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ZusammenfTassung

Der Krallenfrosch Xenopus laevis besitzt - im Gegensatz zu den
Sdugern - zweli Albumingene, die fiir ein 68kd und 74kd Serum
Albumin Protein kodieren. Beide Gene werden gewebespezifisch in
der Leber exprimiert. Die Sequenzanalyse der 5'Enden beider Gene
zeigte, daB beide. Gene iiber weite Bereiche homolog sind. Die
Homologie erstreckte sich bis zu 400 bp weit in die
5’flankierende Region. Sequenzvergleiche mit den Albumin- und
oa-Foetoprotein-Genen der Séuger‘und des Huhns ergaben nur wenig

Homologie fiir das erste Exon.

Basierend auf den Sequenzdaten konnten Hybridgene aus der
5'flankierenden Region des 68kd Albumingens und einem
Indikatorgen hergestellt wund zur Untersuchung der regulierten
Expression eingesetzt werden. Durch Injektion von
Albumin/CAT-Hybridgenen in Xenopus laevis Oocyten konnte gezeigt
werden, daB 69bp Promotorregion von -50 bis +19 geniigen,
konstitutive Expression 2zu vermitteln. Dieser minimale Promotor
wurde auch in transfizierten Maus Hepatoma-Zellen schwach
exprimiert. Wahrend in den Oocyten 2zwei Startstellen gzur
Initiation der Transkription gebraucht werden (+1 und +2), wurde
in den transfizierten Maus Hepatoma-Zellen die gleiche
Startstelle wie in der Froschleber benutzt (+1). Dies

dokumentiert, daB der Albuminpromotor in den Maus Hepatoma-Zellen

im Gegensatz zu den Oocyten genauso korrekt gebraucht wird wie in

der Froschleber.

Hybridgene mit b5'flankierenden Sequenzen vor dem minimalen
Albuminpromotor wurden in transfizierten Maus Hepatoma-Zellen
5-10fach besser exprimiert. Durch Deletions— und Mutationsanalyse

konnte ein 13bp groBes Promotorelement zwischen Position -67 und




~-53 identifiziert werden, das die Transkription in den

Hepatoma-Zellen stimuliert. Dieses cis-wirkende Promotorelement
vermittelt zellspezifische Expression, denn es ist nur in
Hepatoma~Zellen aktiv. Ein ahnliches Sequenz-Element wurde auch

in der 5’flankierenden Region der Albumin- und a-Foetoproteingene

der Sduger gefunden.

Mit der Identifizierung dieses zellspezifisch wirkenden
Promotorelementes, das 1in S&auger Hepatoma-Zellen erkannt wird,
wurde ein sehr konservierter Regulationsmechanismus entdeckt, der
moglicherweise eine wichtige Rolle in der Albumin- und

a—Foetoprotein-Genexpression spielt.




ABSTRACT

STRUCTURAL AND FUNCTIONAL ANALYSIS OF THE 5’REGION OF THE ALBUMIN
GENES OF XENOPUS LAEVIS: IDENTIFICATION OF A CELL-SPECIFIC

'PROMOTER ELEMENT

The frog Xenopus laevis - in contrast +to mammals - has two
albumin genes that code for a 68kd and 74kd serum albumin
protein. The sequence analysis of the 5’ends of both genes showed
an extensive sequence homology as far as 400bp in the 5’flanking
region. Sequence comparisons with the albumin and a«-fetoprotein
genes of mammals and chicken revealed no obvious homology for the
5’flanking regions and only weak homology for the first and

second exon.

By injecting albumin CAT fusion genes into Xenopus laevis oocytes
I could show that a 69bp promoter region (from -50 to +19) was
sufficient to exhibit full transcriptional activity. This minimal
promoter was also weakly active after transfection into mouse

hepatoma cells (BWIJ).

Mapping the transcription start site revealed two initiation
sites (at +1 and +12) in microinjected ococytes, whereas in
transfected hepatoma cells initiation at +1 - the site used in
Xenopus liver - was observed. This documents that mouse hepatoma
cells transcribe the albumin promoter more faithfully than

Xenopus oocytes.

The addition of 5’flanking sequences to the minimal albumin
promoter leads to a 5 to 10fold increase in activity 1in
transfected mouse hepatoma cells. By deletion analysis I could

identify a 13bp promoter element located between position ~67 and




-53 that stimulates transcription at the albumin promoter. This
cis—-acting element confers cell-specific expression because it is
active only in hepatoma cells. A similar sequence element is also

present in the 5°’flanking region of the albumin and a—fetoprotein

genes of mammals.

By identifying this cell-specific promoter element of a frog gene
that is recognized in mouse hepatoma cells a conserved regulatory
mechanism was detected that may play a general role in albumin

and a-fetoprotein gene expression.




ABKURZUNGEN

ABB
AFP
ALB
ATP

BSA
CAT
Ci
cpm
DC
dATP
dCTP
dGTP
dTTP
dUTP
dNTP
ddNTP
DEPC
DMEM
DMS
DMSO
DNA
DNase
DTT
EDTA
EGTA
FCS
GTP
HEPES

Abbildung
o-Foetoprotein

Albumin

Adenosintriphosphat

Basenpaare

Bovine Serum Albumin
Chloramphenicol—Acetyltransferase
Curie

counts per minute
Dilnnschicht-Chromatographie
Desoxyadenosin-5"—-triphosphat
Desoxycytidin—-5’'-triphosphat
Desoxyguanosin—-5’-triphosphat
Desoxythymidin-5’~triphosphat
Desoxyuridin-5’-triphosphat
Desoxy—-Nukleosidtriphosphate
Didesoxy—-Nukleosidtriphosphate
Diethylpyrocarbonat

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimethylsulfat

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease

Dithiothreitol
Ethylendiamin-tetraessigsdure
Ethylen-bis(oxyethylenenitril)—-tetraessigséure
foetales Kdlberserum
Guanosintriphosphat

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’—-2-ethansulfonsdure




HSV
IgH

kb

kd
KTartrat
MES

MS 222
mRNA
NaAcetat
nt

PEG
PIPES
PVP
RNA
RNase
RNasin
SDS
Sv40
TAB
tRNA
TEMED
tk

Tris

Herpes simplex Virus
Immunoglobulin heavy chain
Kilobasenpaare

Kilodalton

Kaliumtartrat
2-N-Morpholinoethan-sulfons&aure
3-Aminobenzoesdure-ethylester
messenger—Ribonukleins&ure
Natriumacetat

Nukleotide

Polyethylenglycol
Piperazin-N,N’-bis(2-ethansulfonsédure)
Polyvinylpyrrolidon
Ribonukleinséure

Ribonuklease

RNase-Inhibitor
Sodiumdodecylsulfat

Simian Virus 40

Tabelle

transfer—RNA
N,N,N’',N’-Tetramethyl-ethylendiamin
Thymidinkinase
Tris—(hydroxymethyl)-aminomethan

Enzymeinheit




Tnhaltsverzeichnis

EINLEITUNG

'MATERIALIEN
1. Chemikalien, Radioisotope und Arbeitsmittel
2. Bakterien und Zellen

3. Kulturmedien

METHODEN
Allgemeine Arbeitsmethoden
1. Bestimmung von Nukleinsdure-Konzentrationen
2. Extraktion von Nukleinsé&uren
3. Fallung von Nukleinsaduren
DNA-Klonierungstechniken
1. Restriktionsverdau
Herstellung von Bal3l-Deletionen
Auffiillen von 5’Uberhédngen
Dephosphorylierung von DNA
.1. 5’tUberhdnge
.2. 3’Uberhidnge

Auftrennung von DNA-Fragmenten

2,

3

4

4

4

5

5.1. Agarose—Gel
5.2. Polyacrylamidgel

6. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Gelen
6.1. aus Agarose-Gelen

6.2. aus Polyacrylamid—-Gelen

7. Ligation

7.1. in wéaBriger LOsung

7

.2, im Agarose-Gel

16
19
20

21
21
21
22
22
22
23
23
23
23
24
24
24
24
25
25
26
26
26
26




3. Ligation von Linkern

Klonierung von Oligonukleotiden

7.
8
9. Transformation von Bakterien
9.1. nach Hanahan
9.2. nach der CaClz-Methode
10
binanten pEMBL-Plasmiden
10.1. Titration und Vermehrung der Helferphagen
10.2. Gewinnung der einzelstrédngigen DNA
11, Praparation von Plasmid-DNA
11.1. Prédparation kleiner Mengen Plasmid-DNA
11.2. Préaparation von groBen Mengen Plasmid-DNA
11.3 Spezielle Prdparation von Plasmid-DNA zur
Transfektion von eukaryontischen Zellen
Versuche mit Xenopus laevis
1. Prédparation von polyA*-RNA aus der Froschleber
2. Mikroinjektion von Plasmid-DNA in Xenopus
Oocyten—Kerne
2.1. Extraktion von RNA aus injizierten Oocyten
2.2. Extraktion von Proteinen
Zellkultur
1. Trypsin—Behandlung
2. Rekultivierung
3. Einfrieren und Auftauen von Zellen
4. Transiente Transfektioﬁ von Zellen
4.1. Transfektion |
4.2, Protein-Préparation
4.3 HNA-Prdparation
Analytische Methoden
1. Praparation von radioaktiv markierten Proben

1.1. Kinase-Markierung von RNA

Praparation von einzelstrangiger DNA aus rekom-

26
27
28
28
29
29

30
30
32
32
32
33

35
35
36

37
38
38
38
39
39
39
39
40
40
41
41
41




1.2. Endmarkierung von DNA-Fragmenten
1.3. Kinasierung von Oligonukleotiden
2, Gelfiltration

2.1. Sephadex G50-Saule

2.2, "Spin column"

2.3. Biogel P60-S&dule
3. Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinséduren
3.1. Auftrennung von in vitro transkribierter RNA
3.2. Auftrennung von Nukleinsduren unter denaturieren-—

den Bedingungen

Southern Transfer von DNA

Hybridisierung von RNA an DNA

In vitro Transkription
. Sequenzierung von Nukleinsduren

. von einzelstrdngiger DNA nach Sanger

von doppelstridngiger Plasmid-DNA

~N NN N9, e

W N -~

Sequenzierung von RNA mit der Kettenabbruch-
Methode

7.4. Sequenzierung von DNA nach Maxam und Gilbert
8. "primer extension"-Analyse von RNA

9. SP6-Analyse von RNA

9.1. Herstellung der RNA-Probe

9.2. Vorbehandlung der RNA

9.3. Analyse

0.

1 Bestimmung der CAT-Aktivitat

42
42
42
42
43
43
44
44
45

46
47
47
48
48
49
51

51
53
53
54
55
55
56




ERGEBNISSE

IQ

IT.

Strukturelle Analyse der 5’Enden der Xenopus Albumin-—

gene

Subklonierung der genomischen Fragmente, die das
5’Ende enthalten

Die klonierten Subfragmente enthalten Exon-Sequenzen
Die Subklone besitzen eine Promotor—-Region,

die von der RNA-Polymerase II erkannt wird

Die Sequenzierung der Subklone

Kartierung der in vivo benutzen Startstelle der

Transkription

.1. SP6-Analyse der Albumin mRNAs

.2. "primer extension"-Analyse der Albumin mRNAs

Die Sequenz der 5’'Enden der Xenopus Albumingene

.1. Die Sequenzen der beiden Gene zeigen groBe

Homologie

.2. Das erste Exon der Albumingene zeigt bei Xenopus,

Saugern und Huhn den gleichen Aufbau

Funktionelle Analyse der 5’Region‘der Albumingene
des Xenopus

69 bp geniigen zur konstitutiven Expression in
Oocyten

Die Xenopus ALB/CAT-Hybridgene werden in den Maus

Hepatoma-zellen BWIJ gewebespezifisch reguliert

.1, Ein Promotor~Element vermittelt die hepatoma-

spezifische Expression

2,2, Das hepatoma-spezifische Promotor-Element (HP1)

ist 13bp groB und durch Punktmutationen

inaktivierbar

58

60

62
63

66
76

76

81

87

88

93

98

102

105

109

113




DISKUSSION 121

LITERATURVERZEICHNIS 139




Einleitung

Die geordnete Entwicklung eines Lebewesens erfordert die genaue
Regulation von Zellwachstum und Differenzierung. Dazu miissen Gene
gewebespezifisch aktiviert werden, denn jede neue Zelle geht
verdndert aus ihrer Vorléduferzelle hervor. Zusdtzlich sind Gene
erforderlich, die die Fahigkeit besitzen, auf Umweltsignale zu
antworten wund dann die aktivierten Gene regulieren konnen. Die
Kombination aus aktivierenden und modulierenden Ereignissen, die
zeitlich wund r&umlich exakt koordiniert sein miissen, bestimmt
schlieBlich im sich entwickelnden Organismus - den endgiltigen

Phénotyp einer Zelle.

