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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
aufgeklart 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 computergestiitzte
Analyse der publizierten Sequenzen des 5-NCR des humanen bcl-x Gens zeigt, daf3
diese Sequenzen nicht tibereinstimmen. Auflerdem konnte durch die computerge-
stlitzte 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, dal 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 entschliisselt (siehe 2.1.3.). Die hier ermittelte Sequenz des 5'-NCR des

humanen bcl-x Gens enthilt die von Inohara et al. [103] veroffentlichte Sequenz.

2.1.1. Computergestiitzte Analyse der Sequenz des 5’-NCR des bcl-x

Gens

Die zwei veréffentlichten Sequenzen [101, 103] des 5-NCR des humanen bcl-x Gens
wurden einer computergestiitzten Sequenzanalyse unterzogen. Diese Analyse zeigte,
daf8 die von Grillot und Nufiez 1997 aufgefiihrte Sequenz fiir 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 tibereinstimmt (sieche Abb. 2.1.1.1.). Auflerdem
konnte hier gezeigt werden, dal im Promoterbereich des bcl-x Gens ein offener Le-
serahmen in antisense Orientierung existiert, der eine Lange von 623 bp hat und da-
mit fiir 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 strangaufwérts vom Startkodon der bcl-x

mRNA lokalisiert werden. Das GAS-Element liegt auf einer Intronsequenz, die sich




25 Ergebnisse

von Position —113 bis —402 im 5'-NTR des bcl-x Gens erstreckt und bei der humanen
bel-xf3 mRNA [117] herausgespleifit ist. Der von Inohara und Ohta postulierte Tran-
skriptionsstart fiir die bcl-x mRNA in Daudi-Zellen [103]und der von Nuiiez et al.
1997 [101] beschriebene Transkriptionsstart liegen moglicherweise strangaufwirts
von diesem GAS-Motiv. Da der Transkriptionsstart eines Gens im allgemeinen
strangabwaérts von den Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren liegt, mufs der
mogliche Transkriptionsstart einer cytokinabhéngig 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.

Abb.2.1.1.1:
< Exon 1 |
HSBCLXP 1 s GAATTCAGACAAACCACGCATTTGTTGGGGGTCTCCGGCCTTCAACATCACAGACAGGCCTGGGGGTGCCT
bcl-x5"'NTR
[ Exon 1 |
HSBCLXP 72 TCCCAAAGTCAGATTGCAGATCTGAGGCAGTTTCCCCCTCCCTGCGTCCCTCACTGAAACCTTGAACCCCATTGAGAAGT
bcl-X5'NTR
Exon 1
HSBCLXP 152 CCCTTTAGGGTTTCGGACGCCTCCACCTCACCCTGGGCTGGTGCTTAAATAGAAAAAAGAAAAACAAAAACCAACTAAAT
bcl-x5"'NTR
[ Exon 1 |
HSBCLXP 232 CCATACCAGCCACCTCCGGGAGAGTACTCCTGGCTCCCAGTAGGAGGCGGAGAGCCAAGGGGCGTGCAAGAGAGAGGGGG
BCL-X5'NTR 1 oo CAGCCACCTCCGGGAGAGTACTCCTGGCTCCCAGTAGGAGGCGGAGAGCCAAGGGGCGTGCAAGAGAGAGGGGG
[ Exon 1
HSBCLXP 312 CTGGGCTCCCGGGTGGCAGGAGGCCGCGGCTGCGGAGCG

bcl-x5'NTR 75 CTGGGCTCCCGGGTGGCAGGAGGCCGCGGCTGCGGAGCG

Exonl |

HSBCLXP 392 [ ccnnTTCCTGTGTCGCCTTCTGGGCTCCCAGCCTGCCGGGTCGCATGATCCCTCCGGCCGG

bcl-x5'NTR 114 TTCGCAATTCCTGTGTCGCCTTCTGGGCTCCCAGCCTGCCGGGTCGCATGATCCCTCCGGCCGG
Exon 1

HSBCLXP 472 AGCTGGTTTTTTTGCCAGCCACCGCGAGGCCGGCTGAGTTACCGGCATCCCCGCAGCCACCTCCTCTCCCGACCTGTGAT

bcl-x5'NTR 178 AGCTGGTTTTTTTGCCAGCCACCGCGAGGCCGGCTGAGTTACCGGCATCCCCGCAGCCACCTCCTCTCCCGACCTGTGAT

Exon 1 | sb.

HSBCLXP 552 ACAAAAGATCTTCCGGGGGCTGCACCTGCCTGCCTTTGCCTAAGGCGGATTTGAATGTAGEGTEGGTGCGGGGGAGCGGGAG
bcl-x5'NTR 258 ACAAAAGATCTTCCGGGGGCTGCACCTGCCTGCCTTTGCCTAAGGCGGATTTGAATGTAGETGGTGCGGGGGAGCGGGAG

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. Exon 2
HSBCLXP 872 _CCTGAATCTC TCTTATCTTGGCTTTGGATCTTAGAAGAGAATCACTAACCAGAGACGAGACT
bcl-x5'NTR 578 TCCTGAAGCTCTNGHONGBEIEGEE 7 CTTATCTTGGCTTTGGATCTTAGAAGAGAATCACTAACCAGAGACGAGACT
[ Exon 2 TATA
HSBCLXP 951 CAGTGAGTGAGCAGGTGTTTTGGACAATGGACTGGTTGAGCCCATCCCTATTRTARAAAR AR

bcl-x5'NTR 658 CAGTGAGTGAGCAGGTGTTTTGGACAATGGACTGGTTGAGCCCATCCCTATTATARAR 1

Abb. 2.1.1.1.: Alignement der publizierten Sequenzen des 5°-nichttranslatierten Bereichs des humanen
bcl-x Gens [101, 103]. Die nicht iibereinstimmenden Abschnitte der beiden Sequenzen sind rot, das GAS-
Motiv tiirkis, TATA-Boxen gelb, SpleiBdonorstellen hellgriin und die Spleiakzeptorstelle violett
unterlegt. Intron 1 ist durch fettgedruckte Lettern- und der offene Leserahmen in antisense-Orientierung
durch griine Buchstaben dargestellt. Exon 1 und Exon 2 sind durch hellorange- bzw. hellrosa Balken
oberhalb der Sequenz dargestellt.
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2.1.2. Restriktionskartierung des bcl-x Gens

Um die tatsdchliche Sequenz des 5-NCR des bcl-x Gens zu ermitteln, wurde eine
A-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 cDONA des kodierenden Bereichs der bcl-x,; mRNA
(bcl-x_,4) und zum anderen die mit [**P] markierte cDNA des 5'NTR der bcl-x mRNA
(bcl-Xsnrr; 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 A4 und A18 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.

Abb.2.12.1.:
Sonde: bel-Xs nrr bel-Xeoq.
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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), BglIl (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 bel-Xs. g (Spur 1 —10) und bel-x.q (Spur 11 —20) hybridisiert.

Die Grofle der im Southernblot hybridisierenden DNA-Fragmente entspricht der
Fragmentgrofie, die die computergestiitzte 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 BglIl verdaut wurden, zeigten nach
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Hybridisierung mit den

Abb.2.1.2.2.
Zellinie aji Jugkat U937  Namalwa K562 Sonden BCI'Xko @ und Bcl-
M 1 2 3 4 56 7 8 910 11 1213 14 Xsnmreay die  gleichen
kbp Bandenmuster, wie die
C— - - - L
10,00
800_—: - - vew w9 ¥ - W Southernblots der Klone
6,00 > S .
100> W - » ” y A4 und A18 (siehe Abb.
400 —> )
2.1.2.2.). Im Bereich des
3,00 —P W v v v -
g’gg_'- v v - - g ersten und zweiten
00 — bt
1,50 — e Exons des bcl-x Gens
1.00—> - sind in den oben ge-
0.80—> .. )
0,60 —p W nannten Zellinien keine
0,40 —> - - - - .
020—» &8 ‘ Mutationen festzustel-
len. Die mit BamHI ver-

verschiedenen humanen Zellinien. Die genomische

Xeoq, Und bel-Xsrg hybridisiert.

Abb. 2.1..2.2.; Southernblotanalyse von genomischer DNA aus

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 BglIl
(Spur 3, 6,9 und 12) verdaut und mit den Hybridisierungssonden bcl-
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Abb.2.1.2.3.
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auf eine zuséitzliche Restriktions-
schnittstelle fiir BamHI im 5’-Bereich
des bcl-x Gens zuriickzufiihren ist.
Diese zusitzliche BamHI-Schnittstelle
ist wahrscheinlich auf eine Mutation
zurlickzufiihren, 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’-

Abb. 2.1.2.3.: Southernblotanlyse von humaner
genomischer DNA aus K562 Zellen. Die DNA wurde
mit EcoRI (Spur 1), BamHI (spur 2), BgIII (Spur III),
Notl (Spur4), EcoRI/BamHI (Spur 5), EcoRI/BglII
(Spur 6), EcoRI/Notl (Spur 7), BamHI/BgIII (Spur
8), BamHI/NotI (Spur 9) und mit BgIII/NotI (Spur
10) verdaut und mit der Hybridisierungssonde bcl-
Xcoq. hybridisiert.

Ende der bcl-x,4; Sonde zuriickzufiih-
ren. Der Mehrfachverdau von genomi-
scher DNA aus K562 Zellen mit den
Restriktionsendonukleasen EcoRI,
BamHI, BglII und Notl und anschlie-
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Bende Southernblotanalyse ergab nach Hybridisierung mit der Sonde bcl-x4 die in
Abb. 2.1.2.3. dargestellten Bandenmuster. Die Gréf8e der durch Verdau mit BamHI
und Notl erzeugten Fragmente genomischer DNA zeigt, dafs das zweite Intron des

bel-x Gens langer 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, Notl, BglII und EcoRI fragmentierte
DNA der Klone A und A18 wurde in den Klonierungsvektor pBluescriptlISK sub-
kloniert und sequenziert. Die durch Analyse der tiberlappenden 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 A4 und A18 entspricht der Sequenz HSBCLXP [103] und
nicht der von Grillot und Nuifiez [101] ver6ffentlichten Sequenz (siehe Abb. 2.1.1.1.).
Es konnten strangaufwaérts 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
fiir verschiedene Transkriptionsfaktoren, wie Ets-1, AP2, AP4, HIP1, ETSletc. ent-
sprechen. Es wurden keine weiteren GAS-Sequenzmotive in der strangaufwirts 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 Promoteraktivitdt 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 fiir den
Transkriptionsfaktor HIP1, der die Transkription von Genen initiiert, die unter der
Kontrolle von TATA-losen Promotoren stehen. Desweiteren konnten ein zusétzliches
mogliches Intron im Bereich von —1380 bis —1510 identifiziert werden. Im gesamten
5’—nichtkodierenden Bereich des humanen bcl—x Gens konnten sechs Spleifidonor-

und zwei Spleifiakzeptorstellen identifiziert werden.
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Abb.2.1.3.1.
HIP1

GGNACGGGCC CCCCCACNKA GTCGACRGWA ACGCTCCGCT TGATATCGHGCAGC CCGGGGGATT TACCGCGAGG GGGCGATCTC TCCCCGGTCC 100
CCNTGCCCGG GGGGGTGNMT CAGCTGYCWT TGCGAGGCGA ACTATAGCT) CGTCG GGCCCCCTAA ATGGCGCTCC CCCGCTAGAG AGGGGCCAGG
HIP1 ETS-1
TGAT] GT CACTCAAGGC GCCGCACTCC CTTTGCGTCT CGGGCTCGCG CGCGTTGCCG CGGCA-GACTGAG CTTGCAAGTT CCCCTGTCTC 200
ACT. CA GTGAGTTCCG CGGCGTGAGG GAAACGCAGA GCCCGAGCGC GCGCAACGGC GCCGT) CTGACTC 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 CC_gCGCGGGGC TCGCEGGTGA GAGCGCCGCC 400
GAGCCGGCGC TTCTCGAGAA CGCAGACCTT CGATTGGCCC GGCTACTTCC CCCTACACCG GG GCGCCCCG AGCGTCCACT CTCGCGGCGG

