAAGC_____
bcl-x(B1A) 1331 ACGGCAGGAGGCCGCGGCTGCGGAGCGGCCGCCCTCGATCCGGGCGATGGAGGAGGAAGCAAGC_____

HSBCLXP     604 GAATGTAGGTGGTGCGGGGGAGCGGGAGTGGGGGCGGGGGGGACTGCCCAGGGAGTGACTTTCCGAGGA
bcl-x(CT11) 394 GAAT_________________________________________________________________
bcl-x(C1A)  413 GAAT__A_________________________________________________GACTTTCCGAGGA
bcl-x(F4D) 1085 GAAT_________________________________________________________________
bcl-x(B1A) 1611 GAAT_________________________________________________________________

HSBCLXP     674 GGCATTTCGGAGAAGACGGGGGTAGAAAAGGCTGGTGGGAGATTCAGAGTCCACTGGTGCTTTCGATTT
bcl-x(CT11) 398 _____________________________________________________________________
bcl-x(C1A)  432 GGCATTTCGGAGAAGACGGGGGTAGAAAAGGCTGGTGGGAGATTCA_______________________
bcl-x(F4D) 1089 _____________________________________________________________________
bcl-x(B1A) 1615 _____________________________________________________________________

HSBCLXP     744 ACTTAAGTGAAGTATCTTGGAACCTAGACCCAGACCTTCGTAAGACCCACAAAGAAACCAGTTCTGGTA
bcl-x(CT11) 398 __________________________________________________AAA________________
bcl-x(C1A)  481 _____________________________________________________________________
bcl-x(F4D) 1089 _____________________________________________________________________
bcl-x(B1A) 1615 _____________________________________________________________________

HSBCLXP     814 CTGGAGGGGGAATGGAATTTTTAGGGTAAATGGCATGCATATTAATTATTTTTTTTTTCCTGAATCTCT
bcl-x(CT11) 398 _________________________________________________________________CTCT
bcl-x(C1A)  491 _____________________________________________________________________
bcl-x(F4D) 1089 _____________________________________________________________________
bcl-x(B1A) 1615 _____________________________________________________________________

HSBCLXP     884 TCTCTCCCTTCAGAATCTTATCTTGGCTTTGGATCTTAGAAGAGAATCACTAACCAGAGACGAGACTCA
bcl-x(CT11) 403 TCTCTCCCTTCAGAATCTTATCTTGGCTTTGGATCTTAGAAGAG…………………………………………………………………
bcl-x(C1A)  491 _____________AATCTTATTTTGGCTTTGGATCTTAGAAGAGAATCACTAACCAGAGACGAGACTCA
bcl-x(F4D) 1089 _____________AATCTTATCTTGGCTTTGGATCTTAGAAGAGAATCACTAACCAGAGACGAGACTCA
bcl-x(B1A) 1615 _____________AATCTTATCTTGGCTTTGGATCTTAGAAGAGAATCACTAACCAGAGACGAGACTCA

Abb. 2.2.2.1.: Multiples Alignement der cDNA-Sequenzen bcl–x(Ct11), bcl-x(C1A), bcl-x(B1A) und

bc l–x (F4D)  mit der Sequenz des 5‘-NCR des bcl-x Gens. Intronbereiche sind grün unterlegt,

übereinstimmende Sequenzabschnitte durch rote Nukleotidsymbole (ACGT) gekennzeichnet, Spleißdonor
–bzw. Akzeptorstellen sind türkis bzw. petrolfarben unterlegt. Ein Bereich von 215 bp Länge wurde aus
Platzgründen aus der Darstellung entfernt. Dieser Bereich ist durch rote Trennstriche markiert.

Der Klon B1A entspricht der vollständigen bcl-xL mRNA, also Klon CIA, an deren 5‘-

Ende der kodierende Bereich der HLA–E1A (MHC-1b) mRNA gespleißt wurde. Der

Klon F4D besteht, genau wie CIA, aus der Gesamtsequenz der bcl-xL mRNA, an deren
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5‘-Ende der kodierende Bereich der CtIP mRNA gespleißt wurde. Durch Hybridisie-

rung von cDNA-Banken mit Ct11 wurden zwei bicistronische mRNAs isoliert. Die

Spleißstelle, an die in den Sequenzen B1A und F4D die MHC-1b bzw. die CtIP/RIM

mRNA mit der bcl-xL mRNA gespleißt wurde, ist in beiden Klonen bis auf 5 Basenpaare

identisch (siehe Abb. 2.2.2.1.). Da die beiden cDNA-Klone aus zwei verschiedenen

cDNA-Banken isoliert wurden, ist es daher auszuschließen, daß es sich bei den beiden

hier isolierten cDNA-Klonen um einen Klonierungsartefakt handelt.. Es wurde eine

weitere, ca. 800 bp lange Sequenz, A1A, isoliert, die eine hohe Sequenzähnlichkeit zur

Sequenz der 5‘-nichttranslatierten Region des bcl-x Gens aufweist, aber von Sequenzen

flankiert wird, die keinerlei Verwandtschaft zu anderen bekannten Sequenzen aufweist.

2.2.3. Kartierung des Transkriptionsstarts des bcl-x Gens durch RT-PCR

Die Kartierung des Transkriptionsstarts des bcl-x Gens wurde mit Hilfe der RT-PCR

durchgeführt (Bedingungen: Siehe Anhang). Die PCR-Primer wurden so ausgewählt,

daß sie eine Entfernung von 40 – 100 bp voneinander hatten, und zum Teil auch in den

Abb. 2.2.3.1.: Schematische Darstellung des 5‘-NTR des bcl-x Gens, sowie der ersten 300 bp der

kodierenden Region (hellblau). Intronsequenzen innerhalb des 5‘-NTR sind hellgrün dargestellt.

Die Position der zur Kartierung des 5‘-NTR der bcl-x mRNA  verwendeten PCR-Primer in der
Sequenz des bcl-x Gens wird durch die schmalen Balken dargestellt. Die verschiedenen 5‘-PCR-

Primer sind orange hervorgehoben und der 3‘-PCR-Primer rot. Die Bezeichnungen der Primerpaare
(A, B ,C, D, E, F, G, H, I, J, K, L) sind am rechten Rand der Grafik aufgeführt und die Längen

möglicher PCR-Produkte befinden sich links neben den Balken zur Darstellung der Position der
PCR-Primer. Die Sequenz des Klons Ct115‘-NTR, die in sämtlichen Experimenten als

Hybridisierungssonde verwendet wurde, ist dunkelblau dargestellt.

ATG
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342 bp....................................................................................................

377 bp................................................................................................

490 bp/---------- ....................................................................

550 bp/---------- ..............................................................

596 bp/---------- .......................................................

648 bp/---------- ..................................................

726 bp/~450 bp ........................................

773 bp/~495 bp ...................................

823 bp/~540 bp .............................

959 bp/~657 bp ..............

1017 bp/~710 bp ....

1119/~810

Abb. 2.2.3.1.:



Ergebnisse35

Intronsequenzen de 5‘-NCR des bcl-x Gens lagen (siehe Abb. 2.2.3.1.). Um in den unter-

suchten Zellen den Einfluß der Wachstumsbedingungen auf die Wahl des Transkripti-

onsstarts der bcl-x mRNA zu kontrollieren, wurde die RT-PCR zur Kartierung des

Transkriptionsstarts des bcl-x Gens mit RNA durchgeführt, die aus Raji-, Jurkat-, U937-,

Namalwa -und K562 Zellen isoliert wurde, die bei hoher Zelldichte (hd), niedriger

Zelldichte (ld), niedriger Zelldichte unter Einfluß von INF−γ (li), niedriger Zelldichte

unter Einfluß von Cycloheximid (lc) und niedriger Zelldichte unter Einfluß von Cyclo-

heximid und INF−γ (lci)  kultiviert wurden (siehe Abb. 2.2.3.2.). Die relative Menge und

die Größe der amplifizierten DNA-Fragmente wurden nach der Elektrophorese densi-

tometrisch bestimmt und auf die relative Menge von ß-Actin normiert.

Raji (5‘-NTR) K562 (5‘-NTR)
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

M 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 M 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

M 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 M 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

Jurkat (5‘-NTR) Namalwa (5‘-NTR)
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

M 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 M 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

M 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 M 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

U937 (5‘-NTR)
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

M 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

M 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

ß-Actin hd ld ldi ldc

Raji

Jurkat

U937

Namalwa

K562

Abb. 2.2.3.2.: Kartierung des 5‘-NTR der bcl-x mRNA in gesamt-RNA aus den Zellinien Raji, Jurkat, U937,
Namalwa und K562 durch RT-PCR. Spur M: Marker; (von unten nach oben) 200bp, 400 bp, 600 bp 800 bp,
1000bp; Spur 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25, 29, 33, 37, 41, 45 RNA von Zellen, die bei niedriger Zelldichte
(1,5x105Zellen/ml)kultiviert wurden (ld); Spur 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 42, 46: RNA aus Zellen, die
bei hoher Zelldichte kultiviert wurden (bis 1x 106 Zellen/ml) (hd); Spur 3, 7, 11, 15, 19, 23, 27, 31, 35, 39, 43,
47: RNA aus Zellen, die bei niedriger Zelldichte mit INF-γ kultiviert wurden (ldi); Spur 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28,
32, 36, 40, 44, 48: RNA aus Zellen, die bei niedriger Zelldichte mit Cycloheximid kultiviert wurden (ldc).
Spur 1, 2, 3, 4: Primerpaar A; Spur 5, 6, 7, 8: Primerpaar B; Spur 9, 10, 11, 12: Primerpaar C; Spur 13, 14, 15,
16: Primerpaar D; Spur 17, 18, 19, 20: Primerpaar E; Spur 21, 22, 23, 24: Primerpaar F; Spur 25, 26, 27, 28:
Primerpaar G; Spur 29, 30, 31, 32: Primerpaar H; Spur 33, 34, 35, 36: Primerpaar I; Spur 37, 38, 39, 40:
Primerpaar J; Spur 41, 42, 43, 44: Primerpaar K; Spur 45, 46, 47, 48: Primerpaar L. Kontrolle: RT-PCR der oben
aufgeführten gesamt-RNAs mit ß-Actin spezifischen Primern.

Abb. 2.2.3.2.
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In allen untersuchten Zellen wird die bcl-x mRNA von mindestens drei verschiedenen

Startpunkten im 5‘-nichttranslatierten Bereich des bcl-x Gens aus transkribiert (siehe

Abb. 2.2.3.3.). Der Haupttranskriptionsstart der bcl-x mRNA liegt ca. 500 bp strangauf-

wärts vom ersten Startkodon der bcl-x mRNA und das von Nuñez und Ban beschrie-

bene, 286 bp lange erste Intron [101, 117], das sich in der Sequenz des 5‘-NTR des bcl-x

Gens zwischen der Spleißdonorstelle bei Position –397 (siehe Abb. 2.1.3.1. in Abschnitt

2.1.3. und der Spleißakzeptorstelle bei Position –126 befindet,  ist grundsätzlich aus der

reifen bcl-x mRNA herausgespleißt. Auch bei mRNAs, die von dem weiter strangauf-

wärts gelegenen Startpunkt aus transkribiert werden, ist dieses Intron in allen Fällen

aus der reifen mRNA herausgespleißt. Ein weiteres, kurzes Intron liegt weiter strom-

aufwärts und wurde schon in Abschnitt 2.2.1. im Rahmen der Beschreibung des Ct11

Fragments ausführlich untersucht. Es konnten zwei weitere Spleißvarianten der bcl-x

mRNA identifiziert werden, die von einem Startpunkt zwischen Position –305 und -337

342.........................................................................................................
376 ......................................................................................................

490 .......................................................................................

540 ..................................................................................
454 ..................................................................................

597 ............................................................................
511 ............................................................................

648 ......................................................................
450 ..........................................................