Die fiir die Entwicklung und Aufrechterhaltung des
Differenzierungszustandes verantwortlichen molekularen
Mechanismen greifen hauptséchlich auf der Ebene der

Gentranskription ein (Darnell, 1982; Serfling et al,1985a).
Aufgrund der neuen Techniken der Genklonierung und in vitro
Manipulation an klonierten Genen wurden in den letzten Jahren
etliche Informationen iiber die Regulation der Transkription bei
Eukaryonten erhalten. Diese scheint im Prinzip auf ahnlichen
Mechanismen zu basieren, die bereits fir Prokaryonten beschrieben
wurden: auf der Interaktion von cis-wirkenden DNA-Elementen mit

trans—-wirkenden Faktoren, Proteinen (Ptashne,1986).

Allerdings scheint die Organisation bei den Eukaryonten viel
komplexer zZu gsein. Zahlreiche, fir gewohnlich in der

5’flankierenden Region lokalisierte cis-wirkende DNA-Elemente,




regulieren im Zusammenspiel mit verschiedenen trans-wirkenden
Faktoren die genaue und effiziente Initiation der Transkription
(Serfling et al.,1985a). Die Promotorregion eines eukaryon-
tischen, proteinkodierenden Gens besteht in der Regel aus einem
konservierten AT-reichen DNA-Sequenzmotiv, der TATA-Box, die sich
meist 25-30bp 57 von der mRNA-Startstelle befindet
(Ubersichtsart. Serfling et al.,1985a). Durch Promotor—
kartierungsexperimente wurden fiir einige eukaryontische Gene zwei
wichtige "upstream" DNA-Elemente definiert: eine GG?CCAATCT
Konsensus—Sequenz, die CAAT-Box (Efstratiadis et al.,1980) und
eine $GGGCGGGGS -Sequenz, die GC-Box (Benoist und Chambon,1981;
Myers et al.,1981; Lebowitz und Ghosh,1982; Everett et al.,1983).
Diese Elemente befinden sich oft 40-100bp 5’ von der Startstelle
der Transkription und scheinen fiir die Effizienz der Initiation
der Transkription wichtig 2zu sein. Die Elemente sind nicht
absolut notwendig fiir die Funktion eines Promotors, koénnen aber

auch gemeinsam auftreten, wie z.B., beim Thymidinkinase-Gen des

Herpes Simplex Virus (McKnight et al.,1984).

Bei einigen Genen wird die Transkription auch iiber sogenannte
"Enhancer" reguliert, Dies sind ebenfalls cis-wirkende
DNA-Elemente, die bis 2zu 100-200bp groB sein konnen, und
unabhéngig von der Orientierung und Entfernung die Transkription
eines benachbarten Promotors aktivieren kdnnen. In der Regel wird

der nédchstgelegene Promotor bevorzugt stimuliert (Ubersichtsart.

Serfling et al.,1985a). Enhancer kénnen 5° oder in manchen
Fdllen auch 3’ von der Transkriptionsstartstelle lokalisiert
sein., Es gibt kein Sequenzmotiv, das fir alle Enhancer gemeinsam

ist, Jjedoch ist fiir viele Enhancer das Vorhandensein eines oder

mehrerer wiederholter Sequenzmotive charakteristisch.




Es wurden auch etliche DNA-Elemente charakterisiert, die nur
unter bestimmten Bedingungen, in Anwesenheit eines Induktors, als
Enhancer wirken. Ein klassisches Beispiel dafiir ist das HRE
(hormone responsive element) des Maus Mammary Tumorvirus (MMTV),
das nur in Anwesenheit eines aktivierten Glucocorticoidrezeptors
Enhancer—Aktivitat ausiibt (Chandler et al.,1983; Ponta et

al.,1985)

In letzter Zeit ist eine genaue Abgrenzung zwischen Enhancer und

"upstream” Element nicht mehr méglich, da gefunden wurde, daB
beide strukturell und funktionell iiberlappen kénnen.
Beispielsweise kann die unmittelbare 5'Region des Maus

Metallothioneingens als induzierbarere Enhancer wirken, wenn sie

von der TATA-Box losgelost wird (Serfling et al.,1985b).

Méglicherweise ist ein Enhancer gar nicht so sehr eine
strukturelle Einheit mit klar definierten Grenzen, wie
urspringlich angenommen, sondern viel eher wird durch die

Kombination von verschiedenen DNA-Motiven ein Enhancer-Effekt

erzielt (Sassone-Corsi und Borrelli,1986).

Uber Transkriptionsstudien in zellfreien Extrakten konnten in
letzter Zeit einige trans-wirkende Faktoren identifiziert werden,
die mit spezifischen Promotorsequenzen interagieren. Als erstes
wurde der GC-Box bindende TFaktor SPl beschrieben ( Dynan und
Tjian,1983; Ubersichtsart. Kadonaga et al.,1986). Inzwischen
konnten auch Faktoren, die an die TATA- bzw. CAAT- Box binden in
Drosophila und S&dugerzellen identifiziert und isoliert werden
(Davidson et al.,1983; Parker und Topol,1984; Jones et al.,1985;
Cohen et al.,1986; Jones et al.,1987).




SchlieBlich konnte auch die Wirkung der Enhancer-Elemente auf die
Interaktion mit trans-wirkenden Faktoren zuriickgefiihrt werden.
Dies war zundchst durch in vitro Kompetitionsexperimente gezeigt
worden (Schéler und Gruss, 1984) und dann in in vitro
Transkriptionssystemen (Sassone-Corsi et al.,1985), womit dann
letzlich die Moglichkeit gegeben war, solche Faktoren =zu
isolieren. So konnte ein Faktor aus HelLa-Zellen gereinigt werden,
der mit einigen Enhancer-Elementen, z.B. dem Enhancer des
Adenovirus 2 El-Gens und dem des Immunoglobulin schwere Kette
Gens (IgH) interagiert (Sassone-Corsi et al.,1985). Einen
generellen Enhancer-bindenden Faktor gibt es jedoch nicht. So
kann z.B. der Polyoma Virus Enhancer nicht mit dem SV40 Enhancer
in einem Transkriptionsexperiment in zellfreiem Extrakt
kompetitieren, obwohl beide Enhancer sehr #@#hnliche Sequenzmotive
beinhalten (Sassone-Corsi et al.,1985; Piette et al.,1985).
Mittlerweile konnten weitere Enhancer-bindende Faktoren
identifiziert werden: c—-fos (Treisman, 1986; Prywes und
Roeder,1986), Octamersequenz im IgH-Gen (Singh et al.,1986),
Insulin (Ohlsson und Edlund,1986) und der Faktor APl, der an den
Sv40 Enhancer und den Basal Level Enhancer des

Metallothioneingens bindet (Lee et al.,1987).

Neuerdings wurden fiir viele eukaryontische Gene auch negative
Regulationsmechanismen beschrieben, die ebenfalls auf dem
Zusammenspiel von cis-wirkenden DNA-Elementen und trans—wirkenden
Faktoren beruhen. Das bestcharakterisierte Beispiel eines
trans—-wirkenden Repressors ist das groBe T—-Antigen von SV40, das
die Synthese der frithen Virusproteine und damit auch seine eigene

reprimiert (Rio et al.,1980; Myers et al.,1981). In den meisten
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Fdllen jedoch, wo DNA-Sequenzen mit negativem Effekt auf die
Transkription beschrieben wurden, miissen die die Wirkung

vermittelnden Faktoren noch identifiziert werden.

Neben diesen beobachteten generellen Kontrollmechanismen fiir die
Expression von Genen, gibt es auch gewebespezifische. Erste
Hinweise iiber die Existenz von gewebespezifisch wirkenden

Faktoren bei der Genexpression wurden aus genetischen Studien

somatischer Zellen gewonnen (Ubersichtsart. Ephrussi,1972;
Weiss, 1982). Durch Zell-Fusionsexperimente wurden im Zytoplasma
Faktoren gefunden, die die Expression von gewebespezifisch

exprimierten Genen ausldschen oder aktivieren konnen (Kahn et
al.,1981; Mevel-Ninio und Weiss,1981; Blau et al.,1983; Killary
und Fournier,1984; Petit et al.,1986). Es ist jedoch wenig
dariiber bekannt, wie diese Faktoren ihre sowohl positive als auch
negative Wirkung auf die Zielgene ausiiben.

Mit Gentransferexperimenten, die die Untersuchungen eines
isolierten Gens in vivo erlauben, konnten etliche cis-wirkende
Elemente identifiziert werden, die fiir die gewebespezifische
Expreséion eines Gens verantwortlich sind. Als erstes genetisches
Element, das eine Zellspezifitédt vermittelt, wurde der Enhancer
des IgH-Gens von der Maus beschrieben (Gillies et al.,1983;
Banerji et al.,1983; Mercola et al.,,1983), der innerhalb des

ersten Exons lokalisiert ist, alsoc 3’ vom Promotor und nur in
lymphoiden Zellen funktionell 1ist. Inzwischen konnten fiir das
IgH-Gen noch weitere Promotorelemente (Mason et al.,1985;

Grosschedl wund Baltimore,1985) und sogar intragenische Sequenzen
(Grosschedl und Baltimore,1985) identifiziert werden, die alle

zur gewebespezifischen Expression dieses Gens beitragen.
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Weitere gewebespezifische cis-wirkende Elemente wurden fiir
folgende Gene entdeckt: Ratten Chymotrypsin und Insulin (Walker
et al.,1983; Edlund et al.,1985; Boulet et al.,1986), Maus
Immunoglobulin k (Picard und Schaffner,1984), Ratten Elastase
(Ornitz et al.,1985), Ratten Albumin (Ott et al.,1984), Ratten
Aktine (Melloul et al.,1984; Shani,1986); Hiihner Krystalline
(Okazaki et al.,1985; Hayashi et al.,1985), Maus aA-Krystallin
(Chepelinsky et al.,1985), Mensch Retinol Binding Protein
(D’Onofrio et al.,1985); Mensch «1-Antitrypsin (Ciliberto et
al.,1985), Huhn Lysozym (Theisen et al.,1986); Maus
a~-Foetoprotein (Godbout et al.,1986), Maus Albumin (Gorski et
al.,1986), Wachstumshormon wvon Ratte und Mensch (Nelson et
al.,1986; Crew und Spindler,1986; Cattini et al.,1986) Und

Drosophila Dotterprotein 1 (Garabedian et al.,1986).

Einige dieser Elemente besitzen Enhancer-Eigenschaften und
konnten auf den Genen in einem Bereich wvon -300 bis -100
(Insulin, Chymotrypsin, Huhn a-Krystallin) oder sehr weit 5°
(a~Foetoprotein,Lysozym) oder innerhalb eines Introns (IgH)
lokalisiert werden. Die Gewebespezifitdt scheint bei einigen
Genen unabhéngig durch Enhancer- und Promotor—-Elemente vermittelt
zu werden (IgH, Insulin, Drosophila Dotterprotein), wédhrend sie
bei anderen npur durch die Kombination beider Elemente erreicht
wird («~Foetoprotein). Bei vielen Genen ist ein kurzes
Promotorelement von 100 bis 200 bp ausreichend fiir die

gewebespezifisch regulierte Expression (6-Krystallin, Elastase,

Albumin).

Bisher wurden also etliche Enhancer und Regulationselemente

beschrieben, die fiir die gewebespezifische Regulation von Genen
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verantwortlich sind oder dazu beitragen. Allerdings konnte bisher
kein genereller Regulationsmechanismus beschrieben werden. Die
Gewebespezifitdt von Genen scheint auf einem sehr komplexen
System aus Faktoren und Elementen zu basieren. Ein Ansatz, mehr
Einblick in solche komplexe Mechanismen zu gewinnen, konnte die
Analyse eines Gens in einem heterologen, aber dennoch
gdewebespezifischen System darstellen, zum Beispiel die
Untersuchung der gewebespezifischen Regulation eines Froschgens
in Sé&ugerzellen. Méglicherweise kénnten damit sehr wichtige

konservierte Regulationsmechanismen entdeckt werden.