Spl
TCCCCTGTGC GTGACAGCCG TGCGCCCAAT AGGAGCCTTC GCCGTCCCGC TTCGTGCCGG CTGGGCTCGC TGATTGGTGC GCTGGGGCGG ACCGCC 500
A—-GGGGACACG CACTGTCGGC ACGCGGGTTA TCCTCGGAAG CGGCAGGGCG AAGCACGGCC GACCCGAGCG ACTAACCACG CGACCCCGCC TGGCGG

S.A. S.D. AP2

—GA -CTAGGG GGCG-GAGGGCG GTTGCCTAGC AACGGGGCGG TGGCTCGGCG GGTACCCGGC CTAGTGAGCT 600
GGGGA GGAGAGTCCT TCCAGATCCC CCGC CTCCCGC CAACGGATCG TTGCCCCGCC ACCGAGCCGC CCATGGGCCG GATCACTCGA
Inr S.D. AP2 HIP1 HIPI
CGAGAAGCCG CTAGGCCGCA GCCGGCCCAC CCTGGGCTCC GGAGAGGTGC AG_CCGGAGCCC TCCCGGGGGC GAAA-CTTTGGGC 700
GCTCTTCGGC GATCCGGCGT CGGCCGGGTG GGACCCGAGG CCTCTCCACG TC| GGCCTCGGG AGGGCCCCCG cTTT GAAACCCG
AP4 AP2 Inr
CTGTCCCCAG GAAAACGTGG TC_GGCCGTCG AGCAGGCCTC GACCCCTCTT CCTGACCTGA GGAGAGG-CTCAC CCTCACCCAG 800
GACAGGGGTC CTTTTGCACC AG] CCGGCAGC TCGTCCGGAG CTGGGGAGAA GGACTGGACT CCTCTCC| GGAGTGGGTC
HIP1 HIP1 HIPI

TCTTTGTGCA GGGCGCCGGC G-§§GTG TCCGGGCGGG GAATGGAGGA CCCGGCAATC CCCAACT] A-GACA 900
AGAAACACGT CCCGCGGCCG (] CAC AGGCCCGCCC CTTACCTCCT GGGCCGTTAG GGGTTGA| T CTGT
AP2

GAGi
CGTTCTGGG GCCTTTGGGQ
GCAAGACCC CGGAAACCCC

AACCACGCAT TTGTTGGGGG TCTCCGGCCT TCAACATCAC AGACAGGCCT GGGGGTGCCT TCCCAAAGTC AGATTGCAGA TCTGAGGCAG TTTC
TTGGTGCGTA AACAACCCCC AGAGGCCGGA AGTTGTAGTG TCTGTCCGGA CCCCCACGGA AGGGTTTCAG TCTAACGTCT AGACTCCGTC AAA
Inr Spl TATA
TGCGTCCC TCACTGAAAC CTTGAACCCC ATTGAGAAGT CCCTTTAGGG TTTCGGACGC CTCCACCTCA CCC_GCTTAAAT AGAAAAAAGA 1100
CGCAGGG AGTGACTTTG GAACTTGGGG TAACTCTTCA GGGAAATCCC AAAGCCTGCG GAGGTGGAGT GGG CGAATTTA TCTTTTTTCT
HIP1 Spl HIP1 Spl
AAAACAAAAA CCAACTAAAT CCATACC CCTCCGGG AGAGTACTCC TGGCTCCCAG TAG| G AGAGAG] 1200
TTTTGTTTTT GGTTGATTTA GGTATGGT| GGAGGCCC TCTCATGAGG ACCGAGGGTC ATC 7 7 TTC TCTCTC|
Spl ETS-1 Spl
CTCCC GGGTGGCAGG AGGCCGCGGC TGCGGAGCGG CCGCCCTCGA TCCGGGCGAT GGAG] GCGAG_gC CTGAGCTTCG 1300
GAGGG CCCACCGTCC TCCGGCGCCG ACGCCTCGCC GGCGGGAGCT AGGCCCGCTA CCTC| TTCGCTC G GACTCGAAGC
HIP1 HIP1
CA-gGT GTCGCCTTCT GGGCTCCCAG CCTGCCGGGT CGCATGATCC CTCCGGCCGG AGCTGGTTTT TTT) CCGCGAGGC CGGCTGAGTT 1400
GT| CA CAGCGGAAGA CCCGAGGGTC GGACGGCCCA GCGTACTAGG GAGGCCGGCC TCGACCAAAA GGCGCTCCG GCCGACTCAA
HIP1 TATA S.D
ACCGGCATCC CCGC C CTCCTCTCCC GACCTGTGAT ACAAAAGATC TTCCGGGGGC TGCACCTGCC TGCCTTTGCC TAAGGCGGAT TTGAATGTAG 1500
TGGCCGTAGG GGCGT| G GAGGAGAGGG CTGGACACTA TGTTTTCTAG AAGGCCCCCG ACGTGGACGG ACGGAAACGG ATTCCGCCTA AACTTACATC

Spl GAS TATA
ETGGTGCGGG GGAGCGGGAG TQ-GGGACTGCC CAGGGAGTGA CTTTCCGAGG AAGGCATTTC GGAGAAGACG GGGGTAGAAA AGGCTGGTGG 1600
CACCACGCCC CCTCGCCCTC AC| ICCCTGACGG GTCCCTCACT GAAAGGCTCC TTCCGTAAAG CCTCTTCTGC CCCCATCTTT TCCGACCACC
HIP1 + SD>

GA GA_ GTCCACTGGT GCTTTCGATT TGACTTAAGT GAAGTATCTT GGAACCTAGA CCCAGACCTT CGTAAGACCC ACAAAGAAAC CAGTTC| 1700
CTC] CT CAGGTGACCA CGAAAGCTAA ACTGAATTCA CTTCATAGAA CCTTGGATCT GGGTCTGGAA GCATTCTGGG TGTTTCTTTG GTCAAGACCA

S.A.
ACCTGGAGGG GGAATGGAAT TTTTAGGGTA AATGGCATGC ATATTAATTA TTTTTTTTTT CCTGAATCTC THISNSESEENENEREAATCT TATCTTGGCT 1800

TGGACCTCCC CCTTACCTTA AAAATCCCAT TTACCGTACG TATAATTAAT AAAAAAAAAA GGACTTAGAG AAAGAGAGGG AAGTCTTAGA ATAGAACCG
+ S.D Inr/AP2 TATA

TTGGATCTTA GAAGAGAATC ACTAACCAGA GACGAGACTC AGTGAGTGAG C GTTTT GGACAATGGA CTGGTTGAGC CCATCCCTAT TATAAAAATG 1900
AACCTAGAAT CTTCTCTTAG TGATTGGTCT CTGCTCTGAG TCACTCACTC G CAAAA CCTGTTACCT GACCAACTCENEEEAGEEATA ATATTTTTAC

1000

Abb.2.1.3.1.: Erweiterte Sequenz des 5°-NTR des bcl-x Gens, doppelstringige Darstellung. Die Sequenz der offenen
Leserahmen (ORFs) in antisense-Orientierung ist griin und Intronsequenzen sind fettgedruckt und unterstrichen
dargestellt. Spleiakzeptorsequenzen sind rosa, Spleildonorsequenzen hellgriin, die Konsensusequenzen fiir die
Transkriptionsfaktoren SP1, AP2, AP4 und ETS-1 blaugriin, die Erkennungssequenz fiir den Transkriptionsfaktor HIP1
rot und das /nr Konsensusmotiv, sowie TATA-Boxen gelb unterlegt. Die im Text genannte GAS-Sequenz ist tiirkis
unterlegt. ,,O0* gibt den Beginn der Sequenz HSBCLXP an, wihrend die verschiedenen Transkriptionsstarts durch ,,+
markiert sind.
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2.2. Struktur der bcl-x mRNA

Von allen bekannten Spleifivarianten der bcl-x mRNA sind bisher ausschlieSlich 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 unvollstindig in humanen K562 Zellen kartiert worden [101]. Die aus der Analyse
des 5'-NCR des bcl-x Gens vorhersagbaren moglichen Spleifivarianten des 5-NTR der
bcl-x mRNA und eine zellulare bel-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 Spleifivariante des 5-NTR der bcl-x mRNA und zum anderen
ein Fragment einer zelluldren bcl-x antisense RNA darstellen kann. Das Durchsuchen
verschiedener cDNA-Banken mit diesem cDNA-Fragment als Hybridisierungssonde
filhrte zur Isolierung einer cDNA mit der vollstindigen Sequenz der bcl-x; 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 Féllen
der vollstandige Sequenz der bcl-x; mRNA entspricht. Die Sequenz des 5~NTR der hier
isolierten bcl-x;, cDNA unterscheidet sich erheblich von der des als Hybridisierungs-
sonde eingesetzten cDNA-Fragments und der Sequenz der intercistronischen Region
der beiden bicistronischen bcl-x; 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 Spleiiformen des 5-NTR der bcl-x mRNA identi-

fiziert werden.

2.2.1. Isolierung eines mehrfach gespleiiten cDNA-Fragments aus dem
5-NCR des bcl-x Gens

Um die mogliche 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 durchgefiihrt. Das Hauptprodukt dieser PCR hatte nicht die
erwartete Grofie 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.:

CTl1ls

HSBCLXP 1 GAATTCAGACAAACCACGCATTTGTTGGGGGTCTCCGGCCTTCAACATCACAGACAGGCCTGGGGGTGCCTTCCCAAAGT
CTl1ls 1 CCTTTAGG
HSBCLXP 81 CAGATTGCAGATCTGAGGCAGTTTCCCCCTCCCTGCGTCCCTCACTGAAACCTTGAACCCCATTGAGAAGTCCCTTTAGG
CTl1ls 9 GTTTCGGACGCCTCCACCTCACCCTGGGCTGGTGCTTAAATAGAAAAAAGAAAAACAAAAACCAACTAAATCCATACCAG
HSBCLXP 161 GTTTCGGACGCCTCCACCTCACCCTGGGCTGGTGCTTAAATAGAAAAAAGAAAAACAAAAACCAACTAAATCCATACCAG
CT1l1ls 89 CCACCTCCGGGAGAGTACTCCTGGCTCCCAGTAGGAGGCGGAGAGCCAAGGGGCGTGCAAGAGAGAGGGGG_T_GGC
HSBCLXP 241 CCACCTCCGGGAGAGTACTCCTGGCTCCCAGTAGGAGGCGGAGAGCCAAGGGGCGTGCAAGAGAGAGGGGGCTGGGCTCC
CT1l1ls 164 AGGAGGAAGCAAGCGAGGGGGCTGGTT
HSBCLXP 321 CGGGTGGCAGGAGGCCGCGGCTGCGGAGCGGCCGCCCTCGATCCGGGCGATGGAGGAGGAAGCAAGCGAGGGGGCTGGTT
CT1lls 191 CCTGAGCTTCGCAATTCCTGTGTCGCCTTCTGGGCTCCCAGCCTGCCGGGTCGCATGATCCCTCCGGCCGGAGCTGGTTT
HSBCLXP 401 CCTGAGCTTCGCAATTCCTGTGTCGCCTTCTGGGCTCCCAGCCTGCCGGGTCGCATGATCCCTCCGGCCGGAGCTGGTTT
CT1lls 271 TTTTGCCAGCCACCGCGAGGCCGGCTGAGTTACCGGCATCCCCGCAGCCACCTCCTCTCCCGACCTGTGATACAAAAGAT
HSBCLXP 481 TTTTGCCAGCCACCGCGAGGCCGGCTGAGTTACCGGCATCCCCGCAGCCACCTCCTCTCCCGACCTGTGATACAAAAGAT
CT1lls 351 CTTCCGGGGGCTGCACCTGCCTGCCTTTGCCTAAGGCGGATTTGAAT