495 ....................................................

540 ..............................................

650 ..................................

710 .........................

810 ..............

ATG
-1000 -900 -800 -700 -600 -500 -400 -300 -200 -100 +100 +200 +300

Genom

A (1,2,3,4)

B (5,6,7,8)

C (9,10,11,12)

D (13,14,15,16)

E (17,18,19,20)

F (21,22,23,24)

G (25,26,27,28)
H (29,30,31,32)

I (33,34,35,36)

J (37,38,39,40)
K (41,42,43,44)

L (45,46,47,48)

Abb. 2.2.3.3.

Abb. 2.2.3.3.: Schematische Darstellung der Kartierung des 5‘-NTR der bcl-x mRNA durch RT-PCR.
Der Breite Balken oben in der Grafik stellt den 5‘-NCR des bcl-x Gens dar. Die Introns sind grün mar-
kiert dargestellt und die ersten 300 bp der kodierenden Region hellblau. Der Beginn der kodierenden
Region des bcl-x Gens und der bcl-x mRNA wird durch das Startkodon (ATG) oberhalb der Darstellung
des 5‘-NCR des bcl-x Gens markiert. . Darunter sind die cDNA-Fragmente, die durch RT-PCR mit den
verschiedenen Primerpaaren entstehen, durch schmale Balken dargestellt. Die Länge der cDNA-Frag-
mente, die durch Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte ermittelt wurden, sind links aufgetragen,
die Bezeichnung der zugehörigen Primerpaare, sowie die Probenbezeichnungen der einzelnen PCRs sind
rechts davon aufgetragen. Der kodierende Bereich der bcl-x cDNAs ist hellblau, ungespleißte cDNA-
Fragmente sind rot, Intronsequenzen grün, gespleißte cDNA-Fragmente orange und nicht –bzw. schlecht
amplifizierbare cDNA-Fragmente farblos –bzw. gelb dargestellt. Der Klon Ct11 ist unten dunkelblau
dargestellt. Die durch die Analyse der PCR-Produkte ermittelten Transkriptionsstarts werden durch rote
Pfeile markiert.
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aus transkribiert werden. Der 5‘-NTR der einen bcl-x mRNA, die als bcl-x (sn) (sn =

short distance; not spliced) bezeichnet wird, ist ungespleißt und hat eine Länge von ca.

310 N. Aus der zweiten Spleißvariante, die als bcl-x (ss) (ss = short distance; spliced) be-

zeichnet wird, ist ein ca. 80N langes Intron herausgespleißt, das in der Sequenz des 5‘-

NTR des bcl-x Gens zwischen der Spleißdonorstelle bei  Position –201 und der Spleißak-

zeptorstelle bei Position –126 liegt (siehe Abb 2.1.3.1. in Abschnitt 2.1.3.). Der 5‘-NTR

der bcl-x(ss) mRNA hat eine Länge von ca. 230 N. In Raji –und K562-Zellen werden die

bcl-x(ss) -und die bcl-x(sn) mRNA relativ stark (50% - 100% der bcl-x(MT) mRNA) -und

in Namalwa Zellen sehr schwach exprimiert (siehe Abb.2.3.1.2.). In Jurkat und U937

Zellen wird die bcl-x(ss) mRNA fast gar nicht –und die bcl-x(sn) mRNA nur sehr

schwach exprimiert (s.Abb.2.3.1.2.). Der 5‘-NTR der vom Startpunkt > –511bp aus

transkribierten mRNA entspricht der intercistronischen Sequenz der bicistronischen

mRNAs bcl-x(B1A)L und bcl-x(F4D)L, dem 5‘-NTR der monocistronischen mRNA bcl-

x(C1A)L und einem Teil der Sequenz Ct11.

2.2.4. Kartierung des Transkriptionsstarts des bcl-x Gens durch RNase-

Protektionsassay

Der RNase-Protektionsassay zur Kartierung des Transkriptionsstarts des bcl-x Gens

wurde mit RNA durchgeführt, die aus Raji, Jurkat, U937, Namalwa und K562 Zellen

isoliert wurde, die bei hoher Zelldichte (hd), niedriger Zelldichte (ld), niedriger Zell-

dichte unter INF−γ Einfluß (li), niedriger Zelldichte unter Einfluß von Cycloheximid (lc)

und niedriger Zelldichte unter Einfluß von Cycloheximid und INF−γ (lci)  kultiviert

wurden. Als Hybridisierungssonde wurde eine radioaktiv markierte RNA verwendet,

die durch in vitro Transkription der Sequenz Ct115‘-NTR in antisense-Orientierung syn-

thetisiert wurde. Das Ergebnis des RNase-Protektionsassays ist in Abb. 2.2.4.1. darge-

stellt. Durch den RNase-Protektionsassay mit der Sonde Ct115‘-NTR konnte der Haupt-

transkriptionsstart der bcl-x mRNA festgelegt werden. Die geschützten Fragmente von

180 N, 160 N und 117 N Länge entsprechen der Sequenz, die zwischen dem ersten, kur-

zen Intron von Ct11 (siehe oben) und dem zweiten, 285 bp langen Intron des bcl-x Gens

liegt [101, 117]. Zusammen mit den Ergebnissen der PCR-Kartierung des Transkripti-

onsstarts des bcl-x Gens läßt sich der Haupttranskriptionsstart in Position -586  relativ

zum ersten Startkodon der bcl-x mRNA festlegen.

 Die von diesem Startpunkt aus transkribierte bcl-x mRNA wird im folgenden bcl-x(MT)

(MT=Major Transcription start) genannt (siehe Abb. 2.2.4.2.). Ca. 25 bp strangabwärts,
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Abb. 2.2.4.1.
bp
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Abb.2.2.4.1.: RNase-Protektionsassay zur Kartierung des Haupttranskriptionsstarts in den humanen

Zellinien Raji (Spur 1-5), Jurkat (Spur 6-10), U937 (Spur 11-15), Namalwa (Spur 16-20) und K562
(Spur 21-24). Es wurde gesamt RNA aus Zellen eingesetzt, die bei hoher Dichte (hd; Spur 1, 6, 11, 16

und 21), niedriger Dichte (ld; Spur 2, 7, 12, 17 und 22), unter INF-γ Einfluß (li; Spur 3, 8, 13, 18 und

23), unter Cycloheximideinfluß (lc; Spur 4, 9, 14, 19 und 24) und unter INF-γ/Cycloheximideinfluß (ci;

Spur 5, 10, 15 und 20) kultiviert wurden. Als Hybridisierungssonde wurde eine [32P] markierte, ca. 420

bp lange Antisense-RNA von Ct115‘-NTR (Spur S) verwendet. Als Größenmarker dienten [32P] mar-
kierte RNA-Fragmente der Länge 398, 315, 255, 231, 210, 189, 168, 141und 124 bp (Spur M, mit „o“

gekennzeichnete Banden). Der Haupttranskriptionsstart der bcl-x mRNA wird durch das 189 bp lange
geschützte Fragment repräsentiert, Nebentranskriptionsstarts durch die geschützten Fragmente von 160

bp, 200 bp und 117 bp (nur bei Jurkat Zellen) Länge. Die RNA für die Spleißvariante Ct11 wird durch

das geschützte Fragment von >393 bp repräsentiert.

also bei Position –561 relativ zum ersten Startkodon der bcl-x mRNA, befindet sich ein

weiterer Transkriptionsstartpunkt, der durch das geschützte RNA-Fragment von ca.

164 N Länge repräsentiert wird. Die von diesem Startpunkt aus synthetisierte bcl-x

mRNA Variante wird im folgenden bcl-x (ms) (ms = medium distance; spliced) genannt

(s. Abb. 2.2.4.2.). In Jurkat Zellen existiert ein weiterer Transkriptionsstartpunkt, der

weiter strangabwärts bei Position –523 relativ zum ersten Startkodon der bcl-x mRNA

liegt und durch ein ca. 117 N langes, geschütztes RNA-Fragment repräsentiert wird. Die

von diesem Startpunkt aus transkribierte bcl-x mRNA wird im folgenden als bcl-x (J) (J=

Jurkat) (s.Abb. 2.2.4.2.) bezeichnet. Die Menge an bcl-x(ms) mRNA entspricht 30% –

40%– und die Menge an bcl-x(J) mRNA ca. 25% - 30% der Menge an bcl-x(MT) mRNA.

Aus allen bcl-x mRNA Varianten, die nicht vom Transkriptionsstart –305/-337 aus

synthetisiert werden, ist das 285 bp lange, erste Intron des bcl-x Gens herausgespleißt.

Es existiert außerdem ein sehr geringer Anteil an ungespleißter bcl-x mRNA, der durch

ein geschütztes RNA-Fragment von ca. 200 –220 bp Länge repräsentiert wird. Da der
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RNase-Protektionsassay mit gesamt-RNA aus den oben genannten Kulturzellen durch-

geführt wurde, besteht die Möglichkeit, daß dieses geschützte RNA-Fragment aus un-

reifen Vorläufer-mRNAs stammt (s.Abb2.2.4.1. und Abb. 2.2.4.2.). Eine mRNA, die

durch die Sequenz Ct115‘-NTR vollständig geschützt wird, wird in allen untersuchten Zel-

linien in relativ konstanter Menge exprimiert. Die Banden von ca. 315 bp Länge sind auf

Abbrüche bei der in vitro Transkription der Sonde zurückzuführen. Die relativen Inten-

sitäten und die Verhältnisse der exprimierten RNA-Menge in Abhängigkeit von INF−γ

(li), der Zelldichte (ld und hd), von Cycloheximid (lc) und Cycloheximid + INF−γ  (ci)

entsprechen denen, die in Abschnitt 2.3.1. beschrieben werden. Der Bereich, der in der

bcl-x mRNA zwischen dem 3‘-Ende des 285 bp langen Introns und dem ersten Startko-

don des kodierenden Bereichs des bcl-x Gens liegt, kann durch die Sonde Ct115‘-NTR nicht

effektiv gegen RNasen geschützt werden, da der hybridisierende Anteil nur 48 bp lang

ist. Bei den hier gewählten Hybridisierungsbedingungen hybridisiert ein so kurzes

RNA Fragment nicht vollständig. Es wird außerdem auf dem zur Auftrennung der ge-

Abb. 2.2.4.2.

Abb. 2.2.4.2.: Schematische Darstellung der Kartierung des Transkriptionsstarts des bcl-x Gens und

verschiedener Spleißformen des 5‘-NTR der bcl-x mRNA. Der breite Balken oben in der Grafik stellt
den 5‘-nichttranslatierten Bereich, in dem Introns grün markiert sind, und die ersten 300 bp der

kodierenden Region (hellblau markiert) des bcl-x Gens dar. Die bcl-x mRNAs, die unterschiedlich
gespleißt sind oder von verschiedenen Startpunkten aus transkribiert werden, sind durch schmale Balken

dargestellt, in denen die kodierende Region hellblau, der 5‘-NTR gespleißter mRNAs orange und der 5‘-
NTR ungespleißter mRNAs rot markiert sind. Die durch die Sonde Ct115‘-NTR im RNAse-

Protektionsassay geschützten Bereiche der mRNAs sind durch dunkelblaue Balken dargestellt und

ungeschützte Bereiche werden durch gelbe Symbole markiert. Die verschiedenen Transkriptionsstarts
sind durch rote Pfeile dargestellt. Die Positionen der Transkriptionsstarts sind links –und die

Bezeichnungen für die bcl-x mRNA-Varianten sind rechts von der Darstellung der jeweiligen RNA
aufgeführt.

ATG
-900 -700 -500 -300 -100 +100 +300

Haupttranskriptionsstart

Genom

-305/-337 ............................................. bcl-x (sn)
-305/-337 ............................................. bcl-x (ss)
-523 (nur Jurkat) ........................ bcl-x (J)

-561 ................................ bcl-x (ms)

-586 .................................. bcl-x (MT)

-??? bcl-x (Ct11)
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schützten RNA-Fragmente verwendeten Polyacrylamidgel nicht  mehr effektiv aufge-

trennt und zudem noch durch kleine Abbauprodukte der RNasen überdeckt.