Das Albumingen, das h#dufigste Plasmaprotein 1in Vertebraten
(Ubersichtsart. Rosenocer et al.,1977), stellt ein gutes Modellgen
zur Untersuchung der gewebespezifischen Regulation und der damit
involvierten Faktoren dar. Es wird in grofBen Mengen

ausschlieBlich nur in einem Gewebe, der Leber, synthetisiert und

sezerniert. Die Albuminexpression in einigen Amphibienspezies
wird im Gegensatz zu Saugern durch verschiedene Faktoren
moduliert., So erhoht sich wdhrend der Metamorphose die Menge an

Albumin mRNA um das Zehnfache (Ledford und Frieden,1973); dies
wird wahrscheinlich durch das Schilddriisenhormon Trijodothyronin
(Ta) ausgelost (Ryffel, unveroffentlicht). Weiterhin konnte
gezeigt werden, daB UOstrogen die Albuminsynthese drastisch
reduziert (Kazmeier et al.,1985; Wolffe et al.,1985).

Der Krallenfrosch Xenopus laevis besitzt im Gegensatz zu den
meisten anderen Vertebraten zwei Albumingene, die fiir ein 68kd
und 74kd Albuminprotein kodieren. Vermutlich ist das Albumingen
als Teil einer Genomduplikation, die vor ca. 30 Millionen Jahren
stattfand, verdoppelt worden (Bisbee et al.,1977). Unterstiitzt
wird diese Hypothese durch die Klonierung von DNA (cDNA), die zu

zwel engverwandten Albumin mRNAs komplementdr ist (Westley et
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al.,1981). AuBerdem besitzt Xenopus tropicaiis, der vermutlich
dem diploiden Vorfahren des Xenopus laevis sehr dhnlich ist, nur
ein Albumin mit einem Molekulargewicht vom 68kd (Bisbee,1977;
Westley und Weber,1982).

Nach dieser Genomduplikation haben sich die beiden entstandenen
Gene so auseinander entwickelt, daB sie nun fiir zwei Proteine
unterschiedlichen Molekulargewichts kodieren und unterschiedlich
exprimiert werden. Der Unterschied im Molekulargewicht dieser
beiden Proteine ist hauptsdchlich darauf zuriickzufiithren, daB das
74kd Albumin im Gegensatz zum 68kd Albumin glykosyliert ist. Das
Translationsprodukt des 74kd Albumin ist nur gerigfigig gréBer
als das des 68kd Albumins (Westley und Weber,1982). Das 74kd
Albumin ist im Blut des Xenopus laevis zweimal haufiger vertreten
als das 68kd Albumin, was darauf zuriickzufiithren ist, daB die

Leber zweimal mehr 74kd mRNA enth#élt (Westley et al.,1981).

Un die Regulation dieser Albumingene und ihre Unterschiede genau
zu untersuchen wurden beide Gene isoliert (May et al.,1982).
Elektronenmikroskopische Untersuchungen der Gene 2zeigten, daB
beide 15 Exons besitzen. Die GréBen der sich entsprechenden Exons
beider Gene sind jeweils fast identisch und sehr dhnlich zu denen
der Sédugergene. Fiir die Xenopus Albumingene wurde ein &hnliches
Muster an wiederholten Exonbereichen gefunden, das bereits schon
fiir das Maus Albumingen entdeckt wurde (May et al.,1983): Im Maus
Albumingen bestehen die mittleren 12 der 15 Exons aus einer
dreifachen Wiederholung von 4 Exons (Kioussis et al.,1981). Durch
Sequenzierung dieser Bereiche im Rattenalbumingen konnte gezeigt
werden, daB diese drei aus 4 Exons bestehenden wiederholten
Bereiche den drei Strukturdoménen des Serumalbumins entsprechen
(Jagodzinski et al., 1981). Aufgrund der Aminosduresequenz wird

vermutet, daB Albumin aus zwei intragenischen Duplikationen einer




14

primitiven Domaéne hervorgegangen ist (Brown,1976).

Die Albuminvorléufergene der Amphibien und der S&duger haben sich
wahrscheinlich erst nach der Evolutin der 15 Exon-Struktur weiter
auseinander entwickelt (May et al.,1983). Bei den Séaugern folgte
eine Genomduplikation, durch die das heutige Albumingen und
a—-Foetoproteingen entstanden sind (Ingram et al.,1981), wdhrend
beim Ur-Xenopus eine Genomduplikation zur Entstehung der beiden
Albumingene des Xenopus laevis fiihrte.

Bei den Séugern werden die beiden engverwandten Albumin- und
a—-Foetoproteingene entwicklungs- und gewebespezifisch reguliert.
Im Foetus 1ist das «a-Foetoprotein das vorherrschende Protein
sowohl 1in der Amnionfliissigkeit als auch im Serum. Nach der
Geburt sinkt im Serum der Anteil an «-Foetoprotein drastisch ab,
wihrend die Albuminsynthese um ein Vielfaches ansteigt und das
Albumin die Rolle des o«o—-Foetoproteins als Hauptserumprotein
iitbernimmt (Ubersichtsart. Tilghman,1985).

Beim Xenopus laevis werden die beiden Albumingene ebenfalls

gewebespezifisch in der Leber exprimiert.
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Ziel meiner Dissertation war die Definition von DNA-Elementen,
die die gewebespezifische Expression der Albumingene des Xenopus
laevis vermitteln.

Um solche cis—-wirkende Elemente zu erfassen, muBte zunédchst im
ersten Teil meiner Arbeit, das 5’Ende beider Gene charakterisiert
werden. Durch Sequenzierung und auf diesen Daten basierenden
Untersuchungen der Albumin mRNAs in vivo sollten Promotorregion
und Exonsequenzen Kkartiert werden. Anhand der Sequenzdaten
sollten auch Aussagen iiber die Verwandtschaft der beiden Xenopus
Albumingene untereinander und zZu den Albumin- und

a~Foetoproteingenen der Sduger gemacht werden kodnnen.

Aufgrund der erhaltenen Daten iliber die Feinstruktur der Gene war
es schlieBlich méglich Albuminhybridgene zu konstruieren. Diese
Hybridgene wurden dann im zweiten Teil der Arbeit zur
Identifizierung von Regulationselementen fiir die konstitutive und

gewebespezifische Expression der Gene eingesetzt.
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1. Chemikalien, Radioisotope und Arbeitsmittel

Acetyl Coenzym A
Acrylamid

Actinomycin D

Agarose Typ II, Typ IV
Alkalische Phosphatase (CIP)

Ammoniumperoxodisulfat

Ampicillin
Bacto—Agar
Bacto-Hefeextrakt

Bacto-Trypton

Bakterienplatten (8cm)

Bal3l-Exonuklease
Biogel P60
Caesiumchlorid

Diethylpyrocarbonat

desoxy—Nukleosidtriphosphate

didesoxy—-Nukleosidtriphophate

Dimethyldichlorsilan
Dimethylsulfoxid
Dithiothreitol

DNA Sequencing Kit

DNase (RQ1, RNase frei)

DNA Polymerase I (Klenow)

Ethidiumbromid

Eucaryotic Transcription System

Pharmacia, Freiburg
Serva, Heidelberg
Sigma, Miinchen
Sigma, Minchen
Boehringer, Mannheim
BioRad, Miinchen
Sigma, Miinchen

Difco Laboratories,
Difco Laboratories,
Difco Laboratories,
Greiner, Niirtigen
Gibco-BRL, Karlsruhe
BioRad, Miinchen
Biomol, Ilvesheim
Sigma, Miinchen
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Fluka, Neu-Ulm
Fluka, Neu-Ulm
Gibco-BRL, Karlsruhe
New England Nuclear,
Genofit, Heidelberg
New England Biolabs,
Sigma, Miinchen

Gibco-BRL, Karlsruhe

Detroit
Detroit

Detroit

Dreieich

Schwalbach
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FCS

Folin—-Reagenz

Glasplatten fir Elektrophorese
Haftsilan

Harnstoff

HEPES

Kieselgel-DC-Platten
Lachs-Spermien DNA, Typ III
Linker~DNA

Lysozym

Mikrotiterplatten

M-MLV Reverse Transkriptase
Ml13-Pentadecamer (Primer)
MS 222

NACS—-Prepac-Sédulen
Nitrozellulose~Filter
N,N’-Methylen-bisacrylamid
Nukleosidtriphosphate
Penicillin/Streptomycin (10U/pul)
Polyethylenglycol

PIPES

Proteinase K

PVP

Quickszint

Restriktionsendonukleasen

Gibco, Karlsruhe
Fluka, Frankreich
Merck, Darmstadt
Renner, Dannstadt

Wacker Chemie, Miinchen

BioRad, Miinchen
Sigma, Miinchen

Machery und Nagel, Diiren

Sigma, Miinchen

New England Biolabs, Schwalbach

Boehringer, Mannheim
Greiner, Nirtingen
Gibco-BRL, Karlsruhe
New England Biolabs, Schwalbach
Sigma, Miinchen
Gibco-BRL, Karlsruhe

Schleicher a Schiill, Dassel

BioRad, Miinchen
Boehringer, Mannheim
Gibco, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Zinsser, Frankfurt
ABL, Basel
Boehringer, Mannheim
Gibco-BRL, Karlsruhe
Promega Biotec, Heidelberg

Pharmacia, Freiburg



RNase A

RNase T

RNasin

transfer-RNA (Kalbs-Leber)
SP6 RNA-Polymerase

T4 DNA-Ligase

T4 Polynukleotid-Kinase
TEMED

Tris

Trypsin

Whatman GF/C-Filter
Whatman 3MM Papier

Zellkulturschalen
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D~threo—(dichloroacetyl-1-14¢C)~

Chloramphenicol (7.4MBq/ml,
1.96 GBq/mmol)

Boehringer,

Mannheim

Sigma, Miinchen

Promega Biotec, Heidelberg

Boehringer,
New England
Boehringer,

New England

Mannhein
Biolabs,Schwalbach
Mannheim

Biolabs,Schwalbach

BioRad, Miinchen

Sigma, Miinchen

Gibco, Karlsruhe

Bender und Hobein, Karlsruhe

Bender und Hobein, Karlsruhe

Falcon, Becton u. Dickinson,

Heidelberg

Amersham

¥—32P ATP(370MBq/ml,>185 TBq/mmol) Amersham

a—-32P GTP(370MBq/ml,>15 MBq/mmol) Amersham

a—-32p UTP(370MBq/ml,>110 MBgq/mmol) Amersham

a—35SdATP(296MBq/ml, >14.8TBq/mmol) Amersham

Buchler,Braunschweig

Buchler,Braunschweig
Buchler,Braunschweig
Buchler,Braunschweig

Buchler,Braunschweig
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2. Bakterien und Zellen

Bakterien und Phagen

E. coli RR1 M15 F-, hsd 820, ara-14, pro A2, lac Y1, ton AZ21,
sup E44, a-;
erhalten von U. Riither, Heidelberg

E. coli 71/18 F', lacJ, lacz, M15, pro*, sup E;
erhalten von R. Cortese, Heidelberg

Phage IR-I erhalten von R. Cortese, Heidelberg

Eukaryontische Zellen

BWIJ | Subklon der Maus Hepatoma-Zellinie BW (Szpirer
und Szpirer,1975), isoliert von Cassio und
Weiss (1979)
erhalten von M.C., Weiss, Paris

LTK- Maus—L-Zellderivat, Thymidinkinase-Defekt,
tumorigen
erhalten von N. Hynes, Bern

NIH 3T3 entspricht der 3T3-Zelle der American Type
Culture Collection; zeigt Dichte—-abhangige
Wachstumskontrolle

erhalten von P. Gruss, Heidelberg
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3. Kulturmedien

L-Broth:
2% Bacto—-Trypton, 0.5% Bacto-Hefeextrakt, 1% NaCl
SOB-Medium:
0.5% Bacto-Hefeextrakt, 2% Bacto-Trypton, 10mM NaCl,
2.5mM KCl, 10 mM MgClz, 10mM MgSOs
S0C-Medium;
SOB mit 20mM Glucose
EMB-Agar:
1% Bacto—-Trypton, 0.1% Bacto-Hefeextrakt, 0.5% NaCl,
2% Lactose, 0.056% Kz2HPOsa, 0.1% Eosin Y, 0.0016% Methylen-
blau, 1.5% Bacto—-Agar
Minimal-Platten:
1% K2HPO4, 0.45% KH2POsa, 0.1% (NHa)2S04, 1.05%
NaCitratx2H20; 0.02% MgS0O4, 0.0005% Vitamin Bi,
0.01% Casaminoacids, 0.1% Glycerin, 1.5% Bacto—Agar
Bakterien-Selektionsmedium:

L-Broth mit 100pg/ml Ampicillin

Kulturmedium fiir BWIJ-Zellen:
modifiziertes Ham F12 Medium (Coon and Weiss,1969) mit
5% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin

Kulturmedium fiir LTK-- und NIH3T3-Zellen:
DMEM, 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin
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METHODEN

ALLGEMEINE ARBEITSMETHODEN

1. Bestimmung von Nukleinsédurekonzentrationen

Die Konzentration von Nukleinsduren in einer wéaBrigen Losung
wurde iiber deren optische Dichte bestimmt. Dazu wurde ein
Spektrum von 320 bis 220 nm aufgenommen. Einer ODzeo = 1
entsprechen 50pg/ml doppelstrédngige DNA, 40pg/ml RNA oder 20pg/ml
Oligonukleotid DNA. Aus dem Verlauf des Spektrums wird die
Verunreinigung der Nukleinsédurelosung ersichtlich: die ODzso

sollte héchstens 70% der ODz2so betragen.