HSBCLXP 561 CTTCCGGGGGCTGCACCTGCCTGCCTTTGCCTAAGGCGGATTTGAATGT-GGTGCGGGGGAGCGGGAGTGGGGGCGG
CT1l1ls 398

HSBCLXP 641 GGGGGACTGCCCAGGGAGTGACTTTCCGAGGAAGGCATTTCGGAGAAGACGGGGGTAGAAAAGGCTGGTGGGAGATTCAG
CT1l1ls 398

HSBCLXP 721 AGTCCACTGGTGCTTTCGATTTGACTTAAGTGAAGTATCTTGGAACCTAGACCCAGACCTTCGTAAGACCCACAAAGAAA
CT1lls 398 CT
HSBCLXP 801 CCAGTTCTGGTACCTGGAGGGGGAATGGAATTTTTAGGGTAAATGGCATGCATATTAATTATTTTTTTTTTCCTGAATCT
CT1l1ls 400 CT TCTTATCTTGGCTTTGGATCTTAGAAGAG,

HSBCLXP 881 CT TCTTATCTTGGCTTTGGATCTTAGAAGAGAATCACTAACCAGAGACGAGACTCAGTGAGTGA
CT1l1ls

HSBCLXP 961 GCAGGTGTTTTGGACAATGGACTGGTTGAGCCCATCCCTATTATAAAAATG

Abb. 2.2.1.1.: Alignement von Klon Ctl1 gegen die Sequenz HSBCLXP (5°-NCR des bcl-x Gens). Intronsequen-
zen sind durch griine Basensymbole (ATGC) gekennzeichnet und der offene Leserahmen in antisense Orientie-
rung durch unterstrichenene Basensymbole. Die Spleildonorstelle und die Spleilakzeptorstelle von Intronl des
bcl-x Gens sind griin —bzw. violett- und der Beginn der kodierenden Region tiirkis unterlegt.

5-NCR des bcl-x Gens verglichen. Dieser Sequenzvergleich ergab, daf8 aus der Sequenz
von Ctl1 das 285 bp lange Intron 1, das von Ban und Nufiez [101, 117] beschrieben
worden ist, herausgespleifit wurde. Die Intron-Exon Ubergénge stimmen hier nicht mit
den Konsensusmotiven fiir Spleifidonor —und Spleifiakzeptorstellen tiberein. Weiter
stromaufwirts ist aus der Sequenz von Ctll eine weiteres kurzes Intron herausge-
spleiit worden, das auch keine klassischen Konsensusmotive fiir Spleidonor —und
Akzeptorstellen aufweist (sieche 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 strangaufwarts liegt.

Der Klon Ct11 wurde bei allen folgenden Experimenten als Hybridisierungssonde ein-
gesetzt (bcl-X5 g i) und ergab im Northernblot die gleichen Hybridisierungsmuster
wie eine Sonde, die spezifisch mit der kodierenden Region (bcl—x.,q) der bcl-x mRNA
hybridisiert. Die Hybridisierungssignale der Sonde bcl-x 4 waren etwa doppelt so stark
wie die Signale der Sonde bcl-Xs yrr/car  (Daten hier nicht aufgefiihrt).

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. (siche Abb.2.3.1.1. im Abschnitt 2.3.1.)

2.2.2. Aufkldarung der vollstindigen Sequenz der bcl-x; 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-Xsnrr/cqr durchsucht. Um die vollstandige Sequenz der 2700 N
langen bcl-x; mRNA, die Sequenz des 5-NTR der bcl-x mRNA und die Sequenz einer
moglicherweise existierenden zelluldren bcl-x-antisense RNA zu ermitteln, wurde eine
cDNA-Bank, die aus der mRNA von Gesamtblutzellen hergestellt worden war, mit der
Hybridisierungssonde bcl-Xs rr/cin 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 fiir den Klon AIA eine Lange von ca. 800bp,
tiir den Klon BIA eine Lange von ca. 4000bp, fiir den Klon CIA eine Linge von ca.
2700bp und fiir den Klon F4D eine Lange von ca. 3600 bp. Der Klon CIA entspricht der
vollstandigen Sequenz der bcl-x; 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) herausgespleifit wurde. Die Sequenz der
Intron-Exon Ubergénge im Bereich des ersten Introns der bcl-x(CIA), mRNA stimmt
nicht mit der Sequenz der bcl-xff mRNA Intron-Exon Grenzen iiberein (siehe Abb.
2.2.2.1.). Der Transkriptionsstart dieser bcl-x; mRNA liegt erheblich weiter strangauf-
wirts vom Startkodon der bcl-x mRNA als z.B. der fiir Daudi-, K562- oder humane
Placenta beschriebene Transkriptionsstart [101, 117].
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Abb2.22.1.:

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(CT11l) 32 CTGGGCTGGTGCTTAAATAGAAAAAAGAAAAACAAAAACCAACTAAATCCATACCAGCCACCTCCGGGA
bcl-x(C1A) 1o GTGCTTAAATAGAAAAAAGAAAARSAMAAASCAACTAAATCCATACCAGCCACCTCCGGGA
bcl-x(F4D) 665 TGGATTTATAAATCAGTTTTCTATTGAAAATGTTTGTGATATTTTGCTTTTGCACCTTTAAAACAATAA

bcl-x(B1A) 1191

GCCTTGTGTGCGACTGAGATGCAGGATTTCCTCACGCCTCCCCTATGTGTCTTAGGGGACTCTGGCTTC

HSBCLXP 254 AGTACTCCTGGCTCCCAGTAGGAGGCGGAGAGCCAAGGGGCGTGCAAGAGAGAGGGGGCTGGGCTCCCG
bcl-x(CT11) 102 AGTACTCCTGGCTCCCAGTAGGAGGCGGAGAGCCAAGGGGCGTGCAAGAGAGAGGGGGHTHcccll
bcl-x(C1A 63 AGTACTCCTGGCTCCCAGTAGGAGGCGGAGAGCCAAGGGGCGTGCAAGAGAGAGGGGGCTGGGCTCCCG
bcl-x(F4D) 735 GCGCTTTCATTTTGCACTCTAACTTAAGAGTTTTTACTTTATGTAGTGATACCTAATACAATTTTGAAA

bcl-x(B1A) 1261

CTTTTTGCAAGGGCCTCTGAATCTGTCTGTGTCCCTGTTAGCACAATGTGAGGAGGTAGAGAAACAGTC

HSBCLXP 324 GTGGCAGGAGGCCGCGGCTGCGGAGCGGCCGCCCTCGATCCGGGCGATGGAGGAGGAAGCAAGC
bcl-x(CT11l) 164 GGAGGAAGCAAGC
bcl-x(ClA) 133 GTGGCAGGAGGCCGCGGCTGCGGAGCGGSCGCCCTCGATCCGGGCGATGGAGGAGGAAGCAAGC
bcl-x(F4D) 805 TACAAAAAAGGCCGCGGCTGCGGAGCGGCCGCCCTCGATCCGGGCGATGGAGGAGGAAGCAAGC

bcl-x(B1A) 1331

ACGGCAGGAGGCCGCGGCTGCGGAGCGGCCGCCCTCGATCCGGGCGATGGAGGAGGAAGCAAGC

HSBCLXP 604 GGTGCGGGGGAGCGGGAGTGGGGGCGGGGGGGACTGCCCAGGGAGTGACTTTCCGAGGA
bcl-x(CT11) 394
bcl-x(C1A) 413 GACTTTCCGAGGA

bcl-x(F4D) 1085
bcl-x(B1A) 1611

HSBCLXP 674 GGCATTTCGGAGAAGACGGGGGTAGAAAAGGCTGGTGGGAGATTCAGAGTCCACTGGTGCTTTCGATTT
bcl-x(CT11) 398
bcl-x(ClA) 432 GGCATTTCGGAGAAGACGGGGGTAGAAAAGGCTGGTGGGAGATTC

bcl-x(F4D) 1089
bcl-x(B1A) 1615

HSBCLXP 744 ACTTAAGTGAAGTATCTTGGAACCTAGACCCAGACCTTCGTAAGACCCACAAAGAAACCAGTTCTGGTA
bcl-x(CT11) 398
bcl-x(ClA) 481

bcl-x(F4D) 1089
bcl-x(B1A) 1615

HSBCLXP 814 CTGGAGGGGGAATGGAATTTTTAGGGTAAATGGCATGCATATTAATTATTTTTTTTTTCCTGAATCTCT
bcl-x(CT11) 398 CTCT
bcl-x(ClA) 491

bcl-x(F4D) 1089
bcl-x(B1lA) 1615

HSBCLXP 884 TCIN- . TCTTATCTTGGCTTTGGATC TTAGAAGAGAATCACTAACCAGAGACGAGACTCA
bcl-x(CT11) 403 TCTCTCCCTTCAGAATCTTATCTTGGCTTTGGATCTTAGAAGAG
bcl-x(C1A) 491 TCTTATTTTGGCTTTGGATCTTAGAAGAGAATCACTAACCAGAGACGAGACTCA

bcl-x(F4D) 1089
bcl-x(B1A) 1615

TCTTATCTTGGCTTTGGATCTTAGAAGAGAATCACTAACCAGAGACGAGACTCA
TCTTATCTTGGCTTTGGATCTTAGAAGAGAATCACTAACCAGAGACGAGACTCA

Abb. 2.2.2.1.: Multiples Alignement der cDNA-Sequenzen bcl-x(Ctll), bcl-x(CI1A), bcl-x(B1A) und
bcl-x(F4D) mit der Sequenz des 5°-NCR des bcl-x Gens. Intronbereiche sind griin unterlegt,
iibereinstimmende Sequenzabschnitte durch rote Nukleotidsymbole (ACGT) gekennzeichnet, SpleiBdonor
—bzw. Akzeptorstellen sind tiirkis bzw. petrolfarben unterlegt. Ein Bereich von 215 bp Lidnge wurde aus

Platzgriinden aus der Darstellung entfernt. Dieser Bereich ist durch rote Trennstriche markiert.

Der Klon B1A entspricht der vollstandigen bcl-x, mRNA, also Klon CIA, an deren 5'-
Ende der kodierende Bereich der HLA-E1A (MHC-1b) mRNA gespleifit wurde. Der

Klon F4D besteht, genau wie CIA, aus der Gesamtsequenz der bcl-x; mRNA, an deren
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5’-Ende der kodierende Bereich der Ct/P mRNA gespleifit wurde. Durch Hybridisie-
rung von cDNA-Banken mit Ctl1 wurden zwei bicistronische mRNAs isoliert. Die
Spleifistelle, an die in den Sequenzen B1A und F4D die MHC-1b bzw. die CtIP/RIM
mRNA mit der bcl-x; mRNA gespleifst 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 auszuschliefien, daf3 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 Sequenzihnlichkeit 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
durchgefiihrt (Bedingungen: Siehe Anhang). Die PCR-Primer wurden so ausgewdihlt,

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

Abb.223.1.
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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 hellgriin dargestellt.
Die Position der zur Kartierung des 5°-NTR der bc/-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,11J, K, L) sind am rechten Rand der Grafik aufgefiihrt und die Lingen
moglicher PCR-Produkte befinden sich links neben den Balken zur Darstellung der Position der
PCR-Primer. Die Sequenz des Klons Ctlls. yrg, die in sdmtlichen Experimenten als
Hybridisierungssonde verwendet wurde, ist dunkelblau dargestellt.
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Intronsequenzen de 5'-NCR des bcl-x Gens lagen (siehe Abb. 2.2.3.1.). Um in den unter-
suchten Zellen den Einflufl 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 durchgefiihrt, die aus Raji-, Jurkat-, U937-,
Namalwa -und K562 Zellen isoliert wurde, die bei hoher Zelldichte (hd), niedriger
Zelldichte (1d), niedriger Zelldichte unter Einfluf von INF-y (li), niedriger Zelldichte
unter EinfluB von Cycloheximid (Ic) und niedriger Zelldichte unter Einflu8 von Cyclo-
heximid und INF-y (Ici) kultiviert wurden (siehe Abb. 2.2.3.2.). Die relative Menge und
die Groie der amplifizierten DNA-Fragmente wurden nach der Elektrophorese densi-

tometrisch bestimmt und auf die relative Menge von $3-Actin normiert.