2.3.   Expression des bcl-x Gens

Die Analyse der Sequenz des 5‘-nichtkodierenden Bereichs des bcl-x Gens zeigte, daß

sich zwischen Position –321 und –331 strangaufwärts vom Startkodon eine Gas–Se-

quenz befindet (siehe Abschnitt 2.1.1.). Diese Sequenz liegt auf dem ersten Intron des

bcl–x Gens und kann die Promoteraktivität dieses Bereiches beeinflussen [107]. Der

Transkriptionsstart der bcl-x mRNA wurde in den vorhergegangenen Abschnitten kar-

tiert. Es konnte gezeigt werden, daß sich der Haupttranskriptionsstart der bcl-x(MT)

mRNA im Bereich des ersten Exons befindet (siehe Abschnitt 2.2.3. und 2.2.4.). Die Ne-

bentranskriptionsstarts der bcl-x mRNA befinden sich alle im 5‘-Bereich des ersten

Introns. Da sich wirksame Promoterelemente im allgemeinen strangaufwärts vom

Transkriptionsstart der mRNA eines Gens befinden [178], wurde die Expression des

bcl–x Gens in Abhängigkeit von der Zelldichte, Cycloheximid und INF-γ, das über das

oben genannte GAS-Element die Transkription beeinflussen kann, in verschiedenen

humanen Zellinien untersucht. Die Transkription des bcl-x Gens wurde mit Hilfe von

Hybridisierungssonden bzw. PCR-Primern untersucht, die spezifisch für die kodie-

rende Region der bcl-x mRNA sind. Die Ergebnisse dieser Experimente werden in Ab-

schnitt 2.3.1. dargestellt. Auf Proteinebene wurde die Expression des bcl–x Gens mit

Hilfe von Westernblots analysiert. Die Ergebnisse dieser Untersuchung (siehe Abschnitt

2.3.2.) zeigen, daß die in verschiedenen Kulturzellen nachgewiesene mRNA Menge in

Abhängigkeit von der Zelldichte, Interferon-γ und Cycloheximid in keinem linearen

Zusammenhang mit der nachgewiesenen Proteinmenge stehen. Aus diesem Grund

wurde die Transkription der in 2.2.3. und 2.2.4. nachgewiesenen Spleißvarianten der

bcl-x mRNA in Abhängigkeit von der Zelldichte, INF-γ und Cycloheximid untersucht

und diese Werte mit den in Abschnitt 2.3.2. aufgeführten Werten aus der Westernblo-

tanalyse verglichen. So konnte die aktiv translatierte Form der bcl-x mRNA in verschie-

denen Zelltypen identifiziert werden (siehe Abschnitt 2.3.3.). In Abschnitt 2.3.4. wird

der Nachweis der in 2.1.1. und 2.2.1. postulierten zellulären bcl-x antisense RNA durch

einen RNase Protektionsassay beschrieben. Die zelluläre bcl-x antisense RNA konnte in

allen untersuchten Zellinien nachgewiesen werden und wies eine anderes Expressi-

onsmuster in Abhängigkeit von der Zelldichte, INF-γ und Cycloheximid auf. Die in Ab-

schnitt 2.2.2. beschriebenen bicistronischen bcl-x mRNAs konnten durch die in 2.3.5.

beschriebenen Experimente in verschiedenen Kulturzellen nachgewiesen werden.
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Abbb. 2.3.1.1.
rhd jhd uhd nhd khd rld jld uld nld kld rli jli uli nli kli rlc jlc ulc nlc klc rci jci uci nci kci

Abb. 2.3.1.1.: Northernblotanalyse zur Quantifizierung von bcl-x mRNA in Raji (r), Jurkat (j), U937 (u),
Namalwa (n) –und K562-Zellen (k), die bei hoher Zelldichte (hd), niedriger Zelldichte (ld), bei niedriger

Zelldichte mit INF-γ (li), bei niedriger Dichte mit Cycloheximid (lc) und bei niedriger Dichte mit

Cycloheximid und INF-γ (ci) kultiviert wurden. Die Intensitäten der bcl-x spezifischen Banden (bcl-x)

wurden gegen die Intensitäten GAPDH bzw. ß-Actinbanden oder die Intensität der 28S bzw. 18S rRNA-
Banden normiert.

RNA

bcl-x

GAPDH

ß-Actin

2.3.1. Transkription des bcl-x Gens in Abhängigkeit von der Zelldichte,

INF-γ und Cycloheximid

Der Einfluß von Cycloheximid, INF-γ und der Zelldichte auf die Transkription des bcl-x

Gens und einiger anderer Gene aus der Bcl-Familie wurde in den im folgenden be-

schriebenen Experimenten analysiert.

Die direkte Induktion eines Gens durch INF-γ wird durch den Einfluß von INF-γ, Cy-

cloheximid und INF-γ und Cycloheximid auf die Expression eines bestimmten Gens

untersucht. Ist die relative Änderung der Expression dieses Gens unter Einfluß von

INF-γ  genauso hoch wie unter Einfluß von INF-γ und Cycloheximid, so ist die Induk-

tion der Expression unabhängig von der de novo Synthese INF-γ abhängiger Tran-

skriptionsfaktoren. Das Gen wird also direkt durch INF-γ induziert. Es wurden die Zel-

linien Raji, Jurkat, U937, Namalwa und K562 (siehe Abschnitt 6.1.1.) untersucht, da sie

verschiedene Zelltypen darstellen und damit in unterschiedlicher Weise auf den Ein-

fluß von Cytokinen reagieren.

Die Northernblot Analyse zeigte, daß in U937-Zellen die Transkription des bcl-x Gens

ca. 2,5 fach induziert wird. In den Zellinien Raji und Jurkat wurde sie nicht induziert,

während sie in Namalwa- und K562-Zellen leicht gehemmt wurde (siehe Abb.2.3.1.1.

und Abb. 2.3.1.3.). Es konnte außerdem gezeigt werden, daß die Transkription des bcl-x

Gens in K562 Zellen ca. 5 – 10 mal stärker ist als in allen anderen untersuchten Zellen

(siehe Abb. 2.3.1.3.). Das Ergebnis einer quantitativen Auswertung
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der bcl-x Expression in verschiedenen Kulturzellen in Abhängigkeit von den oben ge-

nannten Kulturbedingungen wird stark von der Auswahl des sogenannten Haushalts-

genes („housekeeping gene“) beeinflußt, da die Expression der hier ausgewählten

Haushaltsgene vom Zustand der Zelle abhängig ist. (siehe Abb. 2.3.1.3.). Der Einfluß

von INF-γ auf die Expression der proapoptotischen bcl-x Spleißvariante bcl-xS konnte

hier nicht untersucht werden, da der Größenunterschied zwischen bcl-xL und bcl-xS zu

klein ist, um im Northernblot dargestellt werden zu können. Der Einfluß von INF-γ, der

Zelldichte und Cycloheximid auf die Transkription von bcl-xL und bcl-xS wurde mit

Hilfe eines RNase-Protektionsassays untersucht, der die gleichzeitige Bestimmung der

Transkription der mRNA von bcl-xL, bcl-xS, bfl-1, blk, bak, bax, bcl-2, mcl1, GAPDH und

L32 ermöglicht. Es wurde die gesamt-RNA aus Raji-, Jurkat-, U937-, Namalwa- und

K562 Zellen untersucht, die jeweils bei hoher Zelldichte (hd), bei niedriger Zelldichte

(ld) kultiviert wurden und die mit INF-γ (li), Cycloheximid (lc) und INF-γ und Cyclo-

heximid (ci) behandelt wurden. In U937 Zellen konnte auch hier eine ca. 2,5 fache Stei-

gerung der bcl-xL Expression unter Einfluß von INF-γ gemessen werden. In den anderen

Abb.2.3.1.2.
Raji Jurkat U937 Namalwa K562

hd ld li lc ci hd ld li lc ci hd ld li lc ci hd ld li lc ci M hd ld li lc ci M

bcl-xL
bcl-xS
bfl-1

blk

bak

bax

bcl-2

mcl-1

L32

GAPDH

-bcl-x

-bfl-1

-blk
-bak

-bax

-bcl-2

-mcl-1

-L32

-GAPDH

Abb.2.3.1.2.: RNase Protektionsassay zur quantitativen Bestimmung der mRNA verschiedener pro -bzw

antiapoptotischer Gene. Die humanen Zellinien Raji, Jurkat, U937, Namalwa und K562 wurden bei hoher

Zelldichte (hd), niedriger Zelldichte (ld), niedriger Zelldichte mit INF-γ (li), niedriger Dichte mit

Cycloheximid (lc) und bei niedriger Dichte mit Cycloheximid und INF-γ (ci) kultiviert. Die gesamt-RNA

der unterschiedlich behandelten Zellen wurde in den RNase Protektionsassay eingesetzt. Als
Hybridisierungssonde dienten die unter M aufgetrennten RNA-Fragmente der Längen 398N (bcl-x),

315N (bfl-1), 255N (blk), 231N (bak), 210N (bax), 189N (bcl-2), 168N (mcl-1), 141N (L32) und 124N
(GAPDH). Die Position der geschützten RNA-Fragmente im Gel wird durch die kursiv gedruckten
Namen der entsprechenden mRNAs links vom Autoradiogramm des RPAs markiert.
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untersuchten Zellinien wurde keine Änderung der bcl-xL Expression gefunden. In Zel-

len, die gleichzeitig mit INF-γ und Cycloheximid inkubiert wurden, war gegenüber

Zellen, die nur mit Cycloheximid inkubiert wurden, keine Steigerung der bcl-x Expres-

sion zu beobachten. Es handelt sich hier also um eine indirekte Induktion der bcl–x Ex-

pression. Eine Kontrolle für die Wirkung von INF-γ stellt die Expression von bak dar. In

HT-29 Zellen wurde eine direkte Induktion der bak Expression durch INF- γ beobachtet

[127]. In U937 Zellen erfährt die bak Expression eine direkte Induktion durch INF-γ und

in Jurkat Zellen eine schwache indirekte Induktion. In allen anderen untersuchten Zel-
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Abb. 2.3.1.3.:

Abb. 2.3.1.3. : Quantitative Bestimmung der bcl-x Expression durch densitometrische Auswertung des in Abb. 2.2.1.1.
gezeigten Northernblots. Die relativen Intensitäten der 2700 N langen bcl-xL mRNA Banden sind in den Diagrammen

blau dargestellt und die relativen Intensitäten der 3600 N langen bcl-x ähnlichen mRNA violett. Die Intensitäten der
bcl–x spezifischen Banden wurden gegen die Intensitäten der entsprechenden GAPDH –bzw. ß-Actinspezifischen
Banden normiert.
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Abb. 2.3.2.1.

U937 (30µg) Jurkat (30µg)

M hd ld li lc ci M hd ld li lc ci M

48 kD

29 kD

18 kD

K562 (5µg) Raji (5µg)
M hd ld li lc ci M hd ld li lc ci M

48 kD

29 kD

18 kD

Abb. 2.3.2.1.: Westernblot zum Nachweis von Bcl-x in U937-, Jurkat-,
Raji- und K562-Zellen, die bei hoher Zelldichte (hd), niedriger Dichte
(ld), mit INF-γ  (li), Cycloheximid (lc) oder Cycloheximid/
INF−γ (ci)kultiviert wurden. Von U937 und Jurkat wurden für jeden
Versuchsparameter je 30µg Gesamtprotein und von Raji und K562 je 5µg
Gesamtprotein aufgetragen.

linien hatte INF-γ keinen Einfluß auf die bak Expression. Durch Behandlung mit Cyclo-

heximid verdoppelte sich in allen untersuchten Zellinien das Verhältnis von bcl-xS zu

bcl-xL mRNA. Auch das Verhältnis von anderen proapoptotischen mRNAs zu antia-

poptotischen mRNAs erhöhte sich (Daten hier nicht dargestellt).