2. Extraktion von Nukleinséduren

Zur Trennung der Nukleinsduren von Proteinen fiithrt man eine
Phenol/Chloroform-Extraktion durch.

Das Extraktionsvolumen sollte mindestens 50ul betragen. Ein
Volumen nukleinsdurehaltige Losung wurde mit einem gleichen
Volumen Phenol (geséattigt mit 100mM Tris-HC1l pH7.5 ,100mM NaCl,
5mM EDTA) und einem gleichen Volumen Chloroform/Isoamylalkohol
(24:1) kraftig durchgemischt und kurz zentrifugiert. Die -
nukleinsdurehaltige Oberphase wurde noch zweimal mit gleichem

Volumen Chloroform/Isocamylalkohol extrahiert.
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3. Fdllung von Nukleinsduren

Die nukleinséurehaltige Losung wurde mit NaAc pH4.8 oder mit NaCl
auf eine Endkonzentration von 0.2M gebracht und mit 2.5fachem
Volumen absolutem Ethanol oder mit gleichem Volumen Isopropanol
versetzt. Nach einer angemessenen Inkubationszeit von 30min bei
-80°¢C oder iiber Nacht bei -20°C wurden die ausgefallenen
Nukleinsduren 10min bei 8800xg abzentrifugiert, in 80%igem
Ethanol gewaschen, nochmals zentrifugiert und anschlieBend unter

Vakuum getrocknet.

DNA KLONIERUNGSTECHNIKEN

1. Restriktionsverdau

Eine Enzymeinheit ist definiert als die Menge Enzym, die lug
Lambda Phagen DNA in einer Stunde vollstdndig verdaut. Meist
wurde pro pg DNA ein 2-3facher UberschuB8 an Enzym verwendet, um
einen vollstdndigen Verdau zu gewdhrleisten. Bis auf wenige
Ausnahmen wurde fiir die meisten Enzyme als Reaktionspuffer
0’Farrells Universalpuffer (3.3mM TrisAcetat pH7.9, 6.6mM
KAcetat, 10mM MgAcetat, 0.05mM DTT und 10ug/ml nuklease-freies
BSA) bei 37°¢C verwendet. Das Volumen betrug 10pl/pug =zu
verdauender DNA. Ansonsten wurden die vom Hersteller fiir jedes

Enzym individuell empfohlenen Puffer—- und Reaktionsbedingungen

eingehalten.
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2. Herstellung von Bal3l-Deletionen

25ug geschnittene und gereinigte Plasmid DNA wurde in 300ul
Bal31l-Puffer (12mM CaClz, 12mM MgClz, 600mM NaCl, 1lmM EDTA, 20mM
Tris-HC1l pH 8.1) mit 6 Einheiten Bal3l bei 37°C inkubiert. In
30s—-Abstédnden wurden dem Reaktionsgemisch je 75ul entnommen;
diese wurden mit EGTA zu einer Endkonzentration von 20mM
versetzt. Auf diese Weise wurden Deletionen von 4 Zeitpunkten
erhalten, deren GroBen sich um ca. 100Bp unterschieden. Durch
Variation der Zeitabstdnde konnten entsprechend unterschiedlich
groBe Deletionen erzielt werden. Die deletierten DNA-Fragmente
wurden anschlieBend durch eine Phenol/Chloroform—Extraktion und

nachfolgende Ethanolfallung gereinigt.

3. Auffiillen von 5’'Uberhédngen

lpg gereinigte Plasmid-DNA wurde in 10pl 7mM Tris-HC1l pH7.5, TmM
MgCl:z, 50mM NaCl, ImM DTT mit 0.2-0.5U DNA-Polymerase I
(Klenow-Fragment) fiir bHmin bei Raumtemperatur vorinkubiert,
anschlieBend mit 0.5pl dNTP-Mix (10mM dNTPs). Nach 30min bei
Raumtemperatur wurde die Reaktion durch Zugabe von lpl 0.2M EDTA
pH8.0 abgestoppt. Durch Phenol-Extraktion und anschlieBende

Extraktion mit Ether wurde die DNA gereinigt, und schlieBlich mit

Ethanol ausgefallt.

4, Dephosphorylierung von DNA

4.1. 5°tberhéange

Restriktionsverdaute, gereinigte DNA wurde mit 4 Einheiten

alkalischer Phosphatase " aus Kédlberdarm in 50ul 50mM Tris-HC1
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pHS. 0, lmM MgClz, O0.lmM ZnClz, 1mM Spermidin 60min bei 37°C
inkubiert. Nach der Halfte der Inkubationszeit wurden weitere 4

Einheiten Enzym zugegeben.

4.2. 3’Uberhange und blunt end DNA (DNA mit stumpfen Enden)
Die Inkubation erfolgte 16min bei 37°C gefolgt von 15min 56°C ;
nach erneuter Enzymzugabe wurde dies noch einmal wiederholt.

Sonast waren die Bedingungen wie oben beschrieben.

5. Auftrennung von DNA-Fragmenten

Zur Auftrennung wurden Jje nach GréBe der Fragmente Agarosegele
(Fragmente groBer als 0.6kb) oder Polyacrylamidgele (Fragmente

kleiner als 0.6kb) verwendet.

5.1. Agarosegel

0.8% bis 2% Agarose Typ II oder Typ VII (low gelling temperature)
wurden in 50ml Laufpuffer (40mM Tris-HCl, 1lmM EDTA, 20mM NaAcetat
pHB8.2) durch Erhitzen gelost und der Gelldsung wurden 0.3ug/ml
Ethidiumbromid zugesetzt. Die Gellodsung wurde in eine 7.5x13.5cm
grofBe Kammer gegossen und mit Hilfe eines Kammes wurden Taschen
zum Auftrag der Proben ausgespart. Das Gel wurde mit Laufpuffer
iiberschichtet. Die Auftrennung erfolgte bei 50-100V. Uber einem
UV-Lichtkasten (320pm) konnten die DNA-Fragmente sichtbar gemacht

und photographiert werden.

5.2. Polyacrylamidgel

Es wurden 6%ige Acrylamidgele aus einer Stammlosung mit 29 Gew.%
Acrylamid wund 1 Gew.% N,N’-Methylenbisacrylamid hergestellt. Die
Endkonzentrationen im Gel waren: 90mM Tris, 90mM Borséure, 2.5nM

EDTA pH 8.3 , 0.03% TEMED und 0.07% Ammoniumperoxodisulfat. Die
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Gele waren 12x15cm groB und O.lcm dick. Die verwendete
Gelapparatur entsprach der Vorschrift von Studier (1972). Die
Elektrophorese erfolgte in 90mM Tris, 90mM Bors&dure, 2.5mM EDTA
pH8.3 bei 120-300V. Nach der Elektrophorese wurden die Gele 15min
in Laufpuffer mit lug/ml Ethidiumbromid geféarbt, um dann die DNA

im UV~Licht sichtbar 2zu machen.

Filr beide Gelarten wurden die DNA-Proben in 10% Glycerol, 10mM

EDTA, 0.1% SDS und 0.02% Bromphenolblau aufgetragen.

6. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Gelen

6.1. aus Agarosegelen

Die DNA wurde in einem Agarosegel Typ VII (low gelling
temperature) aufgetrennt. Das Gelstiick mit dem 2zu isolierenden
Fragment wurde ausgeschnitten und 10min bei 68°C geschmolzen, mit
dem 4fachen Volumen 0.25M NaCl in TE (10mM Tris-HC1l pH 8.0, 1mM
EDTA) versetzt und nochmals 10min bei 68°C inkubiert.
AnschlieBend wurde die Losung auf 42°C abgekiithlt und iiber eine
NACS Prepac Sdule geschickt. Die Sdule war zuvor mit 3ml 2M NaCl
in TE hydratisiert und mit 5ml Bindungspuffer é&quilibriert
worden. Der Bindungspuffer bestand fiir doppelstrédngige Fragmente
von weniger als 1lkb GroBe aus 0.2M NaCl in TE und bei Fragmenten
groBer als 1lkb aus 0.5M NaCl in TE. Die DNA-Losung wurde zweimal
iiber die Sdule geschickt, um sicherzustellen, daB das zu
reinigende Fragment méglichst quantitativ an die Sdule gebunden

wurde. AnschlieBend wurde die S&aule mit 5x 1ml 42°C warmem
Bindepuffer gewaschen. Das gebundene Fragment wurde dann mit 4x
100pl Elutionspuffer (1M NaCl oder 2M NaCl in TE) abgeldst und

mit 800pl Isopropanol gefdallt.
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‘6.2. aus Polyacrylamidgelen

Die DNA wurde iiber Nacht bei 50°C (Oligonukleotide bei 37°C) aus
dem Gelstiick in 0.2M NaCl in TE oder in Hz20 eluiert und
anschlieBend iiber eine NACS Prepac Sidule wie oben beschrieben

gereinigt.

7. Ligation

7.1. in wéBriger Losung

Die DNA-Fragmente wurden in einem molaren Verh#@altnis von 1:1
gemischt wund mit 0.1 Einheiten T4 DNA Ligase pro pmol Enden
versetzt, Die Inkubation erfolgte in 20-50ul 20mM Tris-HC1l pH7.5,
10mM MgClz, 250pg/ml BSA und 3mM ATP bei 15°C fur mindestens 3h.

7.2, im Agarosegel

Haufig wurden die DNA-Fragmente nicht erst aus dem Gel isoliert,
sondern noch im Gel ligiert. Dazu wurden die DNAs in Agarose Typ
VII (low gelling temperature) aufgetrennt, ausgeschnitten und die
miteinander zZu ligierenden Fragmente zusammeﬁgegeben.
AnschlieBend wurden die Gelstiicke 1l0min bei 68°C geschmolzen, auf

420¢ abgkiihlt, mit Reaktionspuffer und mit T4 DNA Ligase

versetzt. Die Reaktion erfolgte unter sonst gleichen Bedingungen
wie oben beschrieben nur in einem etwas groéBeren Volumen
(60-150p1).

7.3. Ligation von Linkern

lug Linker wurden mit 5 Einheiten Polynukleotidkinase in
Anwesenheit von 10mM ATP phosphoryliert. Die Inkubation erfolgte

in 10pl 70mM Tris-HC1l pH7.6, 10mM MgClz iiber 60min bei 37°C.
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2ul dieser phophorylierten Linker wurden zu lug gereinigter blunt
end DNA gegeben. Die Ligation erfolgte iiber Nacht bei 15°C in
10pl 70mM Tris—-HCL pH 7.5, 7mM MgClz, 0.07mM ATP mit 1 Einheit T4
DNA Ligase. Um das Enzym zZu inaktivieren, wurde die
Reaktionsmischung anschlieBend 10min bei 68°C inkubiert. Durch
einen naéhfolgénden Restriktionsverdau wurden die Linkerketten
getrimmt., Dazu wurde die abgekiihlte Reaktionslésung auf das
doppelte Volumen gebracht und mit konzentriertem Enzympuffer auf
die fir das jeweilige Restriktionsenzym notwendige
Salzkonzentration gebracht. Der Restriktionsverdau wurde mit
40-60 Einheiten Enzym iiber 3h durchgefiihrt. Auf einem Agarosegel

wurde die DNA von den iiberschiissigen Linkern abgetrennt.