Abb.2.2.3.2.
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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
(1,5x10°Zellen/ml)kultiviert wurden (Id); Spur 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 42, 46: RNA aus Zellen, die
bei hoher Zelldichte kultiviert wurden (bis 1x 10° 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-y 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
aufgefiihrten gesamt-RNAs mit B-Actin spezifischen Primern.
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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-
wirts vom ersten Startkodon der bcl-x mRNA und das von Nufiez 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 Spleifidonorstelle bei Position —397 (siehe Abb. 2.1.3.1. in Abschnitt
2.1.3. und der Spleilakzeptorstelle bei Position —126 befindet, ist grundsétzlich aus der
reifen bcl-x mRNA herausgespleifit. Auch bei mRNAs, die von dem weiter strangauf-
wirts gelegenen Startpunkt aus transkribiert werden, ist dieses Intron in allen Fillen
aus der reifen mRNA herausgespleifit. Ein weiteres, kurzes Intron liegt weiter strom-
aufwirts und wurde schon in Abschnitt 2.2.1. im Rahmen der Beschreibung des Ct11
Fragments ausfiihrlich untersucht. Es konnten zwei weitere Spleiflvarianten der bcl-x

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

Abb.2.2.3.3.
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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 griin 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 Linge der cDNA-Frag-
mente, die durch Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte ermittelt wurden, sind links aufgetragen,
die Bezeichnung der zugehorigen Primerpaare, sowie die Probenbezeichnungen der einzelnen PCRs sind
rechts davon aufgetragen. Der kodierende Bereich der bcl-x cDNAs ist hellblau, ungespleifite cDNA-
Fragmente sind rot, Intronsequenzen griin, gespleiite cDNA-Fragmente orange und nicht —bzw. schlecht
amplifizierbare cDNA-Fragmente farblos —bzw. gelb dargestellt. Der Klon Ctl11 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 ungespleifit und hat eine Linge von ca.
310 N. Aus der zweiten Spleifivariante, die als bcl-x (ss) (ss = short distance; spliced) be-
zeichnet wird, ist ein ca. 80N langes Intron herausgespleifit, das in der Sequenz des 5
NTR des bcl-x Gens zwischen der SpleifSidonorstelle bei Position —201 und der Spleifiak-
zeptorstelle bei Position —126 liegt (siche Abb 2.1.3.1. in Abschnitt 2.1.3.). Der 5-NTR
der bcl-x(ss) mRNA hat eine Lange von ca. 230 N. In Raji —und K562-Zellen werden die
bcl-x(ss) -und die bel-x(sn) mRNA relativ stark (50% - 100% der bcl-x(MT) mRNA) -und
in Namalwa Zellen sehr schwach exprimiert (sieche 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), und bcl-x(F4D),, dem 5-NTR der monocistronischen mRNA bcl-
x(C1A), 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 durchgefiihrt, die aus Raji, Jurkat, U937, Namalwa und K562 Zellen
isoliert wurde, die bei hoher Zelldichte (hd), niedriger Zelldichte (1d), niedriger Zell-
dichte unter INF-y Einfluf (li), niedriger Zelldichte unter Einfluf von Cycloheximid (Ic)
und niedriger Zelldichte unter Einfluf von Cycloheximid und INF—y(Ici) kultiviert
wurden. Als Hybridisierungssonde wurde eine radioaktiv markierte RNA verwendet,
die durch in vitro Transkription der Sequenz Ct11; yy 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 Ctl1s \r konnte der Haupt-
transkriptionsstart der bcl-x mRNA festgelegt werden. Die geschiitzten Fragmente von
180 N, 160 N und 117 N Lange 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 1d63t 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 (sieche Abb. 2.2.4.2.). Ca. 25 bp strangabwdrts,
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Abb.2.24.1.
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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 (1d; Spur 2, 7, 12, 17 und 22), unter INF-y Einfluf (li; Spur 3, 8, 13, 18 und
23), unter CycloheximideinfluB (Ic; Spur 4, 9, 14, 19 und 24) und unter INF-y/Cycloheximideinfluf} (ci;
Spur 5, 10, 15 und 20) kultiviert wurden. Als Hybridisierungssonde wurde eine [**P] markierte, ca. 420
bp lange Antisense-RNA von Ct115°-NTR (Spur S) verwendet. Als GroBenmarker dienten [**P] mar-
kierte RNA-Fragmente der Lange 398, 315, 255, 231, 210, 189, 168, 141und 124 bp (Spur M, mit ,,0*
gekennzeichnete Banden). Der Haupttranskriptionsstart der bcl-x mRNA wird durch das 189 bp lange
geschiitzte Fragment reprisentiert, Nebentranskriptionsstarts durch die geschiitzten Fragmente von 160
bp, 200 bp und 117 bp (nur bei Jurkat Zellen) Linge. Die RNA fiir die Spleivariante Ctl1 wird durch
das geschiitzte Fragment von >393 bp reprisentiert.

also bei Position =561 relativ zum ersten Startkodon der bcl-x mRNA, befindet sich ein
weiterer Transkriptionsstartpunkt, der durch das geschiitzte RNA-Fragment von ca.
164 N Lange reprasentiert 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 strangabwdrts bei Position —523 relativ zum ersten Startkodon der bcl-x mRNA
liegt und durch ein ca. 117 N langes, geschiitztes RNA-Fragment reprasentiert wird. Die
von diesem Startpunkt aus transkribierte bcl-x mRNA wird im folgenden als bcl-x (]) (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(]) 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 herausgespleifit.
Es existiert auBlerdem ein sehr geringer Anteil an ungespleifiter bcl-x mRNA, der durch

ein geschiitztes RNA-Fragment von ca. 200 =220 bp Lédnge reprasentiert wird. Da der
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RNase-Protektionsassay mit gesamt-RNA aus den oben genannten Kulturzellen durch-
gefiihrt wurde, besteht die Moglichkeit, daf dieses geschiitzte RNA-Fragment aus un-
reifen Vorlaufer-mRNAs stammt (s.Abb2.2.4.1. und Abb. 2.2.4.2.). Eine mRNA, die
durch die Sequenz Ct11; ¢ vollstindig geschiitzt wird wird in allen untersuchten Zel-
linien in relativ konstanter Menge exprimiert. Die Banden von ca. 315 bp Lange sind auf
Abbriiche bei der in vitro Transkription der Sonde zurtickzufiihren. Die relativen Inten-
sititen und die Verhiltnisse der exprimierten RNA-Menge in Abhédngigkeit von INF—y
(li), der Zelldichte (1d und hd), von Cycloheximid (Ic) und Cycloheximid + INF-y (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 Ct11;, g nicht
effektiv gegen RNasen geschiitzt werden, da der hybridisierende Anteil nur 48 bp lang
ist. Bei den hier gewidhlten Hybridisierungsbedingungen hybridisiert ein so kurzes

RNA Fragment nicht vollstindig. Es wird aulerdem auf dem zur Auftrennung der ge-

Abb.2.242.
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Abb. 2.2.4.2.: Schematische Darstellung der Kartierung des Transkriptionsstarts des bcl-x Gens und
verschiedener Spleififormen des 5°-NTR der bcl-x mRNA. Der breite Balken oben in der Grafik stellt
den S5°-nichttranslatierten Bereich, in dem Introns griin markiert sind, und die ersten 300 bp der
kodierenden Region (hellblau markiert) des bcl-x Gens dar. Die bcl-x mRNAs, die unterschiedlich
gespleifit sind oder von verschiedenen Startpunkten aus transkribiert werden, sind durch schmale Balken
dargestellt, in denen die kodierende Region hellblau, der 5°-NTR gespleiiter mRNAs orange und der 5°-
NTR ungespleiiter mRNAs rot markiert sind. Die durch die Sonde Ct115°-NTR im RNAse-
Protektionsassay geschiitzten Bereiche der mRNAs sind durch dunkelblaue Balken dargestellt und
ungeschiitzte Bereiche werden durch gelbe Symbole markiert. Die verschiedenen Transkriptionsstarts
sind durch rote Pfeile dargestellt. Die Positionen der Transkriptionsstarts sind links —und die
Bezeichnungen fiir die bc/-x mRNA-Varianten sind rechts von der Darstellung der jeweiligen RNA
aufgefiihrt.
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schiitzten RNA-Fragmente verwendeten Polyacrylamidgel nicht mehr effektiv aufge-

trennt und zudem noch durch kleine Abbauprodukte der RNasen tiberdeckt.

2.3. Expression des bcl-x Gens

Die Analyse der Sequenz des 5-nichtkodierenden Bereichs des bcl-x Gens zeigte, daf3
sich zwischen Position -321 und -331 strangaufwirts 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 Promoteraktivitit dieses Bereiches beeinflussen [107]. Der
Transkriptionsstart der bcl-x mRNA wurde in den vorhergegangenen Abschnitten kar-
tiert. Es konnte gezeigt werden, daf sich der Haupttranskriptionsstart der bcl-x(MT)
mRNA im Bereich des ersten Exons befindet (siche 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 strangaufwérts vom
Transkriptionsstart der mRNA eines Gens befinden [178], wurde die Expression des
bcl-x Gens in Abhingigkeit von der Zelldichte, Cycloheximid und INF-y, das tiber 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 fiir 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 (sieche Abschnitt
2.3.2.) zeigen, dafl die in verschiedenen Kulturzellen nachgewiesene mRNA Menge in
Abhingigkeit von der Zelldichte, Interferon-y 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 Spleifivarianten der
bcl-x mRNA in Abhéngigkeit von der Zelldichte, INF-y und Cycloheximid untersucht
und diese Werte mit den in Abschnitt 2.3.2. aufgefiihrten 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 zelluldren bcl-x antisense RNA durch
einen RNase Protektionsassay beschrieben. Die zellulédre bcl-x antisense RNA konnte in
allen untersuchten Zellinien nachgewiesen werden und wies eine anderes Expressi-
onsmuster in Abhédngigkeit von der Zelldichte, INF-y 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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2.3.1. Transkription des bcl-x Gens in Abhangigkeit von der Zelldichte,
INF-y und Cycloheximid

Der Einfluf8 von Cycloheximid, INF-y 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-y wird durch den Einflu8 von INF-y, Cy-
cloheximid und INF-y und Cycloheximid auf die Expression eines bestimmten Gens
untersucht. Ist die relative Anderung der Expression dieses Gens unter Einfluff von
INF-y genauso hoch wie unter Einfluf8 von INF-y und Cycloheximid, so ist die Induk-
tion der Expression unabhidngig von der de novo Synthese INF-y abhédngiger Tran-
skriptionsfaktoren. Das Gen wird also direkt durch INF-y 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-
flufs von Cytokinen reagieren.