2.3.2. Translation der bcl-x mRNA in Abhängigkeit von der Zelldichte,

INF-γ und Cycloheximid

Die Untersuchung der

bcl-x Expression im We-

sternblot zeigt, daß in

einigen der untersuch-

ten Zellen die Änderung

der bcl-x mRNA-Menge

keinen direkten Einfluß

auf die Menge des syn-

thetisierten Bcl-x Pro-

teins hat (siehe Abb.

2.3.1.3. und 2.3.2.2. - 4).

In K562-Zellen ist die

nachgewiesene Bcl-x

Menge um den Faktor

1.5 – 2.0 höher als in

Raji-Zellen, obwohl die bcl-x mRNA Menge in K562 Zellen um den Faktor 4.5 – 6.0 mal

höher ist als in Raji Zellen (siehe Abb. 2.3.1.3. und 2.3.2.1.). In den anderen untersuchten

Zellen, die eine ähnliche Menge an bcl-x mRNA wie Raji Zellen aufwiesen, war unter

gleichen Bedingungen kein Bcl-x Protein nachzuweisen (siehe Abb. 2.3.2.1.).

In Raji- und Namalwa-Zellen ist bei hoher Zelldichte (hd) und bei Zugabe von INF-γ (li)

die Translationsaktivität deutlich höher als bei niedriger Zelldichte (ld) (siehe Abb.

2.3.2.3. und 2.3.2.4.). In Jurkat-, U937- und K562-Zellen ist die Translationsaktivität bei

hoher Zelldichte (hd) niedriger als bei niedriger Zelldichte (ld) und unter Einfluß von

INF-γ (li) (siehe Abb. 2.3.2.2., 2.3.2.3. und 2.3.2.4.). Bei K562-Zellen hat INF-γ auf die

Translation der bcl-x mRNA eine leicht inhibierende Wirkung. In Raji-, U937- und

Namalwa-Zellen führt die Kultivierung der Zellen mit INF-γ zu einer Steigerung der

Bcl-x Menge. Bei U937-Zellen ist die Wirkung von INF-γ auch auf Transkriptionsebene
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zu beobachten. In Raji Zellen führt die Gabe von INF-γ zu keiner signifikanten

Veränderung der bcl-x mRNA Menge, die Bcl-x Proteinmenge erhöht sich um den

Faktor 1.5 (siehe Abb. 2.3.2.2., 2.3.2.3. und 2.3.2.4.).
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jhd

jld

jli
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jci/jlc

rel. Intensität

MW 6,63E-01 1,00E+00 1,05E+00 5,75E-01 6,96E-01 9,91E-01

jhd jld jli jlc jci jci/jlc

Westernblot

Abb.2.3.2.2.

A.) Raji

B.) Jurkat

Abb.2.3.2.2.: Westernblot Analyse der Bcl-x Menge in Gesamtprotein aus (A.) Raji–und (B.)Jurkat-
Zellen. Die Zellen wurden bei niedriger Zelldichte (ld), hoher Zelldichte (hd), bei niedriger Zelldichte
mit INF-γ (li), bei niedriger Zelldichte mit Cycloheximid (lc) und bei niedriger Zelldichte mit INF-γ und
Cycloheximid (ci) für 18 h kultiviert. Die Diagramme stellen die relative Intensität der Bcl-x Banden im
Westernblot dar. Eine Abbildung des Westernblots ist links vom jeweiligen Diagramm gezeigt und die
Durchschnittswerte für die relativen Intensitäten sind in den Tabellen unter den Diagrammen aufge-
führt. Die Diagramme stellen den Mittelwert von mindestens zwei voneinander unabhängigen Experi-
menten dar.
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0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

uhd

uld

uli

ulc

uci

uci/ulc

rel. Intensität

MW 2,80E-01 1,00E+00 2,21E+00 1,64E+00 1,98E+00 1,13E+00

uhd uld uli ulc uci uci/ulc

Westernblot

0 1 2 3 4 5 6 7

nhd

nld

nli

nlc

nci

nci/nlc

rel. Intensität

MW 3,09E+00 1,00E+00 2,19E+00 2,25E+00 4,71E+00 2,09E+00

nhd nld nli nlc nci nci/nlc

Westernblot

Abb.2.3.2.3.

A.) U937

B.) Namalwa

Abb.2.3.2.3.: Westernblot Analyse der Bcl-x Menge in Gesamtprotein aus U937 (A.) –und Namalwa-
Zellen (B.). Die Zellen wurden bei niedriger Zelldichte (ld), hoher Zelldichte (hd), bei niedriger

Zelldichte mit INF-γ (li), bei niedriger Zelldichte mit Cycloheximid (lc) und bei niedriger Zelldichte mit

INF-g und Cycloheximid (ci) für 18 h kultiviert. Die Diagramme stellen die relative Intensität der Bcl-x
Banden im Westernblot dar. Eine Abbildung des Westernblots ist rechts vom jeweiligen Diagramm

gezeigt und die Durchschnittswerte für die relativen Intensitäten sind in den Tabellen unter den
Diagrammen aufgeführt. Die Diagramme stellen den Mittelwert von mindestens zwei voneinander
unabhängigen Experimenten dar.
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

khd

kld

kli

klc

kci

kci/klc

rel. Intensität

MW 5,48E-01 1,00E+00 8,53E-01 5,09E-01 8,14E-01 8,14E-01

khd kld kli klc kci kci/klc

Westernblot

Abb.2.3.2.4.

K562

Abb.2.3.2.4.: Westernblot Analyse der Bcl-x Menge in Gesamtprotein aus K562-Zellen Die Zellen
wurden bei niedriger Zelldichte (ld), hoher Zelldichte (hd), bei niedriger Zelldichte mit INF-g (li), bei

niedriger Zelldichte mit Cycloheximid (lc) und bei niedriger Zelldichte mit INF-γ und Cycloheximid (ci)

für 18 h kultiviert. Die Diagramme stellen die relative Intensität der Bcl-x Banden im Westernblot dar.
Eine Abbildung des Westernblots ist rechts vom jeweiligen Diagramm gezeigt und die

Durchschnittswerte für die relativen Intensitäten sind in den Tabellen unter den Diagrammen aufgeführt.

Das Diagramm stellt den Mittelwert von mindestens zwei voneinander unabhängigen Experimenten dar.



Ergebnisse48

Abb.2.3.3.1.. (K562)

0 1 2 3 4 5 6

ld all
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li all
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ld (sn)

ld (ss)

hd (sn)

hd (ss)

li (sn)

li (ss)

lc (sn)

lc (ss)

ld (-)

hd (-)

li (-)

lc (-)

ld (ms; MT; J)

hd (ms; MT; J)

li (ms; MT; J)

lc (ms; MT; J)

ld (Ct11)

hd (Ct11)

li (Ct11)

lc (Ct11)

Abb. 2.3.3.1.: Einfluß von Zelldichte (hohe Dichte =
hd; niedrige Dichte = ld), INF-γ und Cycloheximid auf
Spleißaktivität und Transkriptionsstart der bcl-x mRNA
in K562 Zellen. Rote Balken repräsentieren die
ungespleißte bcl-x(sn) mRNA, orange Balken die
gespleißte bcl-x(ss), bcl-x(ms), bcl-x(MT), bcl-x(J) und
bcl-x(Ct11) mRNA und die blauen Balken
repräsentieren die Summe aus allen bcl-x mRNA-
Spezies.

2.3.3. Abhängigkeit des Transkriptionsstarts und der Spleißmuster der

bcl-x mRNA von Zelldichte, INF-γ und Cycloheximid

Durch die densitometrische Auswer-

tung der zur Kartierung des bcl-x 5‘-

NTR gelelektrophoretisch aufge-

trennten PCR-Produkte (siehe Kapitel

2.2.3.) konnte in den Zellinien Raji,

Jurkat, U937, Namalwa und K562 die

Wahl des Transkriptionsstarts und

unterschiedliche Spleißmuster der

bcl–x mRNA in Abhängigkeit von der

Zelldichte, INF-γ oder Cycloheximid

bestimmt werden. Das Expressions-

muster der bcl-x(all) mRNA, d.h. die

Summe aller bcl-x mRNA Varianten,

weist in K562 Zellen (siehe Abb.

2.3.3.1.) die gleiche Abhängigkeit von

der Zelldichte, INF-γ oder Cyclohexi-

mid auf wie die bcl-xL- und bcl–xS

mRNA im Northernblot, im RNase

Protektionsassay und in der RT-PCR

unter Verwendung für den kodieren-

den Bereich spezifischer Hybridisie-

rungssonden bzw. PCR Primer (Ab-

schnitt 2.2.1.) Unter Einfluß von Cy-

cloheximid wird die Expression der

bcl-x (ms), der bcl-x (MT)  und der bcl-

x(Ct11) mRNA gehemmt, während die

Expression der bcl-x(sn)- und der bcl-

x(ss) mRNA gesteigert wird. Bei nied-

riger Zelldichte und nach INF-γ Gabe

liegt die bcl-x(sn) mRNA in größerer

Menge vor als die bcl-x(ss) mRNA. Die



Ergebnisse49

Abb.2.3.3.2. (Raji)

0 1 2 3 4

ld all

hd all

li all

lc all
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li (sn)

li (ss)

lc (sn)

lc (ss)

ld (-)

hd (-)

li (-)

lc (-)

ld (ms; MT; J)

hd (ms; MT; J)

li (ms; MT; J)

lc (ms; MT; J)

ld (Ct11)

hd (Ct11)

li (Ct11)

lc (Ct11)

Abb. 2.3.3.2.: Einfluß von Zelldichte (hohe Dichte =
hd; niedrige Dichte = ld), INF-γ und Cycloheximid auf
Spleißaktivität und Transkriptionsstart der bcl-x mRNA
in Raji Zellen. Rote Balken repräsentieren die
ungespleißte bcl-x(sn) mRNA, orange Balken die
gespleißte bcl-x(ss), bcl-x(ms), bcl-x(MT), bcl-x(J) und
bcl-x(Ct11) mRNA und die blauen Balken
repräsentieren die Summe aus allen bcl-x mRNA-
Spezies.

Spleißaktivität ist bei niedriger Zelldichte oder INF-γ Einfluß in K562 Zellen reduziert.

Durch Cycloheximid Einfluß wird die Spleißaktivität beträchtlich erhöht, es liegt also

mehr bcl-x(ss) –als bcl-x(sn) mRNA

vor, während beide mRNA-Spezies

bei hoher Zelldichte in gleicher Menge

vorliegen (siehe Abb. 2.3.3.1.).

In Raji Zellen hat, ähnlich wie in K562

Zellen, die Zelldichte, INF-γ oder Cy-

cloheximid einen Einfluß auf die

Spleißaktivität, die die Menge an

bcl–x(sn) –bzw. bcl-x(ss) mRNA be-

stimmt (siehe Abb. 2.3.3.2.). Bei niedri-

ger Zelldichte ist die Menge an bcl-

x(sn) mRNA mehr als doppelt so hoch

wie die Menge an gespleißter bcl–x(ss)

mRNA. Bei hoher Zelldichte oder un-

ter INF-γ Einfluß ist die Menge an bcl-

x(sn) mRNA etwas kleiner als die

Menge an bcl-x(ss) mRNA. Unter Ein-

fluß von Cycloheximid steigt die

Menge an bcl-x(ss) mRNA um den

Faktor ~2.4 gegenüber der Menge an

bcl-x(sn) mRNA (siehe Abb. 2.3.3.1.

und Abb. 2.3.3.2.). Die Expressions-

muster der verschiedenen bcl-x

mRNA-Spezies entsprechen in Raji-

Zellen den Expressionsmustern der

bcl-x(all) , der bcl-xL und der bcl-xS

mRNA, die durch RNase Protekti-

onsassay, PCR oder Northernblotana-

lyse mit spezifischen Primern bzw.

