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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
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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.
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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.