Die Northernblot Analyse zeigte, dafy 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,
wihrend sie in Namalwa- und K562-Zellen leicht gehemmt wurde (siehe Abb.2.3.1.1.
und Abb. 2.3.1.3.). Es konnte aulerdem gezeigt werden, daf8 die Transkription des bcl-x
Gens in K562 Zellen ca. 5 — 10 mal stédrker ist als in allen anderen untersuchten Zellen

(sieche Abb. 2.3.1.3.). Das Ergebnis einer quantitativen Auswertung

Abbb.2.3.1.1.
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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 (I1d), bei niedriger
Zelldichte mit INF-y (li), bei niedriger Dichte mit Cycloheximid (Ic) und bei niedriger Dichte mit
Cycloheximid und INF-y (ci) kultiviert wurden. Die Intensititen der bcl-x spezifischen Banden (bcl-x)
wurden gegen die Intensititen GAPDH bzw. -Actinbanden oder die Intensitét der 28S bzw. 18S rRNA-
Banden normiert.
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Abb.2.3.1.2.
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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 (1d), niedriger Zelldichte mit INF-y (li), niedriger Dichte mit
Cycloheximid (Ic) und bei niedriger Dichte mit Cycloheximid und INF-y (ci) kultiviert. Die gesamt-RNA

-GAPDH

der unterschiedlich behandelten Zellen wurde in den RNase Protektionsassay eingesetzt. Als
Hybridisierungssonde dienten die unter M aufgetrennten RNA-Fragmente der Lingen 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 geschiitzten RNA-Fragmente im Gel wird durch die kursiv gedruckten
Namen der entsprechenden mRNAs links vom Autoradiogramm des RPAs markiert.

der bcl-x Expression in verschiedenen Kulturzellen in Abhédngigkeit von den oben ge-
nannten Kulturbedingungen wird stark von der Auswahl des sogenannten Haushalts-
genes (,housekeeping gene”) beeinflut, da die Expression der hier ausgewdhlten
Haushaltsgene vom Zustand der Zelle abhingig ist. (siehe Abb. 2.3.1.3.). Der Einfluf3
von INF-y auf die Expression der proapoptotischen bcl-x Spleifivariante bcl-x; konnte
hier nicht untersucht werden, da der Grolenunterschied zwischen bcl-x; und bcl-x5 zu
klein ist, um im Northernblot dargestellt werden zu kénnen. Der Einflufl von INF-y, der
Zelldichte und Cycloheximid auf die Transkription von bcl-x; und bcl-x; wurde mit
Hilfe eines RNase-Protektionsassays untersucht, der die gleichzeitige Bestimmung der
Transkription der mRNA von bcl-x,, bel-xg, bfl-1, blk, bak, bax, bcl-2, mcll, GAPDH und
L32 ermoglicht. Es wurde die gesamt-RNA aus Raji-, Jurkat-, U937-, Namalwa- und
K562 Zellen untersucht, die jeweils bei hoher Zelldichte (hd), bei niedriger Zelldichte
(1d) kultiviert wurden und die mit INF-y (1i), Cycloheximid (Ic) und INF-y und Cyclo-
heximid (ci) behandelt wurden. In U937 Zellen konnte auch hier eine ca. 2,5 fache Stei-

gerung der bcl-x; Expression unter Einflufs von INF-y gemessen werden. In den anderen
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untersuchten Zellinien wurde keine Anderung der bcl-x; Expression gefunden. In Zel-

len, die gleichzeitig mit INF-y und Cycloheximid inkubiert wurden, war gegeniiber

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 fiir die Wirkung von INF-y stellt die Expression von bak dar. In
HT-29 Zellen wurde eine direkte Induktion der bak Expression durch INF- y beobachtet
[127]. In U937 Zellen erfahrt die bak Expression eine direkte Induktion durch INF-y und

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

Abb.23.1.3.
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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 Intensitdten der 2700 N langen bcl-x, mRNA Banden sind in den Diagrammen
blau dargestellt und die relativen Intensititen der 3600 N langen bcl-x dhnlichen mRNA violett. Die Intensititen der
bcl-x spezifischen Banden wurden gegen die Intensititen der entsprechenden GAPDH —bzw. B-Actinspezifischen
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linien hatte INF-y keinen Einfluf8 auf die bak Expression. Durch Behandlung mit Cyclo-
heximid verdoppelte sich in allen untersuchten Zellinien das Verhiltnis von bcl-x; zu
bel-x; mRNA. Auch das Verhiltnis von anderen proapoptotischen mRNAs zu antia-
poptotischen mRNAs erhohte sich (Daten hier nicht dargestellt).

2.3.2. Translation der bcl-x mRNA in Abhidngigkeit von der Zelldichte,
INF-y und Cycloheximid

Die Untersuchung der

Abb.2.3.2.1. ..
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Abb. 2.3.2.1.: Westernblot zum Nachweis von Bcl-x in U937-, Jurkat-, In K562-Zellen ist die

Raji- und K562-Zellen, die bei hoher Zelldichte (hd), niedriger Dichte
(ld), mit INF—'Y (11), Cyclohex1m1d (IC) oder CyCtheleld/ nachgeresene Bcl_x
INF—y(ci)kultiviert wurden. Von U937 und Jurkat wurden fiir jeden
Versuchsparameter je 30pg Gesamtprotein und von Raji und K562 je Sug Menge um den Faktor

Gesamtprotein aufgetragen.

€samtprotein autrgetragen 1.5 _ 2.0 hoher als 1n
Raji-Zellen, obwohl die bcl-x mRNA Menge in K562 Zellen um den Faktor 4.5 — 6.0 mal
hoher ist als in Raji Zellen (siehe Abb. 2.3.1.3. und 2.3.2.1.). In den anderen untersuchten

Zellen, die eine dhnliche 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-y (li)
die Translationsaktivitdt deutlich hoher als bei niedriger Zelldichte (Id) (siehe Abb.
2.3.2.3. und 2.3.2.4.). In Jurkat-, U937- und K562-Zellen ist die Translationsaktivitit bei
hoher Zelldichte (hd) niedriger als bei niedriger Zelldichte (1d) und unter Einfluf von
INF-y (li) (siehe Abb. 2.3.2.2., 2.3.2.3. und 2.3.2.4.). Bei K562-Zellen hat INF-y auf die
Translation der bcl-x mRNA eine leicht inhibierende Wirkung. In Raji-, U937- und
Namalwa-Zellen fiihrt die Kultivierung der Zellen mit INF-y zu einer Steigerung der

Bcl-x Menge. Bei U937-Zellen ist die Wirkung von INF-y auch auf Transkriptionsebene
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zu beobachten. In Raji Zellen fiithrt die Gabe von INF-y zu keiner signifikanten
Veranderung der bcl-x mRNA Menge, die Bcl-x Proteinmenge erhght sich um den
Faktor 1.5 (sieche Abb. 2.3.2.2.,2.3.2.3. und 2.3.2.4.).
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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 (1d), hoher Zelldichte (hd), bei niedriger Zelldichte
mit INF-y (li), bei niedriger Zelldichte mit Cycloheximid (Ic) und bei niedriger Zelldichte mit INF-y und
Cycloheximid (ci) fiir 18 h kultiviert. Die Diagramme stellen die relative Intensitit der Bcl-x Banden im
Westernblot dar. Eine Abbildung des Westernblots ist links vom jeweiligen Diagramm gezeigt und die
Durchschnittswerte fiir die relativen Intensitdten sind in den Tabellen unter den Diagrammen aufge-
fiihrt. Die Diagramme stellen den Mittelwert von mindestens zwei voneinander unabhédngigen Experi-
menten dar.
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Abb.2.3.2.3.
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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 (1d), hoher Zelldichte (hd), bei niedriger
Zelldichte mit INF-y (li), bei niedriger Zelldichte mit Cycloheximid (Ic) und bei niedriger Zelldichte mit
INF-g und Cycloheximid (ci) fiir 18 h kultiviert. Die Diagramme stellen die relative Intensitit der Bcl-x
Banden im Westernblot dar. Eine Abbildung des Westernblots ist rechts vom jeweiligen Diagramm
gezeigt und die Durchschnittswerte fiir die relativen Intensitdten sind in den Tabellen unter den
Diagrammen aufgefiihrt. Die Diagramme stellen den Mittelwert von mindestens zwei voneinander
unabhingigen Experimenten dar.
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Abb.2.3.2.4.
K562 Westernblot
kci/kle [ i {
E | | | i
kci I 1 i '
1 | |
klc [ } ! |
1 | |
kli —— '
1 | | | |
" |
f | —
khd ‘ t ‘ | i rel. Intensitit l
T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
khd kld kli klc kci kci/klc
MW| 548E-01 | 1,00E+00 | 8,53E-01 | 5,09E-01 | 8,14E-01 | 8,14E-01

Abb.2.3.2.4.: Westernblot Analyse der Bcl-x Menge in Gesamtprotein aus K562-Zellen Die Zellen
wurden bei niedriger Zelldichte (Id), hoher Zelldichte (hd), bei niedriger Zelldichte mit INF-g (li), bei
niedriger Zelldichte mit Cycloheximid (Ic) und bei niedriger Zelldichte mit INF-y und Cycloheximid (ci)
fiir 18 h kultiviert. Die Diagramme stellen die relative Intensitéit der Bcl-x Banden im Westernblot dar.
Eine Abbildung des Westernblots ist rechts vom jeweiligen Diagramm gezeigt und die
Durchschnittswerte fiir die relativen Intensititen sind in den Tabellen unter den Diagrammen aufgefiihrt.

Das Diagramm stellt den Mittelwert von mindestens zwei voneinander unabhingigen Experimenten dar.
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2.3.3. Abhingigkeit des Transkriptionsstarts und der Spleifmuster der
bcl-x mRNA von Zelldichte, INF-y und Cycloheximid

Abb.2.3.3.1.. (K562)

0 1

1d all

Y ———

li all

Ic all |

1d (sn) |
1d (ss)
hd (sn)
hd (ss)
li (sn)
li (ss)
Ic (sn)

Ic (ss)

ld ()
hd (-)
li ()
Ic (-)

1d (ms; MT; J)
hd (ms; MT; J)
li (ms; MT; J)
Ic (ms; MT; J)

I1d (Ctl11)
hd (Ctl1)
li (Ctl1)
Ic (Ctl1)

ungespleilite bcl-x(sn)

bel-x(Ctll1) mRNA

Spezies.