Hybridisierungssonden für den kodie-

renden Bereich der bcl-x mRNA er-

mittelt wurden (siehe Abschnitt 2.3.1.).
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Abb.2.3.3.3. (Namalwa)

0 1 2 3
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ld (-)
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li (-)
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hd (ms; MT; J)

li (ms; MT; J)

lc (ms; MT; J)

ld (Ct11)

hd (Ct11)

li (Ct11)

lc (Ct11)

Abb. 2.3.3.3.: Einfluß von Zelldichte (hohe Dichte =
hd; niedrige Dichte = ld), INF-γ und Cycloheximid auf
Spleißaktivität und Transkriptionsstart der bcl-x mRNA
in Namalwa Zellen. Rote Balken repräsentieren die
ungespleißte bcl-x(sn) mRNA, orange Balken die
gespleißte bcl-x(ss), bcl-x(ms), bcl-x(MT), bcl-x(J) und
bcl-x(Ct11) mRNA und die blauen Balken
repräsentieren die Summe aus allen bcl-x mRNA-
Spezies.

In Namalwa Zellen ist bei hoher Zell-

dichte, bzw. nach INF-γ Gabe eine

Steigerung der Transkriptionsrate vom

Startpunkt in Position –305/-337, also

der bcl-x(sn) –bzw. der bcl-x(ss) mRNA,

zu beobachten. Im Gegensatz zu Raji

–oder K562 Zellen ändert sich in Na-

malwa Zellen das Verhältnis von un-

gespleißter bcl-x(sn) zu gespleißter bcl-

x(ss) mRNA durch Einfluß von Cyclo-

heximid nicht signifikant (siehe Abb.

2.3.3.3.).

In Jurkat –und U937 Zellen werden die

bcl-x(sn) –und die bcl-x(ss)  mRNA

nicht exprimiert (siehe Abschnitt 2.2.3.,

2.2.4. und 2.3.3.). Daher haben die

Zelldichte, INF-γ oder Cycloheximid in

diesen Zellen keinen meßbaren Ein-

fluß auf die Wahl des Transkriptions-

starts der bcl-x mRNA oder die Spleiß-

aktivität. Die in den Diagrammen mit

ld (-), hd (-), li (-) und lc (-) beschrifte-

ten Werte stellen PCR-Produkte dar,

die einer ungespleißten bcl-x(MT)

mRNA oder einer bcl-x(ss)- bzw. einer

bcl-x(sn) mRNA , deren Transkripti-

onsstart weiter strangaufwärts als

–305/ –337 bp liegt. Die Menge an die-

sen PCR-Produkten ist so gering, daß

sie als Hintergrund aufgefaßt werden

kann (siehe Abb. 2.3.1.2.)
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 2.3.4. Identifizierung der aktiv translatierten bcl-x mRNA in Raji-, Jur-

kat-, U937-, Namalwa- und K562 Zellen.

In Abb. 2.3.4.1. und 2.3.4.2. sind die Daten zur Expression der verschiedenen bcl-x

mRNA Varianten und des Bcl-x Proteins in den Zellinien Raji, Jurkat, U937, Namalwa

und K562 bei hoher Zelldichte (hd), niedriger Zelldichte (ld), niedriger Zelldichte mit

INF-γ (li), niedriger Zelldichte mit Cycloheximid (lc) und niedriger Zelldichte mit Cy-

cloheximid/INF-γ einander gegenübergestellt. Die Expressionsmuster  der bcl-x mRNA,

die mit Hilfe von Hybridisierungssonden bzw. PCR-Primern ermittelt wurden, die spe-

zifisch für die kodierenden Region sind, stimmen nicht mit den Expressionsmustern des

Abb. 2.3.4.1.

Raji
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0,0
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2,0

2,5

khd kld kli klc klci

bcl-x BCL-X
bcl-x(sn) bcl-x(ss)

Abb. 2.3.4.1.: Translation und Transkription von

Bcl-x in Raji, Namalwa und K562 Zellen in
Abhängigkeit von hoher Zelldichte (hd), niedri-

ger Zelldichte (ld), INF-γ (li), Cycloheximid (lc)

und Cycloheximid/ INF–γ (ci). Die Werte für

BCL-X sind den unter Abschnitt 2.3.2. aufge-

führten Westernblotanalysen entnommen und
die Werte von bcl–x entsprechen dem Mittelwert

der relativen Bandenintensitäten des unter Ab-
schnitt 2.3.1. beschriebenen Northernblots und

des  im gleichen Abschnitt beschriebenen RNase
Protektionsassays. Die Daten für bcl-x(sn) und

bcl-x(ss) entsprechen den Bandenintensitäten der
in Abschnitt 2.2.3. besprochenen PCR-Analyse.
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Bcl-x Proteins überein (siehe Abb. 2.3.4.1. und 2.3.4.2.). Durch die Identifizierung der

bcl-x mRNA-Spleißvarianten bcl-x(sn), bcl-x(ss) , bcl-x(ms), bcl-x(J), bcl-x(MT) und

bcl–x(Ct11) konnten die Expressionsmuster der Spleißvarianten in Raji, Jurkat, U937,

Namalwa –und K562 Zellen unter den oben beschriebenen Kulturbedingungen be-

stimmt werden (siehe Abb.2.3.4.1. und 2.3.4.2.). In Raji-Zellen entspricht das Expressi-

onsmuster der bcl-x(ss) mRNA dem Expressionsmuster des Bcl-x Proteins. In Namalwa

–und K562 Zellen sind die Expressionsmuster des Bcl-x Proteins und der bcl-x(sn)

mRNA deckungsgleich. In Jurkat –und U937 Zellen, in denen die bcl-x(ss) –und die bcl-

x(sn) mRNA nicht exprimiert wird, ähnelt das Expressionsmuster des Bcl-x Proteins

eher dem Muster der bcl-x(Ct11) mRNA als dem der bcl-x(MT) mRNA.

Abb. 2.3.4.2.:

Abb. 2.3.4.2.: Translation und Transkription von Bcl-x in Jurkat und U937 Zellen in Abhängigkeit von
hoher Zelldichte (hd), niedriger Zelldichte (ld), INF-γ (li), Cycloheximid (lc) und Cycloheximid/ INF-
γ (ci). Die Werte für BCL-X sind den unter Abschnitt 2.3.2. aufgeführten Westernblotanalysen
entnommen und die Werte von bcl-x entsprechen dem Mittelwert der relativen Bandenintensitäten der
unter Abschnitt 2.3.1. aufgeführten Northernblotanalyse und den  relativen Bandenintensitäten des
unter Abschnitt 2..3.1. besprochenen RNase Protektionsassays. Die Daten für bcl-x(MT) und bcl-x-
Ct11) entsprechen den Bandenintensitäten des RNase Protektionsassays und der PCR-Analyse in
Abschnitt 2.2.4. bzw. 2.2.3..
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2.3.5. Nachweis einer bcl-x antisense  RNA in Kulturzellen

Zum Nachweis einer bcl-x antisense   RNA wurden Northernblotanalysen mit gesamt

RNA der Zellen Raji, Jurkat, U937, Namalwa und K562 mit strangspezifischen Hybridi-

sierungssonden durchgeführt. Mit Hilfe der Sonde bcl-xcod.  konnte nachgewiesen wer-

den, daß im Bereich der kodierenden Region der bcl-x mRNA keine zelluläre antisense

RNA existiert. Die Sonde bcl-x5‘-NTR hybridisierte sowohl als sense–  wie auch als anti-

sense Sonde im Northernblot unter hochstringenten Bedingungen so stark mit ver-

schiedenen RNAs, so daß keine spezifische Bande zu detektieren war (Daten hier nicht

gezeigt). Der Nachweis einer antisense RNA im Bereich des 5‘-NTR der bcl-x mRNA

wurde mit der antisense Sonde bcl-x5‘-NTR im RNase-Protektionsassay durchgeführt. Der

RNase-Protektionsassay ermöglicht neben dem sehr sensitiven und spezifischen Nach-

weis einer bestimmten RNA auch die Kartierung des Transkriptionsstarts einer RNA. In

Abb. 2.3.5.1. ist das Autoradiogramm des RNase Protektionsassays zum Nachweis der

5‘-NTR spezifischen bcl-x antisense RNA dargestellt. Es werden durch die Sonde

Abb.2.3.5.1.:
Raji Jurkat U937 Namalwa K562

hd ld li lc ci S M hd ld li lc ci hd ld li lc ci hd ld li lc ci hd ld li cibp

438

359

280

192

160

Abb. 2.3.5.1.: Nachweis und Kartierung einer bcl-x 5‘-NTR antisense-RNA in gesamt-RNA  aus den Zellinien

Raji, Jurkat, U937, Namalwa und Jurkat durch RNase Protektionsassay. Die Zellen wurden bei hoher
Dichte (hd), niedriger Dichte (ld), niedriger Dichte mit INF-γ (li), niedriger Dichte mit Cycloheximid (lc)

und bei niedriger Dichte mit INF-γ und Cycloheximid kultiviert (ci). Als Hybridisierungssonde diente  die

[32P] markierte, ca. 450 N lange Ct115‘-NTR RNA (Spur S). Als Größenmarker (Spur M, mit „o“
gekennzeichnete Banden) dienten [32P] markierte RNA-Fragmente der Länge 398, 315, 255, 231, 210,

189, 168, 141 und 124 N. Die bcl-x 5‘-NTR antisense-RNA wird durch die geschützten Fragmente von 192
–und 160 N Länge repräsentiert. Eine weitere mögliche Variante der antisense-RNA wird durch das
geschützte Fragment von 359 N repräsentiert.
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bcl–x5‘–NTR je eine Fragment von 160 N und von 190 N Länge geschützt. Da beide Frag-

mente von einer RNA abstammen, ist die Intensität der im Autoradiogramm sichtbaren

Banden gleich stark. Der mögliche Transkriptionsstart der bcl-x antisense   RNA liegt in

Position –441 relativ zum ersten Startkodon der bcl-x mRNA. Das durch die Sonde

bcl–x5‘–NTR zwei Bereiche geschützt werden, liegt daran, daß die antisense   RNA entwe-

der nicht oder an anderen Stellen als die Sequenz bcl-x(Ct11) (siehe Abschnitt 2.2.1.) ge-

spleißt ist.

2.3.6. Nachweis von bicistronischen bcl-x mRNAs in Kulturzellen

Um einen Klonierungsartefakt völlig auszuschließen und um zu überprüfen, ob es sich

bei den beiden bicistronischen cDNAs um die unter Abschnitt 2.3.1. beschriebenen 3600

N langen mRNAs handelt, wurde deren Existenz durch RT-PCR mit den Primern BIAL,

B1AR, F4DL und F4DR nachgewiesen  (siehe Abb. 2.3.6.1.).

Abb. 2.3.6.1.
M rhd rld rli rlc rci jhd jld jli jlc jci

Abb. 2.3.6.1.: Nachweis von bcl-x(B1A) und bcl-x(F4D) mRNA durch RT-PCR in den Kulturzellinien
Raji (r), Jurkat (j), Namalwa (n) und U937 (u). Die Zellen wurden bei niedriger Zelldichte (ld), hoher

Zelldichte (hd), bei niedriger Dichte mit INF-γ (li), bei niedriger Dichte mit Cycloheximid (lc) und bei

geringer Dichte mit INF-γ und Cycloheximid (ci) kultiviert. Die PCR wurde mit 40 Zyklen durchgeführt.