8. Klonierung von Oligonukleotiden

Die Oligonukleotide wurden auf einem Gene Assembler von Pharmacia
nach Gebrauchsanweisung synthetisiert. Die synthetisierten
Olignukleotide wurden iiber Nacht in 1ml 25% Ammoniak aus der
Kassette losgelost. Je 1ul der beiden komplementdren
ammoniakalischen Oligonukleotidldésungen wurden zusammen in der
Vakuumzentrifuge getrocknet wund in 100pl 6.25mM Tris—-HCl pH8.5,
3mM MgClz gelost. Davon wurde eine 1:50 Verdiinnung im gleichen
Puffer zur Annealing—Reaktion auf 100°C gebracht und anschlieBend
langsam auf 30°C abkiihlen lassen. 2ul von diesem Annealing-Ansatz

wurden mit 100ng Vektor in 40pl Volumen nach Standardprotokoll

ligiert,
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9. Trangformation von Bakterien

Je nach Klonierungsabsicht und dem entsprechend verwendeten
Bakterienstamm erwiesen sich unterschiedliche Transformations-
protokolle als optimal. Zur Erzielung einer besonders hohen
Transformationseffiziensz (z.B. zZur Klonierung von Bal3l-
Deletionen) wurden Bakterien des Stammes E.coli RRI M1l5 nach dem
Protokoll von Hanahan (1983) transformiert. Wahrend zur
Transformation von sauberer Plasmid DNA (z.B. zur Gewinnung von
einzelstriéngiger DNA) Bakterien des Stammes E.coli 71/18 mit der

CaClz-Methode (Cohen et al.,1973) transformiert wurden.
9.1. nach Hanahan (1983)

Eine ©Einzelkolonie E.coli RRI M1l5 wurde in 10ml SOB-Medium
iiberimpft wund iiber Nacht bei 37°C unter konstantem Schiitteln
inkubiert. Am ndchsten Tag wurden davon 0.lml in 50ml SOB-Medium
verdiinnt und bis zu einer ODsso von 0.45-0.55 wachsen gelassen.
Dann wurden die Bakterien in 10ml Portionen bei 4°C und 670xg
abzentrifugiert. Das Bakteriensediment wurde in 3.3ml TFB (10mM
K-MES pH6.2, 100mM RbC1l, 45mM MnClz, 10mM CaClz und 3mM
HexaminCoCla) resuspendiert und 10-15min auf Eis gehalten. Nach
erneutem Abzentrifugieren wurden die Zellen in 0.8ml TFB
aufgenommen und weiterhin auf Eis inkubieft» In bSminiitigen
Abstdnden wurden die Zellen mit je 28upl DMSO, 28l DTT-(2.25M)
und weiteren 28pl DMSO versetzt. A

210pl dieser nun kompetenten Bakterienzellen wurden mit 2-5pl
eines Ligationsansatzes ( mit hochstens 100ng DNA ) versetzt und
30min auf Eis gestellt. AnschlieBend wurde das Gemisch 90s bei

42°C und 1-2min bei 37°C inkubiert. Dann wurden 0.8ml SOB-Medium
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zugegeben und der Transformationsansatz wurde 60min bei 37°C
konstant geschiittelt. WNach Zugabe von 2ml SOC-Medium wurden die
Bakterienzellen 5min bei 670xg abzentrifugiert, in 0.2ml

SOB-Medium resuspendiert und auf Selektivagarplatten iiber Nacht

bei 37°C inkubiert.
9.2. nach der CaClz-Methode

Eine Einzelkolonie wurde iiber Nacht in 10ml LB-Medium bei 37°C
hochwachsen gelassen. 1ml dieser Ubermachtkultur wurde in 100ml
LB-Medium verdinnt und anschlieBend bei 37°C bis zu einer ODeso
von 0.2 inkubiert. Die Bakterienzellen wurden 10min bei 4°C mit
1500xg abzentrifugiert, in eiskaltem 100mM CaClz resuspendiert
und 30min auf Eis stehen gelassen. Nach erneutem Abzentrifugieren
wurden die Bakterienzellen in 1lml eiskaltem 100mM CaClz
aufgenommen.

Zur Transformation wurden 100pl der kompetenten Zellen mit
10-100ng der zu transformierenden DNA oder mit 10 und 40 Vol%
eines Ligationsansatzes 15min auf Eis inkubiert. Dann wurde der
Ansatz 2Zmin auf 37°C erwédrmt, mit 0.5ml LB-Medium versetzt, Z2min
bei 42°C wund schlieBlich 45min bei 37°C inkubiert. Mit Hife von
Top-Agar (0.8% Agar in H20) wurden die transformierten Bakterien

auf Selektivagarplatten aufgebracht wund iiber Nacht bei 37°C

inkubiert.

10. Priéparation von einzelstréngiger DNA aus rekombinaten

EMBL-Plasmiden (Dente et al.,1983)

Bakterien des Stammes E.coli K12 71/18 wurden mit den Plasmiden
nach dem oben beschriebenen Protokoll transformiert, jedoch wurde

bei der Herstellung der kompetenten Zellen von einer
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Einzelkolonie ausgegangen, die auf Glucose/Minimalagarplatten
gewachsen war. Auf Minimalmedium konnen nur solche Bakterien
wachsen, die noch das Plasmid besitzen, das ein fiir die
Prolinsynthese notiges Gen tréagt. Auf diesem Plasmid ist
gleichzeitig auch die Information fiir die F-Pili-Synthese
gespeichert. Durch die Vorselektion wird also gewdhrleistet, daB
die zu transformiereden Bakterien alle F-Pili besitzen. Uber
diese F-Pili konnen die Bakterien mit Helferphagen infiziert
werden, mit deren Hilfe dann von den transformierten
pEMBL-Plasmiden einzelstrédngige DNA synthetisiert werden kann

(siehe Ubersichtsart. von Messing, 1983).

10.1 Titration und Vermehrung der Helferphagen

Eine Stocklésung von IR-I Phagen wurde in l0er Schritten in
LB-Medium verdiinnt und mit 0.2ml einer frischen E.coli K12 71/18
Kultur, die bis zu einer ODsso von 0.2 gewachsen war, auf
EMB-Agarplatten (Marvin and Hohn, 1969) ausgestrichen. Dieser
farbstoffenthaltende Agar erwies sich als besonders geeignet, die

kleinen triiben Phagenplaques besser sichtbar zu machen.

Zur Herstellung eines groBeren Phagenstocks wurde ein einzelner
Plaque (auf E.coli K12 71/18) mit lml LB-Medium 3h bei 37°C
inkubiert wund anschlieBend in 200ml LB-Medium verdiinnt. Nach
einer Ubernachtinkubation bei 37°C wurden die Bakterienzellen bei
3500xg abzentrifugiert, der die Phagen enthaltende Uberstand

titriert und schlieBlich bei 4°C aufbewahrt,

10.2. Gewinnung der einzelstradngigen DNA

Von einer rekombinanten Bakterienkolonie wurde eine 5ml
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Ubernachtkultur in LB-Medium mit 100pg/ml Antibiotikum angesetzt.
Davon wurden O0.1lml auf 5ml LB-Medium mit 100ug/ml Antibiotikum
verdiinnt und bis zu einer ODsso von 0.2 wachsen gelassen. Dann
wurden die Zellen mit einer MOI (multiplicity of infection) von
20 mit dem Helferphagen IR-I infiziert ( ca. 4x10° Phagen/ml )
und 6h unter Schiitteln weiterinkubiert. AnschlieBend wurden pro
Ansatz je 2x 1.5ml Bakterien- und Phagensupension 10min bei
8800xg zentrifugiert, der Uberstand wurde abgenommen, ein zweites
Mal zentrifugiert wund 1.2ml dieses Uberstandes wurden mit 150pl
20% PEG, 2.5M NaCl versetzt. Nach 10min Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die Phagen 10min bei 8800xg
abzentrifugiert, der Uberstand wurde vorsichtig abgekippt und die
prédzipitierten Phagenpartikel wurden nochmals kurz zentrifugiert.
Mit einer ausgezogenen Pasteurpipette wurde der restliche
Uberstand vorsichtig entfernt. Das Sediment wurde in 200pl 10mM
Tris—-HC1 pH 8.0, O0.1lmM EDTA aufgenommen und 30-60min bei
Raumtemperatur 16sen gelassen. AnschlieBend wurde durch eine
Extraktion mit 100pl Phenol (gesattigt mit 100mM Tris-HC1l pH 9.0,
10mM EDTA) die Proteinhille der Phagen entfernt. Die wédBrige,
einzelstrédngige DNA enthaltende, Oberphase wurde 2x mit 200pl
Chloroform extrahiert. Die einzelstrangige DNA wurde schlieBlich
in Gegenwart von 0.4M LiCl mit 2.5 Volumen Ethanol iiber Nacht bei
—-20°C ausgefdllt. Nach 10min Zentrifugation mit 8800xg wurde die
DNA noch einmal mit 80%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und
dann in 30 pl 10mM Tris-HCl p%8.0, 0.1mM EDTA aufgenommen. Um die
Ausbeute an einzelstrdngiger DNA und deren Qualitdt abzuschatzen,
wurden 5ul der DNA-Losung auf einem 1%igem Agarosegel
aufgetrennt. Das Verhédltnis der produzierten einzelstrédngigen DNA

zur Helferphagen DNA sollte 2:1 betragen.
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11. Praparation von Plasmid-DNA aus rekombinanten Bekterien

11.1. Préaparation kleiner Mengen Plasmid-DNA

1.5m1 eiper Ubernachtkultur (in L-Broth mit 35ug/ml Ampicillin)
wurden mit 8800xg zentrifugiert. Das Bakteriensediment wurde in
100pl Lysozymloésung (2mg/ml Lysozym, 50mM Glucose, 10mM EDTA und
25mM Tris—HC1l pHB.0) resuspendiert und 30min auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurden 200ul alkalische SDS-Losung (0.2M NaOH, 1%
SDS) =zugegeben, 5Hmin stehen gelassen, mit 150pu]1 3M NaAcetat
versetzt und 60 min auf Eis inkubiert. Nach 5min Zentrifugation
mit 8800xg wurde der Uberstand mit 1lml Ethanol versetzt, die
Plasmid-DNA 30min bei -80°C ausgef&llt und schlieBlich 10min mit
8800xg abzentrifugiert. Das Sediment wurde in 100pl 50mM Tris-HC1
pHB8.0, 100mM NaAcetat aufgenommen und erneut mit Ethanol gef&dllt.
Nach 10min Inkubation bei -80°C wurde die Plasmid DNA
abzentrifugiert, unter Vakuum getrocknet wund in 50pl 10mM

Tris—-HC1 pHB8.0, 0.1lmM EDTA aufgenommen.

11.2. Praparation von groBen Mengen Plasmid DNA (Birnboim und

Doly,1979)

200ml einer ~Bakterien Ubernachtkultur wurden bei 4°C mit 3600xg
abzentrifugiert. Das Zellsediment wurde in 10ml Lysozymlosung
aufgenommen, 30min auf Eis inkubiert, mit 20ml alkalischer
SDS-Lo6sung versetzt, Bbmin weiterinkubiert und schlieBlich wurden
15m1 3M NaAcatat pH4.8 zugegeben. Nach 60min Inkubation auf Eis
wurden die Zellfragmente und die hochmolekulare DNA 10min bei 4°C
mit 16800xg abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 100ml

Ethanol versetzt und 30min bei -80°C inkubiert. Die ausgefallene
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Plasmid DNA wurde 10min bei 4°C mit 10800xg abzentrifugiert und
in 10ml 50mM Tris—-HC1l pHS8.0, 100mM NaAcetat resuspendiert.
Nochmals wurde die Plasmid-DNA mit Ethanol gefdllt wund
schlieBlich in 50mM Tris-HC1l pH8.0, 1lmM EDTA aufgenommen. Zur
DNA-L6ésung wurde €sCl zu einer Endkonzentration 4.2M und 0.5ml
einer Ethidiumbromidlosung (10mg/ml) gegeben . Diese Lbésung wurde
in einem Beckman Vertikalrotor Typ 65 16h mit 55000rpm
zentrifugiert. Durch das C€CsCl bildete sich ein Dichtegradient
aus, in dem die Plasmid-DNA von der verbliebenen genomischen DNA
entsprechend ihrer verschiedenen Auftriebsdichten getrennt wurde.
Die plasmidhaltige Bande wurde mit einer Spritze abgezogen und
erneut unter denselben Bedingungen 6h zentrifugiert. Wiederum
wurde die plasmidhaltige Bande abgezogen, mit 2 Volumen H20
verdinnt, dreimal mit H20 gesdttigtem Butanol extrahiert und ohne

Salzzugabe mit Ethanol gefallt.