Abb. 2.3.3.1.: EinfluB von Zelldichte (hohe Dichte =
hd; niedrige Dichte = 1d), INF-y und Cycloheximid auf
SpleiBaktivitdat und Transkriptionsstart der bcl-x mRNA
in K562 Zellen. Rote Balken repridsentieren die

mRNA, orange Balken die

gespleiBite bcl-x(ss), bel-x(ms), bel-x(MT), bel-x(J) und

und die blauen Balken

reprisentieren die Summe aus allen bc/-x mRNA-

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 Spleifmuster der
bcl-x mRNA in Abhédngigkeit von der
Zelldichte, INF-y 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 Abhéngigkeit von
der Zelldichte, INF-y oder Cyclohexi-
mid auf wie die bcl-x,- und bcl—xg
mRNA im Northernblot, im RNase
Protektionsassay und in der RT-PCR
unter Verwendung fiir den kodieren-
den Bereich spezifischer Hybridisie-
rungssonden bzw. PCR Primer (Ab-
schnitt 2.2.1.) Unter Einfluf8 von Cy-
cloheximid wird die Expression der
bel-x (ms), der bel-x (MT) und der bel-
x(Ct11) mRNA gehemmt, wihrend die
Expression der bcl-x(sn)- und der bcl-
x(ss) mRNA gesteigert wird. Bei nied-
riger Zelldichte und nach INF-y Gabe
liegt die bcl-x(sn) mRNA in grofserer
Menge vor als die bcl-x(ss) mRNA. Die
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Spleifaktivitat ist bei niedriger Zelldichte oder INF-y Einfluf8 in K562 Zellen reduziert.
Durch Cycloheximid Einflu§ wird die Spleifaktivitdt betrdchtlich erhoht, es liegt also

Abb.2.33.2. (Raji)

0 1 2 3 4

1d all 1 1 |—1|——I
hd all | ‘ .‘ —

li all :’_‘—$—|

Ic all | | e g |

1d (sn) |
1d (ss)
hd (sn)
hd (ss)
li (sn)
li (ss)
Ic (sn)
Ic (ss)

1d ()
hd (-)
li ()
le (-)

1d (ms; MT; J)
hd (ms; MT; J)
li (ms; MT; J)
Ic (ms; MT; J)

1d (Ct11)
hd (Ct11)
li (Ctl1)
Ic (Ct11)

Abb. 2.3.3.2.: EinfluB von Zelldichte (hohe Dichte =
hd; niedrige Dichte = 1d), INF-y und Cycloheximid auf
SpleiBaktivitdat und Transkriptionsstart der bcl-x mRNA
in Raji Zellen. Rote Balken reprisentieren die
ungespleilite bcl-x(sn) mRNA, orange Balken die
gespleiBite bel-x(ss), bel-x(ms), bel-x(MT), bel-x(J) und
bcl-x(Ctll) mRNA und die blauen Balken
reprisentieren die Summe aus allen bcl-x mRNA-
Spezies.

mehr bcl-x(ss) —als bel-x(sn) mRNA
vor, wihrend beide mRNA-Spezies
bei hoher Zelldichte in gleicher Menge
vorliegen (siehe Abb. 2.3.3.1.).

In Raji Zellen hat, dhnlich wie in K562
Zellen, die Zelldichte, INF-y oder Cy-
cloheximid einen Einfluff auf die
Spleifiaktivitdt, 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 gespleifSter bcl—x(ss)
mRNA. Bei hoher Zelldichte oder un-
ter INF-y Einfluf3 ist die Menge an bcl-
x(sn) mRNA etwas kleiner als die
Menge an bcl-x(ss) mRNA. Unter Ein-
fluf von Cycloheximid steigt die
Menge an bcl-x(ss) mRNA um den
Faktor ~2.4 gegeniiber der Menge an
bel-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 bel-x;, und der bcl-xg
mRNA, die durch RNase Protekti-
onsassay, PCR oder Northernblotana-
lyse mit spezifischen Primern bzw.
Hybridisierungssonden fiir den kodie-
renden Bereich der bcl-x mRNA er-
mittelt wurden (siehe Abschnitt 2.3.1.).




50

Ergebnisse

Abb.2.3.3.3. (Namalwa)

T~ N
W

1d all
hd all
li all

Ic all _L|=|—|

0 1
|
|
|

1d (sn) |
1d (ss)
hd (sn)
hd (ss)
li (sn)
li (ss)
Ic (sn)
Ic (ss)

Id (-)
hd (-)
li ()
Ic (-)

1d (ms; MT; J)
hd (ms; MT; J)
li (ms; MT; J)
Ic (ms; MT; J)

1d (Ct11)
hd (Ct11)
li (Ctl1)
Ic (Ctl1)

Abb. 2.3.3.3.: EinfluB von Zelldichte (hohe Dichte =
hd; niedrige Dichte = 1d), INF-y und Cycloheximid auf
SpleiBaktivitat und Transkriptionsstart der bcl-x mRNA
in Namalwa Zellen. Rote Balken reprisentieren die
ungespleiite bcl-x(sn) mRNA, orange Balken die
gespleiite bel-x(ss), bel-x(ms), bel-x(MT), bel-x(J) und

bcl-x(Ctl11) mRNA und die blauen

Balken

reprisentieren die Summe aus allen bc/-x mRNA-

Spezies.

In Namalwa Zellen ist bei hoher Zell-
dichte, bzw. nach INF-y 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 dndert sich in Na-
malwa Zellen das Verhiltnis von un-
gespleifster bcl-x(sn) zu gespleifiter bel-
x(ss) mRNA durch Einflus von Cyclo-
heximid nicht signifikant (sieche 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-y oder Cycloheximid in
diesen Zellen keinen mefsbaren Ein-
fluB auf die Wahl des Transkriptions-
starts der bcl-x mRNA oder die Spleif3-
aktivitdt. Die in den Diagrammen mit
1d (-), hd (-), li (-) und lc (-) beschrifte-
ten Werte stellen PCR-Produkte dar,
die einer ungespleifiten bcl-x(MT)
mRNA oder einer bcl-x(ss)- bzw. einer
bel-x(sn) mRNA , deren Transkripti-
onsstart weiter strangaufwaérts als
-305/ -337 bp liegt. Die Menge an die-
sen PCR-Produkten ist so gering, dafs
sie als Hintergrund aufgefafst werden
kann (siehe Abb. 2.3.1.2.)
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2.3.4.1dentifizierung 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 (1d), niedriger Zelldichte mit
INF-y (li), niedriger Zelldichte mit Cycloheximid (Ic) und niedriger Zelldichte mit Cy-
cloheximid /INF-y einander gegeniibergestellt. Die Expressionsmuster der bcl-x mRNA,
die mit Hilfe von Hybridisierungssonden bzw. PCR-Primern ermittelt wurden, die spe-

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

Abb.2.34.1.
Raji K562
6.0 T - 2.5
5,0
4,0
3,0 7
2,0 T
1,0
0.0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0.0
thd  rd  rli  rle  rei khd  kid  kli  klc  Klci
—e—bcl-x  —B—BCLX o—blx B—BCLX
—A—bcl-x(sn) —@—bcl-x(ss) —A—bel-x(sn) —8—bel-x(ss)
Abb. 2.3.4.1.: Translation und Transkription von
Namalwa i N i
3.0 Bcl-x in Raji, Namalwa und K562 Zellen in
' Abhiéngigkeit von hoher Zelldichte (hd), niedri-
TOf -

T ger Zelldichte (1d), INF-y (li), Cycloheximid (Ic)
60 -~ o und Cycloheximid/ INF—y(ci). Die Werte fiir

5,0 1 - BCL-X sind den unter Abschnitt 2.3.2. aufge-
4.0 1 - filhrten Westernblotanalysen entnommen und
3.0 | B die Werte von bcl-x entsprechen dem Mittelwert
der relativen Bandenintensititen des unter Ab-

2,01 ) schnitt 2.3.1. beschriebenen Northernblots und
1,01 B des im gleichen Abschnitt beschriebenen RNase
0,0 Protektionsassays. Die Daten fiir bcl-x(sn) und
nhd nld nli nlc nci bcl-x(ss) entsprechen den Bandenintensitéten der

—@—bcl-x —B—BCL-X in Abschnitt 2.2.3. besprochenen PCR-Analyse.

—A—Dbcl-x(sn) —@—Dbcl-x(ss)
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Bcl-x Proteins tiberein (siehe Abb. 2.3.4.1. und 2.3.4.2.). Durch die Identifizierung der
bcl-x mRNA-Spleifivarianten bcl-x(sn), bel-x(ss), bel-x(ms), bel-x(]), bel-x(MT) und
bcl—x(Ct11) konnten die Expressionsmuster der SpleifSvarianten 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, dhnelt das Expressionsmuster des Bcl-x Proteins
eher dem Muster der bcl-x(Ct11) mRNA als dem der bel-x(MT) mRNA.

Abb.2342.:
U937 Jurkat
6,0 3,0
50f- """ T 2,51
4,0 2,0
3,0 1 1.5
2,0 1,0 1
1,0 1 0,5
0,0 ‘ ‘ \ \ 0,0 ‘ ‘ ‘ ‘
uhd uld uli ulc uci jhd jid jhi jle jei
—@—bcl-x —B—BCL-X —@—Dbcl-x —8—BCL-X
—A—bcl-x(MT) —@—bcl-x(Ctl1) —A—bcl-x(MT) —@—bcl-x(Ctl1)
Abb. 2.3.4.2.: Translation und Transkription von Bcl-x in Jurkat und U937 Zellen in Abhéngigkeit von
hoher Zelldichte (hd), niedriger Zelldichte (1d), INF-y (li), Cycloheximid (Ic) und Cycloheximid/ INF-
y (ci). Die Werte fiir BCL-X sind den unter Abschnitt 2.3.2. aufgefiihrten Westernblotanalysen
entnommen und die Werte von bcl-x entsprechen dem Mittelwert der relativen Bandenintensititen der
unter Abschnitt 2.3.1. aufgefiihrten Northernblotanalyse und den relativen Bandenintensititen des
unter Abschnitt 2..3.1. besprochenen RNase Protektionsassays. Die Daten fiir bcl-x(MT) und bcl-x-
Ctl1) entsprechen den Bandenintensititen 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 durchgefiihrt. Mit Hilfe der Sonde bcl-x.q konnte nachgewiesen wer-
den, dafl im Bereich der kodierenden Region der bcl-x mRNA keine zelluldre antisense
RNA existiert. Die Sonde bcl-x; .\ hybridisierte sowohl als sense— wie auch als anti-
sense Sonde im Northernblot unter hochstringenten Bedingungen so stark mit ver-
schiedenen RNAs, so daf$ 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-xs \rz im RNase-Protektionsassay durchgefiihrt. Der
RNase-Protektionsassay ermoglicht 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.2.35.1.:
Raji Jurkat U937 Namalwa K562
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Abb. 2.3.5.1.: Nachweis und Kartierung einer bcl-x 5.z 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 (1d), niedriger Dichte mit INF-y (li), niedriger Dichte mit Cycloheximid (Ic)
und bei niedriger Dichte mit INF-y und Cycloheximid kultiviert (ci). Als Hybridisierungssonde diente die
[*?P] markierte, ca. 450 N lange Ctlls. w7z RNA (Spur S). Als GroBenmarker (Spur M, mit ,,0°
gekennzeichnete Banden) dienten [**P] markierte RNA-Fragmente der Linge 398, 315, 255, 231, 210,
189, 168, 141 und 124 N. Die bcl-x 5.y antisense-RNA wird durch die geschiitzten Fragmente von 192
—und 160 N Linge reprisentiert. Eine weitere mogliche Variante der antisense-RNA wird durch das
geschiitzte Fragment von 359 N reprisentiert.
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bcl—x5_yrr je eine Fragment von 160 N und von 190 N Léange geschiitzt. Da beide Frag-
mente von einer RNA abstammen, ist die Intensitdt der im Autoradiogramm sichtbaren
Banden gleich stark. Der mogliche Transkriptionsstart der bcl-x antisense  RNA liegt in
Position —441 relativ zum ersten Startkodon der bcl-x mRNA. Das durch die Sonde
bcl-x5_yrr zwei Bereiche geschiitzt werden, liegt daran, dafl die antisense RNA entwe-
der nicht oder an anderen Stellen als die Sequenz bcl-x(Ct11) (siehe Abschnitt 2.2.1.) ge-
spleifst ist.

2.3.6. Nachweis von bicistronischen bcl-x mRNAs in Kulturzellen

Um einen Klonierungsartefakt vollig auszuschliefen und um zu tiberpriifen, 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, FADL und F4DR nachgewiesen (siehe Abb. 2.3.6.1.).