Zum Nachweis von bcl-x(B1A) mRNA wurde das Primerpaar B1A short (Gele A. und B.) und zum

Nachweis der bcl-x(F4D) mRNA das Primerpaar F4Dshort verwendet. Die spezifischen Produkte einer
Länge von ca. 400 bp sind durch ein „o“ markiert.

M nhd nld nli nlc nci uhd uld uli ulc uci

M rhd rld rli rlc rci jhd jld jli jlc jci

M nhd nld nli nlc nci uhd uld uli ulc uci

A.)
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400bp
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B.)
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D.)
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400bp

200bp
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Bei den isolierten, bicistronischen mRNAs B1A und F4D handelt es sich nicht um die in

Abschnitt 2.3.1. und 2.2.1. beschriebenen mRNAs von 3.600 bzw. 4.000 N Länge, da die

mRNA für bcl–x(B1A)L, bzw. bcl-x(F4D)L nur in so geringer Menge vorliegt, daß die

Amplifikation mit 40 Zyklen durchgeführt werden mußte, um ein detektierbares PCR-

Produkt zu erhalten. Es wurden für jeden zu untersuchenden Parameter Doppelbe-

stimmungen, d.h. zwei PCRs durchgeführt, da die PCR bei so hoher Zykluszahl unzu-

verlässig ist. Wie unter „Nachweis der bcl-x mRNA in verschiedenen Zellinien“ be-

schrieben wurde, ist die Menge an 3.600 N langer, bcl-x verwandter mRNA in Jurkat

Zellen genauso hoch, wie die Menge an 2.700 N langer bcl-x mRNA. In der RT-PCR

wäre, wenn einer der beiden Klone dieser RNA entspräche, ein sehr viel stärkeres Si-

gnal zu erwarten. Da die Expression von MHC-1b in U937 Zellen direkt INF-γ abhängig

ist [60], wurde die Abhängigkeit der B1A-Expression von INF-γ in den Kulturzellen

Raji, Jurkat, U937, Namalwa und K562 überprüft. Die Expression von B1A ist in keiner

der untersuchten Zellinien von INF-γ abhängig, sondern ausschließlich von der Zell-

dichte, d.h. von Wachstumsfaktoren. In Raji-Zellen führt der Einfluß von INF-γ zu einer

Hemmung der Expression von B1A (siehe Abb. 2.1.4.2.). Die mRNA von F4D wird in

den Zellinien K562 und Namalwa nicht exprimiert, ist in U937 Zellen nur schwach

nachzuweisen, in Raji-Zellen nur unter INF-γ Einfluß und in Jurkat Zellen bei niedriger

Zelldichte und INF-γ Einfluß.

2.4.   Funktion des 5‘-NTR der bcl-x(MT) mRNA

Die im vorigen Abschnitt präsentierten Ergebnisse stellen einen deutlichen Hinweis auf

eine translationskontrollierte Expression des bcl-x Gens dar. Wie in Abschnitt 1.3. dar-

gestellt wurde, existieren drei mögliche Mechanismen, die Translation einer mRNA, die

über einen langen strukturierten 5‘-NTR verfügt, zu kontrollieren. Sämtliche in Ab-

schnitt 2.2.3. und 2.2.4. beschriebenen Start- und Spleißvarianten der bcl-x mRNA haben

einen 5‘-NTR, der länger als 250 N ist. Die Struktur der in Abschnitt 2.2.2. beschriebe-

nen bicistronischen bcl-x mRNAs, deren intercistronische Region dem 5‘–NTR der bcl-

x(MT) mRNA entspricht, deutet darauf hin, daß die Translation der bcl–x(MT) mRNA

unabhängig von einer 5‘–CAP Struktur erfolgt und durch internen Ribosomeneintritt

initiiert wird. Die Abhängigkeit der Translation der bcl-x(MT) mRNA von einer 5‘-CAP

Struktur wurde durch in vitro Translation einer ffLuciferase mRNA untersucht, die kei-

nen 5‘-NTR oder den 5‘-NTR der bcl-x(MT) mRNA in sense- oder antisense-Orientie-

rung trug. Jede dieser drei Reporter mRNAs wurde jeweils mit- oder ohne 5‘–CAP
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Struktur synthetisiert und diente als Matritze in einer in vitro Translationsreaktion. Die

Translationseffizienz wurde durch Messung der Luciferaseaktivität bestimmt. Die Er-

gebnisse dieser Untersuchung sind in Abschnitt 2.4.1. dargestellt und zeigen, daß die

Translation der bcl-x(MT) mRNA unabhängig von einer 5‘-CAP Struktur erfolgt. Eine

stabile Haarnadelstruktur, die sich im 5‘-NTR einer mRNA befindet, kann die Transla-

tion dieser mRNA effizient inhibieren (siehe Abschnitt 1.3.1.). Eine mögliche Initiation

der Translation der bcl-x(MT) mRNA durch internen Ribosomeneintritt wurde durch in

vitro Translation der oben beschriebenen ffLuciferase mRNAs, die an ihrem 5‘-Ende eine

stabile Haarnadelstruktur trugen, untersucht. Die Ergebnisse dieser in Abschnitt 2.4.2.

dargestellten Experimente zeigen, daß die Translation der bcl–x(MT) mRNA durch in-

ternen Ribosomeneintritt initiiert wird, d.h., daß der 5‘-NTR dieser mRNA eine IRES

enthielt. In Abschnitt 2.4.3. sind weitere Experimente zum Nachweis einer IRES im 5‘-

NTR der bcl-x(MT) mRNA dargestellt. Hier wurde der 5‘-NTR der bcl-x(MT) mRNA als

intercistronische Region (ICR) in einem bicistronischen Reportergenkonstrukt einge-

setzt, dessen erstes Cistron aus der kodierenden Sequenz des eGFP Gens- und dessen

zweites Cistron aus der kodierenden Sequenz des ffLuciferase Gens bestand. Mit diesen

bicistronischen Reporterkonstrukten wurden die humanen Kulturzellen Raji, Jurkat ,

U937, Namalwa und K562 transient transfiziert. Durch Messung der Luciferaseaktivität

und der relativen GFP-Fluoreszenz und durch Vergleich verschiedener ICRs konnte

nachgewiesen werden, daß der 5‘-NTR der bcl-x(MT) mRNA eine IRES enthält. Durch

die in Abschnitt 2.4.4. beschriebenen Experimente konnte gezeigt werden, daß die Ori-

entierung des 5‘-NTR der bcl-x(MT) mRNA einen enormen Einfluss auf den Translati-

onsstart hat. Diese Sequenz stellt in sense Orientierung einen einheitlichen Translati-

onsstartpunkt sicher, während sie in antisense Orientierung die Translation von minde-

stens vier verschiedenen Startpunkten aus ermöglicht.

2.4.1. Abhängigkeit der Translation der bcl-x mRNA von einer 5‘-CAP

Struktur

Die Fähigkeit des 5‘-NTR der bcl-x mRNA, die Initiation der CAP-unabhängigen Trans-

lation in vitro zu unterstützen, wurde mit Hilfe monocistronischer  RNAs untersucht.

Diese RNAs wurden mit den Plasmidkonstrukten pGL3(as)5N-T7, pGL3(s)5N-T7 oder

pGL3-T7 (siehe Abb. 2.4.1.1.) als Matritze durch in vitro Transkription synthetisiert.

Diese Plasmidkonstrukte trugen den T7 Promoter und den 5‘-NTR der bcl-x mRNA in
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antisense- (pGL3(as)5N-T7) oder

sense Orientierung (pGL3(s)5N-T7)

v o r  d e m  G e n  d e r

Leuchtkäferluciferase (siehe Abb.

2.4.1.1.). Als Kontrolle diente eine

5‘–CAP-abhängige  RNA, die keinen

5‘–NTR enthielt (pGL3-T7). Monoci-

stronische mRNAs mit und ohne 5‘-

CAP-Struktur wurden mit den linea-

risierten Plasmidkonstrukten

(pGL3(as)5N–T7), (pGL3(s)5N–T7)

oder (pGL3-T7) als Matritze durch in

vitro Transkription mit T7 RNA-Po-

lymerase synthetisiert. Die in vitro

transkribierten RNA wurde gerei-

nigt, auf einem denaturierenden Ag-

arosegel analysiert (siehe Abschnitt 3.8.2.) und ihre Konzentration bestimmt. Gleiche

Mengen der verschiedenen Konstrukte mit und ohne 5‘-CAP-Struktur wurden mit Hilfe

von Kaninchenretikulozytenlysat in vitro translatiert und die Translationseffizienz

durch Messung der Luciferaseaktivität des Ansatzes gemessen. Die Abhängigkeit der

Translation von einer 5‘-CAP-Struktur der mRNA wurde durch Berechnung des  Ver-

hältnisses der Luciferaseaktivität von Reaktionsansätzen, in denen RNA ohne 5‘–CAP

Struktur als Matritze diente und Ansätzen, in denen RNA mit 5‘–CAP Struktur als Ma-

tritze vorlag, ermittelt (NC/C-Verhältnis = Luc.Akt.NonCAP/ Luc.Akt.CAP; siehe

Abb.2.4.1.2.). Das NC/C-Verhältnis der CAP-abhängigen pGL3–T7 mRNA wurde, un-

abhängig von der Konzentration des Kaninchenretikulozytenlysates im in vitro Trans-

lationsansatz willkürlich gleich 1 gesetzt. Die Translationseffizienz der pGL3–T7 mRNA

ohne 5‘–CAP Struktur war nur ca. halb so hoch wie die der pGL3–T-CAP mRNA (Daten

hier nicht gezeigt). Das NC/C-Verhältnis der pGL3(s)5N–T7 mRNA betrug, je nach

Konzentration des zur in vitro Translation eingesetzten Kaninchenretikulozytenlysates,

1.82 bzw. 2.41 (siehe Abb.2.4.1.2.). Das NC/C Verhältnis der pGL3(as)5N–T7 mRNAs

betrug, je nach Konzentration des zur in vitro Translation eingesetzten Kaninchenreti-

kulozytenlysates, 1.57 bzw. 1.35. Diese Ergebnisse zeigen deutlich, daß der 5‘-NTR der

bcl-x mRNA die CAP-unabhängige Translation in vitro ermöglicht. Eine 5‘-CAP Struk-

tur senkt die Effizienz der CAP-unabhängigen Translation der pGL3(s)5N-T7 mRNA in

ähnlichem Umfang wie die Denaturierung der mRNA (Daten hier nicht gezeigt).

T7 5‘-NTR LUC

pGL3-T7

pGL3H-T7

pGL3(as)5N-T7

pGL3H(as)5N-T7

pGL3(s)5N-T7

pGL3H(s)5N-T7

Abb. 2.4.1.1.: Schematische Darstellung der
Plasmidkonstrukte, die als Matritze für die in vitro
Transkription verwendet wurden. Der T7 Promoter ist
schwarz, der 5‘-NTR der bcl-x(MT) mRNA türkis und der
kodierende Bereich des ffLuciferase Gens rot dargestellt.
Haarnadelstrukturen werden durch das Symbol
 dargestellt.

Abb. 2.4.1.1.
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2.4.2. Einfluß einer 5‘-Haarnadelstruktur auf die Translation der bcl–x

mRNA

Um die Möglichkeit der internen Initiation der Translation im 5‘-nichttranslatierten Be-

reich  der bcl-x mRNA zu überprüfen, wurde in den Konstrukten pGL3(s)5N-T7 und

pGL3(as)5N-T7 zwischen den T7-Promoter und den 5‘NTR der bcl-x mRNA und beim

Konstrukt pGL3-T7 zwischen T7-Promoter und das ffLuciferase Gen eine stabile Haarna-

delstruktur eingefügt.  Eine stabile Haarnadelstruktur am 5‘-Ende einer mRNA verhin-

dert die klassische Initiation der Translation nach dem „ribosome scanning“ Modell

[136] Diese Haarnadelstruktur wurde aus der multiplen Klonierungsstelle des Plasmid-

vektors pBluescriptSK II erzeugt. Es wurden gleiche Mengen mRNA mit und ohne

5‘–CAP Struktur, die durch in vitro Transkription mit den linearisierten Plasmidkon-

strukten pGL3-T7, pGL3H-T7, pGL3(s)5N-T7, pGL3H(s)5N-T7, pGL3(as)5N-T7 und

pGL3H(as)5N-T7 synthetisiert  wurden, zur in vitro Translation mit Kaninchenretikulo-

zytenlysat eingesetzt. Die Translationseffizienz der einzelnen mRNAs wurde durch

Messung der Luciferaseaktivität bestimmt. Das Verhältnis der Luciferaseaktivität in

Abb.4.4.1.2.