11.3. Spezielle Préparatidh von Plasmid-DNA zur Transfektion von

eukaryontischen Zellen (Maniatis et al.,1982)

0.5ml einer Ubernachtkultur wurden in 500ml LB-Medium mit 35pg/ml
Antibiotikum angeimpft und bis zu einer 0Dsoco von 0.6-0.7 wachsen
gelassen. Dann wurde, um die Plasmide zu amplifizieren, 10pg/ml
Tetrazyklin fur CAT-Plasmide oder 170pg/ml Chloramphenicol
zugegeben. Nach Inkubation bei 37°C iiber Nacht wurde die
Bakteriensuspension 10min bei 4°C mit 3600xg abzentrifugiert. Das
Sediment wurde in 5ml 50mM Tris-HCl1 pH8.0, 25% Saccharose -
aufgenommen, in ein Polyallomer-Zentrifugenrohrchen iiberfiithrt und
mit 5ml 2mg/ml Lysozym, 100mM EDTA, 0.1% Triton X-100 versetzt.
Nach 10min Inkubation bei Raumtemperatur und weiteren 10min bei
70°C wurden die Zellfragmente von der Plasmid-DNA durch 60min

Zentrifugation im Beckmanrotor SW40 oder SW40.1 bei 40000rpm und
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4°C getrennt. Aus dem Uberstand wurde die Plasmid-DNA mit 10ml
20% PEG, 1M NaCl in TE (10mM Tris-HCl1 pH8.0, 1lmM EDTA) 30-90min
bei Raumtemperatur ausgefdllt und anschlieBend 5min bei 2400xg
zentrifugiert. Das Sediment wurde in 3ml TE 30-60 min bei 37°C
losen gelassen. Nach Zugabe von 4.2g CsCl wund 250pl einer
Ethidiumbromidlésung (10mg/ml) wurde ebenfalls eine
Dichtegradienten-Zentrifugation wie oben beschrieben durchge-
fiihrt. Nach den zwei Zentrifugations-Schritten wurde die
Plasmid-DNA mit gleichem Volumen Butanol (gesattigt mit 1M NaCl)
solange extrahiert, bis alles Ethidiumbromid entfernt worden war
(ca. 4-5x). Dann wurde die Plasmid-Lésung gegen 1 Liter 10mM
Tris-HC1l pHB.0, 0.1mM EDTA 16-24h dialysiert. Der Puffer wurde 2x
gewechselt. Wenn das Volumen nach der Dialyse zu groB3 war, wurden

die Plasmide mit Ethanol gefallt.
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VERSUCHE MIT XENOPUS LAEVIS

Die Tiere wurden von der South African Snake Farm (Fish Hoek,

Cape Province, Siidafrika) bezogen

1. Prédparation von polyA*—-RNA aus der Froschleber

Zur Isolierung wvon RNA wurde ein Xenopus-Mannchen in MS222
(1:200) narkotisiert. Die Leber wurde herausprédpariert und in
einer Petrischale mit etwas Homogenisationsmedium (HM: 10mM NaCl,
10mM Tris-HCL pH8.0, 1.5mM MgClz, 50% Glycerin) iiberfiithrt. Die
Leber wurde 1in kleine Stiicke zerschnitten und je eine Halfte in
20ml HM mit 40mg Hefe-RNA in Eis kurz homogenisiert. Bei -20°C
wurde kurz weiter homogenisiert, 100ul 10% Triton X-100 in
Glycerin zugegeben und noch einmal homogenisiert. Die Suspension
wurde 10min bei -20°C bei 10800xg zentrifugiert, um die Zellkerne
zu sedimentieren. Der Uberstand wurde zu 30ml Extraktionspuffer
(0.15mM Tris-HC1l pH9.0, 5mM EDTA, 0.1% SDS) gegeben, sofort mit
40ml Phenol (gesdttigt mit O0.5M Tris-HC1l pH8.0) versetzt und
30-120min bei 4°C geschiittelt. Die Losung wurde dann auf zwei
50ml Zentrifugenrdhrchen verteilt und Bmin bei 2700xg
zentrifugiert. Die waBBrige Phase wurde mit einer Spritze
abgesaugt und erneut mit 80ml Phenol/Chloroform 10min bei 4°C
geschiittelt., Nach 5min Zentrifugation bei 2700xg wurde die
wdBrige Phase erneut mit 40ml Phenol/Chloroform geschiittelt und
abzentrifugiert. AnschlieBend wurde die wéBrige Phase mit 1lml 5M

NaCl versetzt und die RNA mit 2 Volumen Ethanol ausgefallt.
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Zur Isolierung der polyAt-haltigen RNA wurde die nach der obigen
Methode prédparierte RNA iiber eine Sd&dule mit polyU-Sepharose
geschickt.

Die Saule wurde mit 1ml gequollener polyU-Sepharose in
Bindungspuffer (BB: 0.1M NaCl, 10mM Tris-HCl pH7.4, 10mM EDTA,
0.5% SDS) gepackt und mit BB gespiilt. Dann wurde die Séule mit
mindestens 10ml Elutionspuffer gewaschen (EB: 1 Vol. 10mM
Tris—-HC1l pH7.4, 10mM EDTA und 9 Vol. umkristallisiertes Formamid)
und anschlieBend wieder mit BB &dquilibriert.

Die ausgefdllte RNA wurde 10min bei 10800xg sedimentiert und
getrocknet. Das RNA-Sediment wurde in 7ml BB gelést und auf die
vorbereitete Sdule aufgetragen. Der DurchfluB8 wurde als
polyA-—-RNA gesammelt. Sobald die RNA-Lésung in die Séule
eingedrungen war, wurde mit einem halben Bettvolumen BB gespiilt.
Nach erneutem Spiilen wurde die S&dule 3x mit einem Bettvolumen
gewaschen. Dann wurde sie mit ca. 1.5ml EB uberschichtet. Nun
wurde der DurchfluB als polyA*-haltige RNA in Plastikrohrchen
gesammelt. Diese Losung wurde sofort mit 1/10 Volumen 1M NaCl,
10mM Tris-HC1l pH7.4 versetzt und die RNA mit 3 Vol. Ethanol
ausgefallt. Die gefdllte polyA*-RNA wurde 30min bei 4°C und
16700xg abzentrifugiert, in 80% Ethanol gewaschen, getrocknet und
in 0.5 ml 0.1M NeCl, 10mM Tris-HC1l pH7.4 (NT) geldst und nochmals
mit 2.5 Vol. Ethanol ausgefallt,

2. Microinjektion von Plasmid-DNA in Xenopus Oocyten—-Kerne

(Kressman und Birnstiel,1980; Etkin und DiBerardino, 1983)

Einem geschlechtsreifen, narkotisierten (mit MS 222, 1:200)
Xenopus-Weibchen wurde ein Teil des Ovars entnommen. Das Ovarteil

wurde in MBS-H (88mM NaCl, ImM KC1l, 0.33mM Ca(NOz)z, 0.41mM
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CaCl2, 0.82mM MgSOa, 2.4mM NaHCOs, 10mM HEPES pH7.4, 100U
Penicillin/ml, 100pg Streptomycin/ml) in kleine Stiicke zerteilt.
GroBe Oocyten wurden ausgelesen und in neues Medium gegeben.

Um genau in den Kern zu injizieren, wurde eine Vorbehandlung nach
Kressman et al.(1977) durchgefiihrt. Die Qocyten wurden in eine
6cm Petrischale mit 3ml Medium auf ein Nylongitter iibertragen und
12min bei 800xg zentrifugiert. Durch die Zentrifugation wird der
Zellkern 2zur Oberflidche gebracht, so daB direkt in den Zellkern
injiziert werden kann. Zur Injektion wurden Mikrokapillaren mit
einem Durchmesser von 20-30um benutzt. In der Regel wurden 40-60
Oocyten mit je 50nl DNA-Losung (2pg/100pl) injiziert.

Die injizierten Oocyten wurden in Kulturschalen mit frischem
Medium gegeben und 20-24h bei 25°C inkubiert. Dann wurden die
intakten Oocyten ausgelesen. SchlieBlich wurden ca. 20 Stiick in
10pl 0.25M Tris-HC1 pH7.8 /Oocyte aufgenommen. Durch Auf- und

Abpipettieren wurden die Oocyten zerdriickt.
2.1. Extraktion von RNA aus injizierten Oocyten

15041 Oocytenhomogenat wurde mit 2ml 2xSET (0.3M NaCl, 0.1M
Tris—-HC1 pH8.0, 10mM EDTA), 1% 8DS wund 1mg/ml Proteinase K
vermischt und 30min bei 25°C inkubiert. AnschlieBend wurde das
Gemisch mit 2ml Phenol/Chloroform (1:1, gesattigt mit 0.5M
Tris-HC1 pH8.5) 30min im Kihlraum geschiittelt. Nach 5min
Zentrifugation bei Raumtemperatur mit 2700xg wurde die wéaBrige
Phase abgenommen und mit Ethanol ausgefdllt. Die Nukleinséduren

wurden anschlieBend mit 16800xg abzentrifugiert, mit 80% Ethanol
gewaschen und unter Vakuum getrocknet. SchlieBlich wurde die RNA

in 500ul dest. Hz0 aufgenommen und ihre Konzentration bestimmt.
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2.2, Extraktion von Proteinen

Das restliche Qocytenhomogenat wurde 10min mit 10800xg
zentrifugiert, der Uberstand wurde in ein neues Eppendorfréhrchen
transferiert. Zur Bestimmung der CAT-Aktivitdt wurden 5pl dieses

liberstandes eingesetzt.

ZELLKULTUR

Die Zellen wurden in Gewebekulturschalen ( Durchmesser 90mm )
unter 6% COz2 1in einem Brutschrank bei 37°C gezogen. Den Zellen
wurde - je 9cm Kulturschale 10ml Medium zugesetzt, das alle 3-4
Tage gewechselt wurde. Kurz vor Erreichen der Konfluenz wurden
die Zellen trypsiniert und rekultiviert.

Fiir die Hepatomazellen waren besondere Kulturbedingungen
erforderlich: modifiziertes Ham’s Fl12-Medium (siehe Materialien),
Serum von sehr guter Qualitédt, das eine Plattierungseffizienz von

80-100% gewdhrleistet, und Gewebekulturartikel von der Firma

Falcon.

1. Trypsinbehandlung

Das Kulturmedium wurde abgesaugt, die Zellen einmal mit 5ml
0.05%igem Trypsin gewaschen und mit weiteren 5ml 0.05%igem
Trypsin abgespiilt. Die abgeldsten Zellen wurden in ein
Zentrifugenrohrchen mit dem gleichen Volumen an Kulturmedium

iiberfithrt und 3min mit 250xg abzentrifugiert.
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2. Rekultivierung

Das Zellsediment wurde in 10ml Kulturmedium aufgenommen und
vorsichtig resuspendiert. Die Hepatomazellen wurden in der Regel
mit einer Dichte von 2x104 Zellen/cm? ausges#dt, jedoch nie unter

8x108 Zellen/cm2.

Die Hepatomazellen wurden nicht 1l&anger als 2 Monate in Kultur

gehalten.

3. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Logarithmisch wachsende Zellen von einer 9cm Gewebekulturschale
wurden abtrypsiniert, zentrifugiert und in 1lml Kulturmedium mit
10% DMSO aufgenommen und zundchst 30min auf Eis stehen gelassen,
24h bei -80°C eingefroren und schlieBlich in flissigem Stickstoff
aufbewahrt.

Aufgetaut wurden die Zellen sehr rasch bei 37°C, in 10ml Medium

aufgenommen, abzentrifugiert, 1in frischem Medium resuspendiert

und ausplattiert.

4, Transiente Transfektion

4.1. Transfektion

Die Transfektion wurde nach der Calciumphosphat-Préazipitations-
technik (Graham und van der Eb,1973 ; modifiziert von Wigler et
al.,1979) durchgefiihrt. Einen Tag vor der Transfektion wurden die
Zellen so ausgesdt, daB sie bei der Transfektion zu 70-80%
konfluent waren: BWIJ Zellen mit einer Zellzahl von 3x106/9cm

Gewebekulturschale, LTK- und NIH 3T3 Zellen mit 2x10%/9cm
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Gewebekulturschale. 2h vor = der Transfektion wurde das
Kulturmedium gewechselt. 10-20pug DNA wurden mit 125mM CaClz in
HSB (8g/l1 NaCl, 0.37g/1 KCl, 0.125g/1 NazHPOax2H20, 0.1lg/1
Dextrose und 5g/1 HEPES pH7.05) in einem Volumen von lml fiir
20min copréazipitiert. Das Prazipitat wurde in das Medium gegeben
und 6h auf den Zellen (in 9cm Gewebekulturschalen mit 10ml
Kulturmedium) gelassen. Dann wurden die Zellen gewaschen, fir
2min mit 25% Glycerol (in Kulturmedium ohne Serum) geschockt, 3x
mit Kulturmedium ohne Serum gewaschen und schlieBlich mit
frischem Medium inkubiert. 24h nach Entfernen des Préazipitats

wurden die Zellen durch Abtrypsinieren geerntet.
4,2. Protein-Préaparation
Die Zellen wurden abtrypsiniert und mit 1lml serumfreiem Medium

gewaschen. Das Zellsediment wurde in 150pl 250mM Tris-HC1 pH7.6,

5mM DTT wund 5% Glycerol resuspendiert wund durch dreimaliges

Frieren und Tauen (Trockeneis/Methanol-Bad und 37°¢C)
aufgebrochen. Die Zelltriimmer wurden 10min mit 8800xg
abzentrifugiert, der proteinhaltige Uberstand wurde bei ~-20°C

aufbewahrt.

