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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
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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.
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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.




30 Ergebnisse

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