0 1 2 3 4 5 6 7

pGL3T7; 70%RRL

pGL3(s)5N-T7; 70%RRL

pGL3(as)5N-T7; 70%RRL

pGL3T7; 50%RRL

pGL3(s)5N-T7; 50%RRL

pGL3(as)5N-T7; 50%RRL

1 3,345563 2,884497 1 5,880329 3,298553

pGL3T7; 
70%RRL

pGL3(s)5
N-T7; 

pGL3(as)5
N-T7; 

pGL3T7; 
50%RRL

pGL3(s)5
N-T7; 

pGL3(as)5
N-T7; 

Abb. 2.4.1.2. Translationseffizienz von Luciferase mRNAs mit verschiedenen 5‘-NTRs in Abhängigkeit

von einer 5‘-CAP Struktur. Die in vitro Translationsreaktionen wurden in 50% bzw. 70% RRL
durchgeführt und die Translationseffizienz in den einzelnen Ansätzen durch Messung der

Luziferaseaktivität bestimmt. Das Diagramm zeigt das Verhältnis der Translationseffizienz von mRNAs

ohne 5‘-CAP zur Translationseffizienz von 5‘-CAP mRNAs (NC/C Verhältnis). Das NC/C Verhältnis
von mRNA ohne 5‘-NTR (pGL3-)T7 wurde willkürlich gleich 1 gesetzt. Das Diagramm repräsentiert die
Ergebnisse von mindestens drei unabhängig voneinander durchgeführten Experimenten.

Abb. 2.4.1.2.
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Abb. 4.4.2.1.

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6

pGL3T7

pGL3(s)5N-T7

pGL3(as)5N-T7

pGL3-T7Cap

pGL3(s)5N-T7Cap

pGL3(as)5N-T7Cap

H/NH

Reihe1 0,08 1,32 0,93 0,03 1,40 0,55

pGL3T7
pGL3(s)5N-

T7
pGL3(as)5

N-T7
pGL3-
T7Cap

pGL3(s)5N-
T7Cap

pGL3(as)5
N-T7Cap

Abb. 2.4.2.1.: Abhängigkeit der Translationseffizienz von Luciferase-mRNAs mit verschiedenen 5‘-NTRs

von einer 5‘-Haarnadelstruktur. Die in vitro Translationsreaktionen wurden in 50% und 70% RRL

durchgeführt und die Translationsrate in den einzelnen Ansätzen durch Messung der Luziferaseaktivität
bestimmt. Das Diagramm zeigt die Verhältnisse der Translationseffizienz von „Haarnadel-RNA“  zu

RNA ohne 5‘-Haarnadelstruktur (H/NH Verhältnis). Das Diagramm repräsentiert den Mittelwert von
mindestens vier unabhängig voneinander ausgeführten Experimenten. Die Fehlerbalken im Diagramm

stellen die Standardabweichung dar.

Abb. 2.4.2.1.

Translationsansätzen mit 5‘-Haarnadel-RNA zur Luciferaseaktivität in Translationsan-

sätzen, in denen die mRNA keine 5‘-Haarnadelstruktur trug (H/NH), wurde verwen-

det, um die mögliche interne Initiation der Translation zu bestimmen. Durch die Ein-

führung einer Haarnadelstruktur am 5‘-Ende wird die Translation von pGL3-T7 mRNA

um ca. 91% (H/NH = 0.0847 ± 0.0052), und die Translation der pGL3-T7CAP mRNA um

ca. 97% (H/NH = 0.027 ± 0.0025) gehemmt. Die Translation der pGL3(as)5N–T7- bzw.

der pGL3(as)5N-T7CAP mRNA wird um ca. 7% (H/NH = 0.933 ± 0.017) bzw. um 45%

(H/NH = 0.552 ± 0.021) gehemmt. Die Translation der pGL3(s)5N–T7- bzw. der

pGL3(s)5N-T7CAP RNA wird um 32% (H/NH = 1.323 ± 0.014) bzw. um 40% (H/NH =

1.404 ± 0.057) gesteigert (siehe Abb. 2.4.2.1.). Die Steigerung der Translationseffizienz

bei den pGL3(s)5N-T7 mRNAs ist auf eine interne Initiation der Translation durch eine

IRES im 5‘-NTR der bcl-x(MT) mRNA zurückzuführen.
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2.4.3. Steuerung der Synthese des Bcl-x Proteins durch eine IRES

Um zu untersuchen, ob die CAP-unabhängige Translation, die in Kaninchenretikulo-

zytenlysat beobachtet werden konnte (siehe Abschnitt 2.4.1. und 2.4.2.),  tatsächlich

durch eine IRES im 5‘-NTR der bcl-x(MT) mRNA ermöglicht wird, wurde eine Reihe

bicistronischer Vektoren

konstruiert. Diese Strate-

gie basiert auf dem Prin-

zip, daß der zweite offene

Leserahmen (ORF) einer

bicistronischen mRNA

nach dem CAP-abhängi-

gen Ribosomen-Scanning

Modell [179] nicht expri-

miert wird, wenn  ihm

keine IRES vorangeht.

Die oben genannten bici-

stronischen Vektoren

trugen als ersten offenen

Leserahmen (ORF) die

kodierende Sequenz des

eGFP Gens unter Kontrolle des CMV-Promoters und als zweiten offenen Leserahmen

(ORF) die kodierende Sequenz des ffLuziferase Gens. In die intercistronische Region

(ICR) des Vektors pEG(s)L (siehe Abb.2.4.3.1.) wurde eine 120 bp lange Sequenz einge-

baut, die 7 Stop-Kodons im Leseraster des eGFP Gens enthielt (pEG(s)LStop). Die Kon-

strukte pEG(s)5NL und pEG(as)5NL trugen in der ICR die Sequenz des 5‘–NTR der bcl-

x(MT) mRNA in sense Orientierung bzw. in antisense-Orientierung. Zur Kontrolle der

IRES-Aktivität wurde in den Vektor pEG(s)5NL zwischen CMV-Promoter und Startko-

don des eGFP Gens eine stabile Haarnadelstruktur eingefügt. Als weitere Kontrolle

diente ein Vektor, in den das ffLuziferase Gen hinter dem eGFP Gen in antisense Orien-

tierung eingebaut wurde (pEG(as)L). Die verschiedenen bicistronischen Vektorkon-

strukte wurden verwendet, um Raji, Jurkat, U937, Namalwa und K562 Zellen durch

Elektroporation mit je 25 µg der oben genannten Plasmide transient zu transfizieren.

Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurden in jedem Ansatz 12.5 µg des Plasmid-

vektors pRL-CMV kotransfiziert. Die Analyse der gesamt-RNA im Northernblot  zeigte,

Abb. 2.4.3.1.: Schematische Darstellung der bicistronischen

Vektorkonstrukte, die zum Nachweis der IRES-Aktivität im 5‘-NTR
der bcl-x(MT) mRNAin verschiedenen Kulturzellen verwendet wurden.

Der CMV-Promoter ist schwarz, das eGFP-Gen grün, das ffLuciferase

Gen rot und der 5‘-NTR der bcl-x(MT) mRNA türkis dargestellt. Die

Intercistronische Sequenz im Vektor pEG(s)LSTOP wird durch ein

gestreiftes Rechteck dargestellt. Die Haarnadelstruktur im Vektor
pHEG(s)5NL wir durch das Symbol zwischen CMV-Promoter und
eGFP Gen dargestellt.

CMV eGFP ICR LUC
pEG(s)LSTOP

pEG(as)L

pEG(s)5NL

pEG(as)5NL

pHEG(s)5NL

Abb.2.4.3.1.
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daß die exprimierte bicistronische mRNA die erwartete Größe von 2600 – 3000 N auf-

wies. Die Abwesenheit von zusätzlichen, kleineren RNA-Banden zeigte, daß weder die

exprimierte bicistronische mRNA gespleißt wurde noch ein aktiver interner Promoter

in den bicistronischen Vektorkonstrukten vorlag.   24 h nach der Transfektion der

Zellen wurde die Menge an exprimiertem eGFP-Protein durch FACS-Analysen und

fluorometrische Messung bestimmt. Die Expression von ffLuciferase aus den bicistro-

nischen Vektoren und renLuciferase aus pRL-CMV erfolgte durch Messung der Luzife-

raseaktivität. Zur Bestimmung der IRES-Aktivität der Intercistronischen Region wurde

das Verhältnis der ffLuciferaseaktivität zur eGFP-Fluoreszenz bestimmt. Die relative

IRES-Aktivität  ist das ffLUC/eGFP-Verhältnis aller transfizierten bicistronischen Kon-

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

pEG(s)Lstop

pEG(as)L

pEG(s)5NL

pEG(as)5NL

pHEG(s)5NL

rel.IRES Aktivität

rel. IRES 7,29E-01 1,63E-02 1,00E+00 8,20E-01 5,55E-01

pEG(s)Lstop pEG(as)L pEG(s)5NL pEG(as)5NL pHEG(s)5NL

Northernblot

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8

pEG(s)Lstop

pEG(as)L

pEG(s)5NL

pEG(as)5NL

pHEG(s)5NL

rel. IRES Aktivität

rel. IRES 5,00E-01 7,31E-03 1,00E+00 2,49E-01 1,51E+00

pEG(s)Lstop pEG(as)L pEG(s)5NL pEG(as)5NL pHEG(s)5NL

Northernblot

Abb. 2.4.3.2.

A.)

B.)

Abb. 2.4.3.2.: Die Diagramme stellen die relative IRES-Aktivität in (A.) Raji– und (B.) Jurkat-Zellen
dar. Rechts vom Diagramm ist jeweils das Autoradiogramm einer Northernblotanalyse der gesamt-RNA
der transfizierten Zellen abgebildet. Als Hybridisierungssonde diente die cDNA von eGFP.
Hybridisierung mit der cDNA von ffLUC ergab die gleichen Hybridisierungssignale  Die Diagramme
repräsentieren den Durchschnitt von 2 – 4 unabhängig voneinander durchgeführten
Transfektionsexperimenten.
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strukte, bezogen auf das ffLUC/eGFP-Verhältnis des Konstruktes pEG(s)LStop, das will-

kürlich gleich eins gesetzt wurde. Abb.2.4.3.2. und Abb. 2.4.3.3. zeigen die relative IRES-

Aktivität für jedes eingesetzte bicistronische Plasmidkonstrukt in den verschiedenen

transfizierten Zellinien. Die relativ hohe Luziferaseaktivität in den mit pEG(s)LStop trans-

fizierten Zellen ist auf eine Translation des zweiten Cistrons einer IRES-losen RNA zu-

rückzuführen. Diese Translationsaktivität ist ein Hinweis auf „leaky Scanning“,

Durchlesen, Reinitiation oder die Translation nichtdetektierbarer Abbauprodukte der

bicistronischen RNAs. Alle Reportergene haben um das Startkodon eine Kozak-Kon-

sensussequenz  [138], die eine effiziente Initiation der Translation bei mRNAs mit kur-

zem 5‘-NTR erlaubt.