4.3, RNA-Préaparation (modifiziert nach Auffray und Rougeon, 1980)

16h nach Entfernen des Prédzipitats von den Zellen wurde RNA
préapariert. Die Zellen wurden 2x mit eiskaltem PBS (123mM NaCl,
17mM Naz HPOa , 2.5mM KH2POs, pH7.3) gewaschen. Bis zu 4
Gewebekulturschalen wurden dann in 5ml PBS mit einem Gummispatel
abgeschabt und 5min bei 4°C mit 670xg abzentrifugiert. Das
Zellsediment wurde in 1lml PBS resuspendiert und mit 1ml

2xPK-Puffer (0.2M Tris-HCl ©pH7.5, 25mM EDTA, 0.3M NaCl und 2%
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SDS) versetzt. Durch mehrfaches Aufziehen der Losung durch eine
Kantile wurde die hochmolekulare DNA geschert. Es wurden dann 50yl
Proteinase K (20mg/ml) 2zugegeben und das Ganze 30min bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurde eine Phenol/Choroform-Extraktion
durchgefiithrt. Nach 10min Zentrifugation bei 18°C mit 9500xg wurde
die nukleinsdurehaltige Oberphase abgenommen und mit einem
Volumen 4M LiCl versetzt. Die RNA wurde bei 4°C iiber Nacht
ausgefallt wund 15min bei 4°C mit 16800xg abzentrifugiert. Das

Sediment wurde 1x mit 80%igem Alkohol gewaschen und schlieBlich

unter Vakuum getrocknet.

ANALYTISCHE METHODEN

1. Prédparation von radioaktiv markierten Proben

1.1. Kinase-Markierung von RNA

Zuerst wurde die RNA in NaOH partiell hydrolysiert, so daB freie
OH-Enden entstanden. Dazu wurden 2pug polyA*—-RNA =aus der
Froschleber in 20pl 0,25N NaOH fiir 30min bei 0°C inkubiert. Dann
wurde 1M Tris-HCl pH7.6 2zu einer Endkonzentration von 0.25M
zugegeben und die Losung mit M HC1 neutralisiert
(Endkonzentration: 0.1M HCl). AnschlieBend wurde die Kinase-
Reaktion durchgefithrt. Das Volumen der Reaktionsmischung wurde
auf 50pl vergroBert. Dann wurden 1 Einheit T4 Polynukleotid-
Kinase und 50uCi ¥-(32P)ATP (spez. Aktivitat ca. 5000Ci/mmol)
zugesetzt. Die Inkubation erfolgte fiir 30min bei 37°C in 30mM
Tris—-HC1 ©pH7.6, 10mM MgClz, 50mM DTT. Durch Zugabe von 10ul
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Stoplosung (2% SDS, 50mM EDTA, 0.01% Bromphenolblau) wurde die
Reaktion beendet. Die markierte RNA wurde iiber eine 2ml Sephadex

G50~-Sdule von den freien, nicht eingebauten Nukleotiden

abgetrennt.
1.2. Endmarkierung von DNA-Fragmenten

Zur Endmarkierung von 0.5-1pg dephosphorylierter DNA wurden 5
Einheiten T4 Polynukleotid-Kinase und 100pCi ¥—(32P)ATP
eingesetzt. Die Reaktion erfolgte fiir 30min bei 37°C in 30ul 50mM
Tris—-HC1l pH7.6, 10mM MgClz, 5mM DTT, O.l1lmM Spermidin, O.lmM EDTA.
Die radicaktiv markierte DNA wurde durch Gelfiltration iiber eine

Biogel P60-Sdule von nicht eingebauten Nukleotiden abgetrennt.

1.3. Kinasierung von Oligonukleotiden

Zur Markierung von 3pmol Oligonukleotid wurden 6pmol 3—(32P)ATP
(30uCi) eingesetzt. Die Reaktionsbedingungen waren ansonsten wie
oben beschrieben. Uber eine NACS prepac Sdule wurde das markierte

Oligonukleotid von den freien Nukleotiden getrennt.

2. Gelfiltration

2.1. Sephadex G50-S&dule

Sephadex G50 wurde in TE autoklaviert und somit gequollen. Eine
2ml Pipette wurde mit Glaswolle gestopft und mit dem
Sdulenmaterial gefiillt. Die Sdule wurde zweimal mit TE, 0.2% SDS
gewaschen, dann wurde die Probe aufgetragen. Unter stédndigen
Nachfiillen von Puffer (TE, 0.2% 8SDS) wurden 150pl Fraktionen
eluiert. Von jeder Fraktion wurde je 1lpl auf GF/C-Filter

aufgebracht, mit Quickszint versetzt und im Szintillationszahler
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gemessen. Die RNA sollte vor den freien Nukleotiden von der Sédule

eluiert worden sein, daher wurden die ersten stark radioaktiven

Fraktionen gesammelt.
2.2, "Spin column"

Zur Herstellung einer sog. "spin column" wurden Eppendorf-
ReaktionsgefdBe folgendermaBen vorbereitet: Mit einer Nadel wurde
in den Boden des Eppendorf-Rohrchens ein Loch gestoBen, das
anschlieBend mit Quarzsand bedeckt wurde. Dann wurde das Réhrchen
silikonisiert und autoklaviert.

Ein so vorbehandeltes Eppendorf-Rohrchen wurde auf ein
10ml-Plastikrdohrchen gesteckt und mit Sephadex G50 (in TE)
gefiillt. Um diesen Vorgang zu beschleunigen, wurde das Ganze 2min
bei 1500xg zentrifugiert. Dies wurde ungefdhr dreimal wiederholt,
bis das EppendorfgefdB <ca. Iml Sdulenvolumen beinhaltete. Dann
wurden ca. 100-200pl Kalbsthymus-DNA (lmg/ml) auf die Sé&ule
gegeben und die Sdule mit die TE gewaschen. Die fertige S&dule
wurde dann auf ein EppendorfreaktionsgefdaB gesteckt und mit
diesemn wiederum auf ein 10Oml-Plastikrdhrchen. Dann wurde
Reaktionslésung in einem Volumen von 100pl aufgetragen.
AnschlieBend wurde das Ganze 2min bei 1500xg zentrifugiert.
Dadurch wurde die Nukleins#dure iiber die S&dule geschickt und im
Eppendorfrohrchen unter der Sdule aufgefangen, widhrend die freien

Nukleotide in der Séule verblieben.

2.3, Biogel P60-Saule

Biogel P60 (Fraktionierbereich zw. 3000-60000 Dalton) wurde iiber
Nacht in 50ml NaCl, 0.5mM EDTA gequollen. Als Saule wurde eine
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mit Glaswolle gestopfte Pasteurpipette verwendet. Die Pipette
wurde bis oben mit Sédulenmaterial gefiillt und mit 2ml Puffer
(50mM NaCl, O0.5mM EDTA) gewaschen. Die Reaktionslésung wurde in
einem Volumen von 100 pl aufgetragen. Unter stetigem Nachfiillen
von Puffer wurden 100ul Fraktionen  gesammelt. Die
DNA-enthaltenden Fraktionen wurden durch Cerenkov-Z&hlung

identifiziert.

3. Elektrophoretische Auftrennung von Nukleins&duren

3.1. Auftrennung von in vitro transkribierter RNA (McMaster und

Carmichael, 1977)

Die getrockneten RNA-Proben wurden in 5pl sterilem dest. H20 und
15pul Denaturierungslosung aufgenommen. Die Denaturierungslésung
wurde immer frisch angesetzt und bestand aus: 50pl 20xPB (0.2M
NaH2PO4 /Na2HPO4 pH6.85), 500pul DMSO und 195pl 30% Glyoxal. Das
Glyoxal war =zuvor dreimal iiber AG 501-X8 deionisiert worden.
AnschlieBend wurden die Proben 3min auf 50°C erhitzt, auf Eis
gestellt und mit 5pl RNA-Ladelésung (50% Glycerol, 10mM
NaHz2PO4 /Naz2HPO4 pH6.85, 0.1% Bromphenolblau) versetzt.

Die so vorbereiteten RNA-Proben wurden auf einem vertikalen
l1.4%igen Agarosegel aufgetrennt. Dazu wurde zwischen 2zweil
hitzesterilisierte Glasplatten (12x15x0.lcm) ein ca. 2cm hohes

Polyacrylamidgel (30 Gew.% Acrylamid, 0.8 Gew.% N,N’-Methylen-

bisacrylamid, 0.05% TEMED, 0.125% Ammoniumperoxodisulfat)
gegossen. Dieses Acrylamidkissen diente sicherheitshalber dazu,
das Agarosegel wéhrend der Elektrophorese zwischen den

Glasplatten zu fixieren. Uber dieses Kissen wurde das Agarosegel

(1.4%ig in 1lx PB) gegossen.
Die Elektrophorese wurde bei 4°C mit 1lx PB als Laufpuffer bei




45

30mA iiber 3 h durchgefiihrt. Nach der Elektrophorese wurde die RNA
15min in PB mit 0.03mg/ml Acridinorange gefarbt. Unter kurzem
UV-Licht (260nm) wurde das Gel photographiert und schlieBlich auf

Whatman 3MM Papier 90min unter Vakuum getrocknet.

3.2. Auftrennung von Nukleinsduren unter denaturierenden

Bedingungen

Die getrockneten Nukleins#duren wurden in 3pl Sanger Probenpuffer
(100ml deionisiertes Formamid, 20mM EDTA, 0.03g Xylencyanol,
0.03g Bromphenolblau) aufgenommen, 3min gekocht, sofort auf Eis
gestellt und moéglichst rasch auf das Gel aufgetragen.

Ein Gel war folgendermaBen vorbereitet worden: 30ml einer
Gellosung bestehend aus: 6% Acrylamid (19 Teile Acrylamid, 1 Teil
N,N’Methylen bisacrylamid), 8M Harnstoff in TBE (90mM Tris-HC1
pH8.3, 90mM Borsdure, 2.5mM EDTA) wurden nach Zugabe von 0.05%
TEMED und 0.1% Ammoniumperoxodisulfat zwischen zwei Glasplatten
mit Abstandshaltern (20x40x0.015cm) gegossen.

Eine der Glasplatten war zuvor mit 2ml Dimethyldichlorsilan
silikonisiert worden, die andere war mit 5ml 0.3% Haftsilan (in

Ethanol mit 0.15ml 100% Essigs#dure) beschichtet worden.

Die Gele wurden 20min bei 25W vorelektrophoresiert. Die
Auftrennung der Proben erfolgte ebenfalls bei 25W, als Laufpuffer
diente TBE (90mM Tris-HCl1 pH8.3, 90mM Borsdure, 2.5mM EDTA).

Nach der Auftrennung wurde die silikonisierte Glasplatte
abgehoben, das Gel blieb auf der mit Haftsilan behandelten
Platte. Es wurde 10min in 10%iger Essigsaure fixiert, unter
flieBendem Wasser abgesgpiilt, bei 80°C auf die Glasplatte

getrocknet und autoradiographiert.




46

4. Southern Transfer von DNA (Southern, 1975)

Restriktionsverdaute DNA wurde auf einen Agarosegel bei einer
Spannung von 40V langsam aufgetrennt. Das Gel wurde markiert,
gefdrbt und schlieBlich photographiert.

Die DNA im Gel wurde bei Raumtemperatur 30min in 0.5M NaOH, 1.5M
NaCl wunter Schiitteln denaturiert. Dann wurde das Gel kurz
gewdssert und 30min in 1M Tris—-HC1 pH5.0, 1.5M NaCl
neutralisiert. Fir den Transfer der DNA auf ein
Nitrocellulose-Filter wurde eine etwas modifizierte Apparatur
nach Maniatis et al. (1982) verwendet.

In eine Plastikwanne mit 20xSSC (3M NaCl, 0.3M tri-Natrium-
citrat—-2-hydrat pH6.5) wurden zweli iibereinandergestapelte Sténder
fiir Gilson-Pipettenspitzen (Fa. Gilson) gesetzt. Dariiber wurde
eine Glasplatte gelegt. Diese Glasplatte wurde mit zwei
befeuchteten Whatman 3MM Papierstiicken (16x30cm) bedeckt, deren
Enden in die 20x8SC-Losung reichten. Darauf wurde das
vorbehandelte Gel gelegt. Der freigebliebene Raum um das Gel
herum wurde mit Parafilm abgedichtet. Ein mit 20xSSC benetztes
Nitrozellulose-Filter wurde auf das Gel gelegt. Dariiber wurden
eine weitere Lage feuchtes Whatman 3MM Papier und dann
Papierhandtiicher geschichtet. Das Ganze wurde schlieBlich mit
einem schweren Gegenstand bedeckt.