Abb.2.3.6.1.
A) M rhd rld rli rlc rci jhd jid jli jle jei
|
600bp —» i ' ' '
400bp —>

200bp —>

B) M nhd nld nli nlc nci uhd uld uli ulc uci

600bp —»
400bp —>

200bp —

C) M rhd rld rli rlc rci jhd jid jli jle jci

600bp —»
400bp —»

200bp —
D) M nhd nld nli nlc nci uhd uld uli ulc uci
1 1 1

600bp—»
400bp —»

200bp—>

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 (1d), hoher
Zelldichte (hd), bei niedriger Dichte mit INF-y (li), bei niedriger Dichte mit Cycloheximid (Ic) und bei
geringer Dichte mit INF-y und Cycloheximid (ci) kultiviert. Die PCR wurde mit 40 Zyklen durchgefiihrt.
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
Liange von ca. 400 bp sind durch ein ,,0* markiert.
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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 Lange, da die
mRNA fiir bcl-x(B1A),, bzw. bcl-x(F4D), nur in so geringer Menge vorliegt, dafd die
Amplifikation mit 40 Zyklen durchgefiihrt werden mufite, um ein detektierbares PCR-
Produkt zu erhalten. Es wurden fiir jeden zu untersuchenden Parameter Doppelbe-
stimmungen, d.h. zwei PCRs durchgefiihrt, da die PCR bei so hoher Zykluszahl unzu-
verldssig 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
wére, wenn einer der beiden Klone dieser RNA entspréche, ein sehr viel stiarkeres Si-
gnal zu erwarten. Da die Expression von MHC-1b in U937 Zellen direkt INF-y abhingig
ist [60], wurde die Abhdngigkeit der B1A-Expression von INF-y in den Kulturzellen
Raji, Jurkat, U937, Namalwa und K562 tiberpriift. Die Expression von B1A ist in keiner
der untersuchten Zellinien von INF-y abhédngig, sondern ausschlieflich von der Zell-
dichte, d.h. von Wachstumsfaktoren. In Raji-Zellen fiihrt der Einfluf8 von INF-y 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-y Einflu und in Jurkat Zellen bei niedriger
Zelldichte und INF-y Einfluf.

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

Die im vorigen Abschnitt prasentierten Ergebnisse stellen einen deutlichen Hinweis auf
eine translationskontrollierte Expression des bcl-x Gens dar. Wie in Abschnitt 1.3. dar-
gestellt wurde, existieren drei mogliche Mechanismen, die Translation einer mRNA, die
tiber einen langen strukturierten 5-NTR verfiigt, zu kontrollieren. Samtliche in Ab-
schnitt 2.2.3. und 2.2.4. beschriebenen Start- und SpleiSvarianten der bcl-x mRNA haben
einen 5-NTR, der ldnger 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, da8 die Translation der bcl-x(MT) mRNA
unabhéngig von einer 5~CAP Struktur erfolgt und durch internen Ribosomeneintritt
initiiert wird. Die Abhéngigkeit 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 Luciferaseaktivitdt bestimmt. Die Er-
gebnisse dieser Untersuchung sind in Abschnitt 2.4.1. dargestellt und zeigen, dafs die
Translation der bcl-x(MT) mRNA unabhéngig 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 (sieche Abschnitt 1.3.1.). Eine mogliche 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, daf8 die Translation der bcl-x(MT) mRNA durch in-
ternen Ribosomeneintritt initiiert wird, d.h., dafd 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 Luciferaseaktivitét
und der relativen GFP-Fluoreszenz und durch Vergleich verschiedener ICRs konnte
nachgewiesen werden, daf$ der 5'-NTR der bcl-x(MT) mRNA eine IRES enthilt. Durch
die in Abschnitt 2.4.4. beschriebenen Experimente konnte gezeigt werden, daf8 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, wihrend sie in antisense Orientierung die Translation von minde-

stens vier verschiedenen Startpunkten aus ermdglicht.

2.4.1. Abhiangigkeit der Translation der bcl-x mRNA von einer 5-CAP
Struktur

Die Fahigkeit des 5'-NTR der bcl-x mRNA, die Initiation der CAP-unabhédngigen Trans-
lation in vitro zu unterstiitzen, 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)
T7 5°-NTR LUC vor dem Gen der

‘—‘pGL3—T7 Leuchtkéferluciferase (siehe Abb.

&-pGBH_W 2.4.1.1.). Als Kontrolle diente eine

5‘-CAP-abhdngige RNA, die keinen
< PGL3(a5)SN-T7
5-NTR enthielt (pGL3-T7). Monoci-
%:‘ pGL3H(as)SN-T7 | stronische mRNAs mit und ohne 5'-
ﬂl:{)‘ pGL3(s)5N-T7 CAP-Struktur wurden mit den linea-
% risierten Plasmidkonstrukten
pGL3H(s)SN-T7
(pGL3(as)5N-T7), (pGL3(s)5N-T7)
Abb. 2.4.1.1.: Schematische Darstellung der oder (pGL3-T7) als Matritze durch in

Plasmidkonstrukte, die als Matritze fiir die in vitro

Transkription verwendet wurden. Der T7 Promoter ist vitro Transkription mit T7 RNA-Po-
schwarz, der 5°-NTR der bcl-x(MT) mRNA tiirkis und der . L .
kodierende Bereich des ffLuciferase Gens rot dargestellt. lymerase synthetisiert. Die in vitro
Haarnadelstrukturen werden durch das Symbol
dargestellt.

Abb.2.4.1.1.

transkribierten RNA wurde gerei-

nigt, auf einem denaturierenden Ag-

arosegel analysiert (sieche 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 Luciferaseaktivitit des Ansatzes gemessen. Die Abhédngigkeit der
Translation von einer 5-CAP-Struktur der mRNA wurde durch Berechnung des Ver-
hiltnisses der Luciferaseaktivitit von Reaktionsansitzen, in denen RNA ohne 5-CAP
Struktur als Matritze diente und Ansatzen, in denen RNA mit 5'—~CAP Struktur als Ma-
tritze vorlag, ermittelt (NC/C-Verhiltnis = Luc.Akt.yo,cap/ Luc.Akt.c,p; siehe
Abb.2.4.1.2.). Das NC/C-Verhiltnis der CAP-abhingigen pGL3-T7 mRNA wurde, un-
abhingig von der Konzentration des Kaninchenretikulozytenlysates im in vitro Trans-
lationsansatz willkiirlich 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-Verhéltnis 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 Verhiltnis 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, daf§ der 5-NTR der
bcl-x mRNA die CAP-unabhiéngige Translation in vitro erméglicht. Eine 5'-CAP Struk-
tur senkt die Effizienz der CAP-unabhdngigen Translation der pGL3(s)5N-T7 mRNA in
dhnlichem Umfang wie die Denaturierung der mRNA (Daten hier nicht gezeigt).
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Abb.2.4.1.2.

pGL3(as)5N-T7; 50%RRL : : — 1 1 1
pGL3(s)5N-T7; 50%RRL ‘ =h

pGL3T7; 50%RRL [ "TH | | | 1 1

pGL3(as)SN-T7; T0%RRL | B
pGL3(s)SN-T7: 70%RRL | B 1 1 1
pGL3T7; 70%RRL :-l
0 1 2 3 4 5 6 7
pGL3T7; | pGL3(5)5 | pGL3(as)5 pGL3T7; | pGL3(5)5 | pGL3(as)5
70%RRL | N-T7; N-T7; 50%RRL | N-T7; N-T7;
1 3.345563 | 2.884497 1 5.880329 | 3.298553

Abb. 2.4.1.2. Translationseffizienz von Luciferase mRNAs mit verschiedenen 5°-NTRs in Abhéngigkeit
von einer 5°-CAP Struktur. Die in vitro Translationsreaktionen wurden in 50% bzw. 70% RRL
durchgefiihrt und die Translationseffizienz in den einzelnen Ansédtzen durch Messung der
Luziferaseaktivitit bestimmt. Das Diagramm zeigt das Verhéltnis der Translationseffizienz von mRNAs
ohne 5‘-CAP zur Translationseffizienz von 5°‘-CAP mRNAs (NC/C Verhiltnis). Das NC/C Verhiltnis
von mRNA ohne 5°-NTR (pGL3-)T7 wurde willkiirlich gleich 1 gesetzt. Das Diagramm représentiert die
Ergebnisse von mindestens drei unabhingig voneinander durchgefiihrten Experimenten.

2.4.2. Einflufd einer 5’-Haarnadelstruktur auf die Translation der bcl—x
mRNA

Um die Moglichkeit der internen Initiation der Translation im 5’-nichttranslatierten Be-
reich der bcl-x mRNA zu tberpriifen, 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 eingefiigt. 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 Luciferaseaktivitdt bestimmt. Das Verhdltnis der Luciferaseaktivitdt in
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Translationsansiatzen mit 5-Haarnadel-RNA zur Luciferaseaktivitdt in Translationsan-
sdtzen, in denen die mRNA keine 5-Haarnadelstruktur trug (H/NH), wurde verwen-
det, um die mogliche interne Initiation der Translation zu bestimmen. Durch die Ein-
fihrung 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-17- 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 zurtickzufiihren.

Abb.242.1.
pGL3(as)SN-T7Cap ‘ ‘ H ] ! ! !
pGL3(s)SN-T7Cap | =
pGL3-T7Cap 7u

pGL3(as)SN-T7 H
PGL3($)SN-T7 | ;T
pGL3T7 | ; ; ; ~ H/NH
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1.4 1,6
GL3T7 pGL3(s)SN-| pGL3(as)5 pGL3-  |pGL3(s)5N-| pGL3(as)5
P T7 N-T7 T7Cap | T7Cap | N-T7Cap
0,08 1,32 0,93 0,03 1,40 0,55

Abb.2.4.2.1.: Abhingigkeit der Translationseffizienz von Luciferase-mRNAs mit verschiedenen 5°‘-NTRs
von einer 5°‘-Haarnadelstruktur. Die in vitro Translationsreaktionen wurden in 50% und 70% RRL
durchgefiihrt und die Translationsrate in den einzelnen Ansétzen durch Messung der Luziferaseaktivitéit
bestimmt. Das Diagramm zeigt die Verhiltnisse der Translationseffizienz von ,,Haarnadel-RNA* zu
RNA ohne 5°‘-Haarnadelstruktur (H/NH Verhéltnis). Das Diagramm reprisentiert den Mittelwert von
mindestens vier unabhéngig voneinander ausgefiihrten Experimenten. Die Fehlerbalken im Diagramm
stellen die Standardabweichung dar.
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2.4.3. Steuerung der Synthese des Bcl-x Proteins durch eine IRES

Um zu untersuchen, ob die CAP-unabhingige Translation, die in Kaninchenretikulo-
zytenlysat beobachtet werden konnte (siehe Abschnitt 2.4.1. und 2.4.2.), tatsédchlich
durch eine IRES im 5-NTR der bcl-x(MT) mRNA ermdglicht wird, wurde eine Reihe

Abb.2.43.1.