In Raji-Zellen bewirkt der 5‘NTR der bcl-x(MT) mRNA eine Steigerung der IRES-Akti-

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

pEG(s)Lstop

pEG(as)L

pEG(s)5NL

pEG(as)5NL

pHEG(s)5NL

rel. IRES Aktivität

rel. IRES 6,96E-01 2,30E-02 1,00E+00 2,29E-01 7,88E-01

pEG(s)Lstop pEG(as)L pEG(s)5NL pEG(as)5NL pHEG(s)5NL

Northernblot

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

pEG(s)Lstop

pEG(as)L

pEG(s)5NL

pEG(as)5NL

pHEG(s)5NL

rel. IRES Aktivität

rel. IRES 6,16E-01 1,24E-02 1,00E+00 3,71E-01 8,73E-01

pEG(s)Lstop pEG(as)L pEG(s)5NL pEG(as)5NL pHEG(s)5NL

Northernblot

Abb.2.4.3.3.
A.)

B.)

Abb. 2.4.3.3.. Die Diagramme stellen die relative IRES-Aktivität in (A.) U937– und (B.) Namalwa-
Zellen dar. Rechts vom Diagramm ist jeweils das Autoradiogramm einer Northernblotanalyse der
gesamt-RNA der transfizierten Zellen abgebildet. Als Hybridisierungssonde diente die cDNA von eGFP.
Hybridisierung mit der cDNA von ffLUC ergab die gleichen Hybridisierungssignale  Die Diagramme
repräsentieren den Durchschnitt von 2 – 4 unabhängig voneinander durchgeführten
Transfektionsexperimenten.
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vität  um den Faktor 2. Bezieht man die IRES-Aktivität auf das Konstrukt pEG(as)5NL,

steigert sich hier die Aktivität um das Vierfache. In U937-Zellen beträgt die relative

IRES-Aktivität 1.62, bzw. 2.69 und in Namalwa-Zellen 1.44 bzw. 4.35. In K562-Zellen

konnte mit den oben genannten bicistronischen Vektorkonstrukten keine IRES-Aktivität

nachgewiesen werden.

2.4.4. Der 5‘ NTR der bcl-x(MT) mRNA ermöglicht einen einheitlichen

Translationsstart

Um den Einfluß des 5‘-NTR der bcl-x(MT) mRNA auf die Initiation der Translation zu

überprüfen, wurden verschiedene Vektoren zur Expression eines eGFP/Bcl-xL Fusions-

proteins konstruiert. Die Expression von eGFP/Bcl-xL war bei den im folgenden be-

schriebenen Experimenten notwendig, um zum einen das exprimierte Protein vom

zellulären Bcl-xL unterscheiden zu können und zum anderen, um mit zwei verschiede-

nen Antikörpern die Expression nachweisen zu können. Mit Hilfe der Konstrukte

p(s)5NEGBxL und p(as)5NEGBxL, die das eGFP/Bcl-xL Fusionsprotein exprimieren

(siehe Abb. 2.4.4.1.), wurde der Einfluß der Orientierung des 5‘-NTR auf die Translation

der bcl-x(MT) mRNA untersucht. Als Kontrolle dienten die Vektoren pEGFP-N1 und

pEGBxL, die das eGFP-Protein bzw. das eGFP/Bcl-xL Fusionsprotein exprimieren (siehe

Abb. 2.4.4.1.). Die Konstrukte p(s)5NEGBxL3N und p(as)5NEGBxL3N entsprechen den

Konstrukten p(s)5NEGBxL und p(as)5NEGBxL, enthalten aber zusätzlich den 3‘-NTR

der bcl-xL mRNA. K562 Zellen wurden mit den oben beschriebenen Expressionsvekto-

Abb. 2.4.4.1.

CMV 5‘-NTR eGFP bcl-xL 3‘-NTR Vektorname
................................................................................................. pEGFP-N1

...................................... pEGBxL

...................................... p(s)NEGBxL

...................................... p(as)5NEGBxL

~1.700bp

..... p(s)5NEGBxL3N

..... p(as)5NEGBxL3N

Abb. 2.4.4.1.: Schematische Darstellung der Expressionsvektoren zur Expression von eGFP/Bcl-xL

Fusionsproteinen. Das Plasmidrückgrat wurde vom Vektor pEGFP-N1 gebildet. Der CMV-
Promoter ist rot dargestellt, der 5‘-NTR der bcl-x(MT) mRNA dunkelblau, eGFP hellgrüm, bcl-
xLcod. türkis und der 3‘-NTR der bcl-x mRNA orange.
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Abb. 2.4.4.2.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

(A)

α -Bcl-x

(B)

α-GFP

(C)

α -GFP

54 kD
42 kD

27 kD

54 kD
42 kD

27 kD

18 kD

54 kD
42 kD

27 kD

18 kD

Abb. 2.4.4.2.: Einfluß des 5‘ NTR der bcl-x (MT) mRNA auf die Translation
von Bcl-X. K562 Zellen wurden mit den Expressionsvektoren pEGFP-N1
(Spur 1 und 2), pEGBxL (Spur 3 und 4), p(as)5NEGBxL3N (Spur 5 und6),
p(s)5NEGBxL3N (Spur 7 und 8), p(as)5NEGBxL (Spur 9 und 10) und
p(s)5NEGBxL (Spur 11 und 12) transient transfiziert. 10 µg (Spur 2, 4, 6, 8,
10, 12) bzw. 20 µg (Spur 1, 3, 5, 7, 9, 11) Gesamtprotein von jedem
Transfektionsansatz wurden auf ein SDS PAGE Gel aufgetragen. Die
Blotmembranen wurden mit αBcl-x Antikörper (A) und αGFP-Antikörper (B
und C) inkubiert. Bei C wurde der Röntgenfilm doppelt so lange exponiert wie
bei B.

ren transient transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und die

Lysate im Westernblot analysiert. In Abb. 2.4.4.2. ist das Ergebnis dargestellt. In Zellen,

die mit den Kontrollkonstrukten pEGFP-N1 oder pEGBxL transfiziert wurden, können

die Proteine eGFP

(~ 27 kD) bzw.

eGFP/Bcl-xL (~ 54

k D )  ohne

Hintergrundbanden

nachgewiesen

werden. Die zusätz-

lichen, kürzeren

Banden, die einem

Protein mit dem

Molekulargewicht

von ca. 18 kD bzw.

42 kD entsprechen,

stellen nicht- oder

part ie l l  denatu-

riertes Protein dar.

eGFP i s t  e in

außerordentlich

stabiles Protein, das

nur unter extrem

harten Bedingun-

gen vollständig denaturiert werden kann [179]. Das Bandenmuster, das sich im Gesamt-

protein von Zellen, die mit den Konstrukten p(s)5NEGBxL oder p(s)5NEGBxL3N

transfiziert wurden, darstellen läßt, entspricht dem oben beschriebenen Bandenmuster

der mit Kontrollvektoren transfizierten Zellen (siehe Abb. 2.4.4.2.). Nach Transfektion

mit den Expressionskonstrukten p(as)5NEGBxL3N und p(as)5NEGBxL sind im Ge-

samtprotein der transfizierten Zellen neben den Proteinen mit dem Molekulargewicht

54 kD und 42 kD in fast gleicher Stärke Proteine mit dem Molekulargewicht 60 –bzw. 47

kD nachzuweisen. Der 5‘-NTR der bcl-x(MT) mRNA in sense Orientierung ermöglicht

einen einheitlichen Translationsstart.
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2.5. Inhibition der Bcl-x Translation durch Expression von sense- und
antisense RNA in K562 Zellen

Um zu überprüfen, ob die in Abschnitt 2.3.5. beschriebene bcl-x antisense   RNA einen

direkten Einfluß auf die Expression von Bcl-x hat, wurden K562 Zellen durch Elektro-

poration mit Expressionsplasmiden transfiziert (siehe Abb. 2.5.1..), die unter Kontrolle

des CMV-Promoters die ungespleißte Form des 5‘-NTR des bcl-x Gens von Position –83

bis –854 in sense Orientierung (pCDNA3.1-ATGP) bzw. antisense Orientierung

(pCDNA3.1-STGP) und den 5‘-NTR der bcl-x(Ct11) mRNA in sense Orientierung

(pCDNA3.1-ATP) bzw. antisense Orientierung (pCDNA3.1-STP) exprimieren.

Desweiteren kann mit diesem Experiment nachgewiesen werden, ob die IRES-vermit-

telte Initiation der Translation (siehe Abschnitt 2.4.2. und 2.4.3.) der bcl-x mRNA durch

den Einsatz von antisense   RNA im Bereich des 5‘-NTR der bcl-x(MT) mRNA inhibier-

bar ist. Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde der Expressionsvektor pEGFP-

N1 kotransfiziert. Zur Kontrolle des Einflusses der Elektroporation auf die zelluläre

Bcl–x Translation wurden K562-Zellen nur mit pEGFP-N1 bzw. ohne Plasmid

elektroporiert. Zur Bestimmung des Basiswertes wurden K562 Zellen verwendet, die

bei niedriger Zelldichte (ld) kultiviert wurden. 18h nach der Transfektion wurden aus

den Zellen gesamt-RNA und Gesamtprotein isoliert und die Transfektionsrate durch

FACS-Analyse bestimmt. Das Gesamtprotein der  mit den oben beschriebenen

Expressionsvektoren transfizierten Zellen wurde im Westernblot analysiert, um die

Menge an Bcl-x Protein zu bestimmen (siehe Abb. 2.5.2.). Die Menge an bcl-x mRNA

wurde durch RT-PCR bestimmt. Die Expression von bcl-x(5‘-NTR) sense –bzw. antisense-

RNA hatte keinen nachweisbaren Einfluß auf die Transkription des bcl-x Gens (Daten

hier nicht aufgeführt). Auf Proteinebene konnte durch die Expression der ATGP-RNA

Abb.2.5.1.
CMV bcl-x -5‘-NTR-Sequenz pA Signal

STGP

...................................... STP

ATGP

...................................... ATP

Abb.2.5.1.: Schematische Darstellung der verwendeten Expressionsvektoren. Der CMV-Promoter ist
Fliederfarben, das poly A-Signal pétròl, Intronsequenzen hellgrün, Exonsequenzen orange und die

Sequenz Ct11 dunkelblau dargestellt. Als Basisplasmid diente bei allen Konstrukten der eukaryonte

Expressionsvektor pCDNA3.
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eine Reduzierung der Bcl-x Menge um 40% – 60 % gegenüber mit eGFP-transfizierten

Zellen nachgewiesen werden. (siehe Abb. 2.5.2.). Die Expression von STGP, ATP- oder

STP-RNA zeigte keine signifikante Wirkung auf die Translation von Bcl-x.

Die hier beschriebenen Versuche, die Translation von Bcl-x durch Expression verschie-

dener Spleißvarianten des 5‘-NTR der bcl-x mRNA zu inhibieren, geben einen weiteren

Hinweis auf die aktiv translatierte bcl-x mRNA Variante. Allerdings muß hier noch der

genaue Mechanismus der Wirkung von ATGP-RNA auf die Translation der bcl-x

mRNA diskutiert werden.
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Abb. 2.5.2.

Abb. 2.5.2.: Westernblotanalyse der Wirkung verschiedener sense-und antisense--RNAs auf die Expres-
sion des Bcl-x Proteins in K562 Zellen. Gesamtprotein aus K562-Zellen, die mit den in der Tabelle un-
terhalb des Diagramms aufgeführten Expressionsvektoren transient transfiziert wurden, wurde im We-
sternblot auf die Menge an Bcl-x Protein untersucht. Eine Abbildung des Westernblots befindet sich
oberhalb des Diagramms, das die relative Intensität der Bcl-x-Banden darstellt. Das Diagramm repräsen-
tiert den Durchschnitt von zwei unabhängig voneinander durchgeführten Expressionsexperimenten.


