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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




32 Ergebnisse

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
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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.




35 Ergebnisse

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.2.2.4.1.: 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-
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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.