CMV  eGFP ICR LUC
PEG(s)Lgrop

B pEG(as)L
) - PEG(s)SNL

bicistronischer Vektoren
konstruiert. Diese Strate-
gie basiert auf dem Prin-
zip, daf3 der zweite offene
Leserahmen (ORF) einer

bicistronischen mRNA

) — - EG (25)SNL

L:>‘I>HEG@5NL

Abb. 2.4.3.1.: Schematische Darstellung der bicistronischen
Vektorkonstrukte, die zum Nachweis der IRES-Aktivitiat im 5°-NTR
der bcl-x(MT) mRNAin verschiedenen Kulturzellen verwendet wurden.
Der CMV-Promoter ist schwarz, das eGFP-Gen griin, das ffLuciferase
Gen rot und der 5°-NTR der bcl-x(MT) mRNA tiirkis dargestellt. Die
Intercistronische Sequenz im Vektor pEG(s)Lgrop wird durch ein

nach dem CAP-abhingi-
gen Ribosomen-Scanning
Modell [179] nicht expri-

miert wird, wenn ihm

keine IRES vorangeht.
Die oben genannten bici-

stronischen Vektoren

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

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)Ls,,). 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-Aktivitdt wurde in den Vektor pEG(s)5NL zwischen CMV-Promoter und Startko-
don des eGFP Gens eine stabile Haarnadelstruktur eingefiigt. 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 ug der oben genannten Plasmide transient zu transfizieren.
Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurden in jedem Ansatz 12.5 ug des Plasmid-

vektors pRL-CMV kotransfiziert. Die Analyse der gesamt-RNA im Northernblot zeigte,
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daf$ die exprimierte bicistronische mRNA die erwartete Grofle von 2600 — 3000 N auf-
wies. Die Abwesenheit von zusétzlichen, kleineren RNA-Banden zeigte, dal weder die
exprimierte bicistronische mRNA gespleifit 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-
raseaktivitdt. Zur Bestimmung der IRES-Aktivitdt der Intercistronischen Region wurde
das Verhiltnis der ffLuciferaseaktivitit zur eGFP-Fluoreszenz bestimmt. Die relative

IRES-Aktivitit ist das ffLUC/eGFP-Verhiltnis aller transfizierten bicistronischen Kon-

Abb.2.4.32.
A) Northernblot
pHEG(s)SNL [ ] i '
pEG(as)5NL '
pPEG(s)SNL -
pEG(as)L | l
PEG()Lstop ‘ —t Fel. IRES Akfivitit |0
T T
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)SNL pEG(as)SNL | pHEG(s)SNL
‘ rel. IRES| 5,00E-01 7,31E-03 1,00E+00 2,49E-01 1,51E+00
B) Northernblot
! !
pHEG(s)SNL | 1 | I
pEG(as)SNL | '
pEG(s)SNL .
pEG(as)L ] l
PEG(s)Lstop ‘ ‘ ‘ F | rel.IRES |Aktivitat | §
: : : I
0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2
pEG(s)Lstop pEG(as)L pEG(s)SNL pEG(as)SNL pHEG(s)5SNL
rel. IRES 7,29E-01 1,63E-02 1,00E+00 8,20E-01 5,55E-01

Abb. 2.4.3.2.: Die Diagramme stellen die relative IRES-Aktivitit 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
reprisentieren den Durchschnitt von 2 — 4 unabhingig voneinander durchgefiihrten
Transfektionsexperimenten.
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strukte, bezogen auf das ffLUC/eGFP-Verhiltnis des Konstruktes pEG(s)Ls,,,, das will-
kiirlich gleich eins gesetzt wurde. Abb.2.4.3.2. und Abb. 2.4.3.3. zeigen die relative IRES-
Aktivitdt fiir jedes eingesetzte bicistronische Plasmidkonstrukt in den verschiedenen

transfizierten Zellinien. Die relativ hohe Luziferaseaktivitét in den mit pEG(s)Lg,,, trans-

Stop
fizierten Zellen ist auf eine Translation des zweiten Cistrons einer IRES-losen RNA zu-
riickzufiihren. Diese Translationsaktivitdt 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-

Abb.2.4.3.3.
A)
Northernblot
\ \
pHEG(s)5NL | ‘ | i i .
PEG(as)SNL |

PEG(s)5NL

.
.
pEG(as)L ] ]
.
2

PEG(s)Lstop ‘ ‘ ‘Hi rel. IRES |Aktivitiit

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

pEG(s)Lstop pEG(as)L pEG(s)SNL pEG(as)SNL | pHEG(s)SNL

‘ rel. IRES| 6,16E-01 1,24E-02 1,00E+00 3,71E-01 8,73E-01
B.) Northernblot
\
pHEG(s)SNL —— L
pEG(as)SNL '
PEG(s)5NL 1
PEGG@s)L [ [ 4
pEG(s)Lstop F——— rel. IRES Aktivitit .
I I 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
pEG(s)Lstop pEG(as)L pEG(s)SNL pEG(as)SNL | pHEG(s)SNL
rel. IRES 6,96E-01 2,30E-02 1,00E+00 2,29E-01 7,88E-01

Abb. 2.4.3.3.. Die Diagramme stellen die relative IRES-Aktivitéit 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
repriasentieren den Durchschnitt von 2 - 4 unabhingig voneinander durchgefiihrten
Transfektionsexperimenten.
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vitdit um den Faktor 2. Bezieht man die IRES-Aktivitdt auf das Konstrukt pEG(as)5NL,
steigert sich hier die Aktivitit um das Vierfache. In U937-Zellen betrdgt die relative
IRES-Aktivitat 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-Aktivitat

nachgewiesen werden.

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

Translationsstart

Um den Einfluf$ des 5-NTR der bcl-x(MT) mRNA auf die Initiation der Translation zu
tiberpriifen, wurden verschiedene Vektoren zur Expression eines eGFP /Bcl-x, Fusions-
proteins konstruiert. Die Expression von eGFP/Bcl-x; war bei den im folgenden be-
schriebenen Experimenten notwendig, um zum einen das exprimierte Protein vom
zelluldren Bcl-x; unterscheiden zu kénnen und zum anderen, um mit zwei verschiede-
nen Antikorpern die Expression nachweisen zu konnen. Mit Hilfe der Konstrukte
p(s)SNEGBxL und p(as)SNEGBxL, die das eGFP/Bcl-x; Fusionsprotein exprimieren
(sieche Abb. 2.4.4.1.), wurde der Einflufl der Orientierung des 5-NTR auf die Translation
der bcl-x(MT) mRNA untersucht. Als Kontrolle dienten die Vektoren pEGFP-N1 und
pEGBxXL, die das eGFP-Protein bzw. das eGFP/Bcl-x, Fusionsprotein exprimieren (siehe
Abb. 2.4.4.1.). Die Konstrukte p(s)5NEGBxL3N und p(as)5NEGBxXL3N entsprechen den
Konstrukten p(s)5NEGBxL und p(as)SNEGBxL, enthalten aber zusitzlich den 3'-NTR

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

Abb.24.4.1.

CMV 5-NTR eGFP bel-x,. 3‘NTR Vektorname

-—- ................................................................................................. pEGFP-N1
.__ > ...................................... pEGBXL

2 E— D P(INEGBAL
.— > ...................................... p(as)SNEGBXL
> D>EER W ... p()SNEGBAL3N
R — IR W . (0s)SNEGBALIN

Abb. 2.4.4.1.: Schematische Darstellung der Expressionsvektoren zur Expression von eGFP/Bcl-x;
Fusionsproteinen. Das Plasmidriickgrat wurde vom Vektor pEGFP-N1 gebildet. Der CMV-
Promoter ist rot dargestellt, der 5°'-NTR der bcl-x(MT) mRNA dunkelblau, eGFP hellgriim, bcl-
X coq. tiirkis und der 3‘-NTR der bcl-x mRNA orange.
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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, kénnen

Abb.2442.
1 2 3 4 5 7 8 9 10 11 12
54kD —» —
42 kD —» - ——-W
TTRD h e o i  — —— e qp-—
54 kD —» —— - — e~
4£2kD  om— p——
27kD —>| S q
18kD —

54 kD
42 kD

27 kD
18 kD

A)

o -Bcl-x

(B)

o-GFP

©)

|
o -GFP

bei B.

Abb. 2.4.4.2.: Einflufl des 5° NTR der bcl-x (MT) mRNA auf die Translation
von Bcel-X. K562 Zellen wurden mit den Expressionsvektoren pEGFP-N1
(Spur 1 und 2), pEGBxXL (Spur 3 und 4), p(as)SNEGBxXL3N (Spur 5 und6),
p(s)SNEGBxL3N (Spur 7 und 8), p(as)SNEGBxL (Spur 9 und 10) und
p(s)SNEGBXL (Spur 11 und 12) transient transfiziert. 10 ug (Spur 2, 4, 6, 8,
10, 12) bzw. 20 pg (Spur 1, 3, 5, 7, 9, 11) Gesamtprotein von jedem
Transfektionsansatz wurden auf ein SDS PAGE Gel aufgetragen. Die
Blotmembranen wurden mit aBcl-x Antikorper (A) und aGFP-Antikorper (B
und C) inkubiert. Bei C wurde der Rontgenfilm doppelt so lange exponiert wie

die Proteine eGFP
(~ 27 kD) bzw.
eGFP/Bcl-xL (~ 54
kD)

Hintergrundbanden

ohne

nachgewiesen
werden. Die zusatz-
lichen, kiirzeren
Banden, die einem
Protein mit dem
Molekulargewicht
von ca. 18 kD bzw.
42 kD entsprechen,
stellen nicht- oder
partiell  denatu-
riertes Protein dar.
eGFP  ist

auflerordentlich

ein

stabiles Protein, das
nur unter extrem

harten Bedingun-

gen vollstandig denaturiert werden kann [179]. Das Bandenmuster, das sich im Gesamt-
protein von Zellen, die mit den Konstrukten p(s)SNEGBxL oder p(s)5NEGBXL3N
transfiziert wurden, darstellen 148t, entspricht dem oben beschriebenen Bandenmuster
der mit Kontrollvektoren transfizierten Zellen (siehe Abb. 2.4.4.2.). Nach Transfektion
mit den Expressionskonstrukten p(as)5SNEGBXL3N und p(as)SNEGBxL sind im Ge-
samtprotein der transfizierten Zellen neben den Proteinen mit dem Molekulargewicht
54 kD und 42 kD in fast gleicher Starke Proteine mit dem Molekulargewicht 60 —bzw. 47
kD nachzuweisen. Der 5-NTR der bcl-x(MT) mRNA in sense Orientierung ermdglicht

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 tiberpriifen, ob die in Abschnitt 2.3.5. beschriebene bcl-x antisense RNA einen
direkten Einfluf3 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 ungespleifite Form des 5-NTR des bcl-x Gens von Position —83
bis —854 in sense Orientierung (pCDNA3.1-ATGP) bzw. antisense Orientierung
(pCDNAB3.1-STGP) und den 5-NTR der bcl-x(Ct11) mRNA in sense Orientierung
(pCDNA3.1-ATP) bzw. antisense Orientierung (pCDNA3.1-STP) exprimieren.

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

Abb.2.5.1.: Schematische Darstellung der verwendeten Expressionsvektoren. Der CMV-Promoter ist
Fliederfarben, das poly A-Signal pétrol, Intronsequenzen hellgriin, Exonsequenzen orange und die
Sequenz Ctl1 dunkelblau dargestellt. Als Basisplasmid diente bei allen Konstrukten der eukaryonte
Expressionsvektor ->CDNA3.

Desweiteren kann mit diesem Experiment nachgewiesen werden, ob die IRES-vermit-
telte Initiation der Translation (siche 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 zelluldre
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 (1d) 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.y, Sense —bzw. antisense-
RNA hatte keinen nachweisbaren Einflufl auf die Transkription des bcl-x Gens (Daten
hier nicht aufgefiihrt). Auf Proteinebene konnte durch die Expression der ATGP-RNA
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eine Reduzierung der Bcl-x Menge um 40% — 60 % gegentiber 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.

Abb.2.5.2.
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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 aufgefiihrten 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 Intensitidt der Bcl-x-Banden darstellt. Das Diagramm représen-
tiert den Durchschnitt von zwei unabhiingig voneinander durchgefiihrten Expressionsexperimenten.

Die hier beschriebenen Versuche, die Translation von Bcl-x durch Expression verschie-
dener Spleifivarianten des 5-NTR der bcl-x mRNA zu inhibieren, geben einen weiteren
Hinweis auf die aktiv translatierte bcl-x mRNA Variante. Allerdings muf8 hier noch der
genaue Mechanismus der Wirkung von ATGP-RNA auf die Translation der bcl-x
mRNA diskutiert werden.