Der Transfer erfolgte iiber Nacht. Danach wurde das Filter in

10xSSC gewaschen und 2h bei 80°C getrocknet.
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5. Hybridisierung von RNA an DNA, die auf Nitrozellulose-

Filtern fixiert ist

Zur Abséttigung unspezifischer DNA-Bindungsstellen wurde das
NC-Filter vorhybridisiert. Dann wurde das Filter je nach GroBe
des transferierten Gels mit 5, 10 oder 20ml einer Mischung aus
88.5 Vol% Hybridisierungslosung und 11.5Vol% denaturierter
Kalbsthymus—-DNA (lmg/ml) 2—-4h bei 37°¢C inkubiert. Die
Hybridisierungslosung bestand aus: 40ml 20xSET (3M NaCl, 1M
Tris~HC1 pHB8.0, O0.1M EDTA), 100ml Formamid p.a., 10ml 100x
Denhardts (2% Ficoll, 2% Polyvinylpyrolidon, 2% BSA), 2ml 20%
sps, 20ml Hefe-RNA (2.5mg/ml in 0.1% S8DS) und 5ml 4%
Na-Pyrophosphat (0.5M NazHPO4/NaHz2POa pH7.3, 1.5% NaqaP207).

Die eigentliche Hybridisierung mit kinasierter RNA erfogte dann
iiber 20h bei 37°C in 88.5 Vol% Hybridisierungslosung und 11.5
Vol% Kalbsthymus-DNA (4.3mg/ml) mit 5.10% cpm kinasierter RNA.
Unspezifisch gebundene RNA wurde durch mehrmaliges Waschen der
Filter entfernt: je zweimal 30min bei 65°C in 2xSSC, o0.1% SDS und
10pg/ml Kalbsthymus—DNA und je dreimal 45min bei 37°C in 2xSSC,
0.1% SDS.

Das Filter wurde naB in Folie eingeschweiBt und autoradio-

graphiert.

6. In vitro Transkription

Fiir die in vitro Transkriptions—Experimente wurde das "Eucaryotic
Transcription System"—Kit der Firma Gibco-BRL, Karlsruhe,
verwendet.

0.5-1pg DNA wurden jeweils mit 15ul Hela-Lysat und je 0.5ul 7mM
EDTA; 50mM Creatin—-Phosphat; 25mM rATP; 25mM rGTP; 25mM rCTP;
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2.5mM rUTP und mit 0.75pCi «—(32P)UTP versetzt. Das Volumen wurde
mit sterilem dest. Hz20 auf 25pul gebracht. Das Reaktionsgemisch
wurde 1lh bei 37°C inkubiert, anschlieBend wurde ein gleiches
Volumen Transkriptions—Stoplésung (20mM EDTA, 2% SDS, 100pg/ml
tRNA, 200mM Tris-HCl pHB8.0, 0.01% Bromphenolblau) zugesetzt. Nach
einer Phenol/Chloroform—Extraktion wurden die Proben iiber eine
"spin column" gegeben. Die in vitro transkribierte RNA wurde mit
Ethanol ausgefallt und anschlieBend auf einem 1.4%igen

Agarose—-Gel aufgetrennt.

7. Sequenzierung von Nukleinsduren

7.1, von einzelstrangiger DNA nach Sanger (1978)

7.5pl der zu sequenzierenden, einzelstrédngigen DNA wurden mit 5ul
primer—-Mix (50mM Tris—-HC1 pH8.5, 25mM MgClz2, 12ng M13
Sequenzierprimer, Pentadecamer) 1lh bei 60°C inkubiert. Je 2pul
dieses Hybridisierungsansatzes wurden fiir jede der 4
Sequenzierreaktionen (G,A,C,T) eingesetzt. Die Reaktionen wurden
in Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Zu den 2pl des
Hybridisierungsansatzes wurden je 2pl einer fir die jeweilige
Sequenzierreaktion spezifischen dNTP/ddNTP-Reaktionslésung
zugegeben. Diese Reaktionsloésung war fiir 5 zu sequenzierende DNAs
berechnet und bestand aus 5pl NTP°-Lésung, 5uddNTP-Lésung, 5
Einheiten DNA Polymerasel (Klenow-Fragment) und 8uCi «—(35S)dATP
(600Ci/mmol).

Das Reaktionsgemisch wurde 20min bei 30°C gehalten, mit 2pl
Chase-Loésung (0.25mM dNTPs) versetzt und weitere 20min bei 30°C
inkubiert. Mit diesem Schritt sollen vorzeitige Kettenabbriiche
verhindert werden, die aufgrund von  zu niedrigen

Nukleotidkonzentrationen auftreten konnten.
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Mit 4pl Sanger—-Probenpuffer (100ml deionisiertes Formamid, 0.1lg
Xylencyanol FF, 0.lg Bromphenolblau, 2ml 0.5M EDTA pH8.0) wurde
die Reaktion beendet. Die Proben wurden 3min bei 100°C
denéturiert und sofort auf Eis gestellt. SchlieBlich wurden 2pul

des Reaktionsgemischs auf einem Polyacrylamid-Harnstoff-Gel

aufgetrennt.

Die einzelnen NTP°-Losungen waren:

Go: 12.5uM dGTP + 250uM dCTP + 250uM dTTP
A°: 250 uyM dGTP + 250pM dCTP + 250uM dTTP
co: 250 uM dGTP + 12.5uM dCTP + 250uM dTTP
To: 250 puM dGTP + 250uM dCTP + 12.5uM dTTP

Die Losungen wurden Jewells aus ImM dNTP-Stockldésungen

hergestellt.

Die ddNTP-Lésungen waren:

ddGTP 0.32mM ddATP 0.02mM
ddCTP 0.16mM ddTTP 0.5 mM

7.2. Sequenzierung von doppelstréngiger Plasmid-DNA (Chen und

Seeburg, 19856)

20pg gereinigte Plasmid-DNA wurde zunéchst in 100pl TE mit
100pg/ml RNAse (10mg/ml in 10mM Tris-HCl pH 7.5, 15mM NaCl) 15min
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem RNAse-Verdau wurde das
Volumen auf 400pul erhéht. Die DNA wurde iiber eine
Phenol/Chloroform-Extraktion gereinigt und mit 2 Volumen Ethanol
ausgefallt. Die ausgefdallte DNA wurde 10min bei 8800xg

abzentrifugiert, einmal mit 80% Ethanol gewaschen und getrocknet.
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Das Sediment wurde in 20pl TE aufgenommen und die Konzentration
der DNA bestimmt.

2pg DNA wurden getrocknet und einer alkalischen Denaturierung
unterzogen. Dazu wurde die DNA in 40ul Denaturierungspuffer (0.2M
NaOH, 0.2mM EDTA pH8.0) aufgenommen und 5min bei Raumtemperatur
stehen gelassen. Zur Neutralisierung wurden 4ul Ammoniumacetat-
16sung (2M Ammoniumacetat pH4.5) zugegeben und die DNA mit 2
Volumen Ethanol iiber Nacht gef&llt. Nach 10min Zentrifugation bei
8800xg wurde die denaturierte Plasmid-DNA mit 80% Ethanol
gewaschen und getrocknet. 7
Die so vorbehandelte DNA wurde mit 5pul primer (0.5pmol/pl), 1.5pl
" 10x Annealing-Puffer (70mM Tris-HC1l pH7.5, 70mM MgClz, 300mM
NaCl, 100mM DTT, 1mM EDTA) wund 2pl o—(35S)dATP (8pCi/ul, 660
Ci/mmol) wund 6.5ul H20 versetzt. Wahrend der Hybridisierung,
15min bei 37°C, wurden 4 Eppendorf-Rohrchen, mit fiir jede
Sequenzierreaktion entsprechenden dNTP/ddNTP-Losungen vorberei-
tet. Zum Hybridisierungsansatz wurden dann 2 Einheiten DNA-
Polymerase I (Klenow-Fragment) gegeben und je 3pl dieses Gemischs
wurden auf die vorbereiteten Eppendorfréhrchen verteilt. Die
Reaktion wurde iiber 30min bei 30°C durchgefiihrt. Nach Zugabe von
1.5u1 Chase-Losung (0.1256mM dNTPs) wurden die Proben weitere
15min bei 30°C inkubiert.

SchlieBlich wurden die Proben unter Vakuum getrocknet und in 4yl
Sanger—-Probenpuffer aufgenommen. Es wurde je 1lpl auf einem

denaturierenden Polyacrylamid-Harnstoff-Gel aufgetrennt.
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Die einzelnen dNTP/ddNTP-Lésungen hatten folgende

Nukleotidkonzentrationen, in 1x Annealing-Puffer:

A-Mix: 100uM dTTP C-Mix: 100uM dTTP
100pM dCTP 10pyM dCTP
100pM dGTP 100pM dGTP

und 100pM ddATP und 100pM ddCTP

G-Mix: 100uM dTTP T-Mix:  5uM dTTP
100pM dCTP 100pM dCTP

5uM dGTP 100pM dGTP
und 120pM ddGTP und 500pM ddTTP

7.3. Sequenzierung von RNA mit der Kettenabbruchmethode

Entsprechend der Analyse von RNA mit der "primer extension"
Methode wurden die RNA-Sequenzierungsreaktionen durchgefiihrt,

Jedoch in Anwesenheit von ddNTPs (Endkonzentration 1.7mM).

7.4. Sequenzierung von DNA nach Maxam und Gilbert (1980)

Es wurde das Sequencing-Kit der Firma NEN, England verwendet.

20pmol DNA-Fragment, das an einem Ende radioaktiv markiert war,
wurde in 40pl H20 aufgenommen, fiir die jeweiligen Reaktionen auf
5 Eppendorfrohrchen verteilt und mit Jje 8ug Trager-DNA

(Lachs—-Spermien—-DNA) versetzt.
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Die einzelnen Kettenabbruchreaktionen waren:

a) G-Reaktion: 5ul DNA-Loésung wurden mit 200pl G-Reaktionspuffer
und 1lpl DMS 3min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe von
50pul G-Stoplésung, T750ul Ethanol und Transfer der Probe in ein
Trockeneis/Methanol-Bad wurde die Reaktion beendet.

b) G+A-Reaktion: 10ul DNA-Loésung wurden mit 2pl Piperidin-Formiat
versetzt und 30min bei 37°C inkubiert. Im AnschluB wurde das
Reaktionsgemisch in einem Trockeneis/Methanol-Bad auf -70°C
abgekiihlt und in der Vakuumzentrifuge zur Trockne eingeengt.
SchlieBlich wurde die DNA in 20pl H20 aufgenommen und nochmals
gefriergetrocknet.

c¢) A+C—Reaktion: 10ul DNA-Losung wurden mit 100pl 1.2N NaOH, 1lmM
EDTA fiir 10min bei 90°C erhitzt. AnschlieBend wurde die
Reaktionsloésung mit 150 1N NaOH neutralisiert und die DNA nach

Zugabe von 4pug tRNA mit Ethanol ausgef&allt.

d) C-Reaktion: 5pl DNA-Loésung wurden mit 15ul 5M NaCl und 30pl
Hydrazin 10min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Réaktion wurde
durch Zugabe von 200pl Hydrazin-Stoploésung beendet. Die DNA wurde
mit Ethanol ausgefdllt.

e) T+C-Reaktion: 10ul DNA-Losung wurden mit 10pl H20 und 30pul
Hydrazin versetzt und ebenfalls 10min bei Raumtemperatur

inkubiert. Die Reaktion wurde genau wie die C—-Reaktion beendet.

Die ausgefdllten DNA-Proben der Reaktionen a,c,d und e wurden
10min bei 8800xg abzentrifugiert und getrocknet. Die
DNA-Sedimente wurden Jjeweils in 250pl 0.3M NaAcetat pH4.8

aufgenommen und erneut mit Ethanol ausgefallt. Nach der
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Zentrifugation wurden die Proben zweimal mit 80%igem Ethanol
gewaschen und unter Vakuum getrocknet.

Die DNA-Proben aller Reaktionen wurden jeweils in 100pl 1M
Piperidin aufgenommen, 30min bei 90°C erhitzt und iiber Nacht in
einer Vakuumzentrifuge eingedampft. Um alles Piperidin zu
entfernen, wurden die Proben noch zweimal in 30pl H20 aufgenommen
und zur Trockne eingeengt.

Durch Cerenkov-Zdhlung wurde die verbliebene Radioaktivitat der
Proben bestimmt. AnschlieBend wurden die Proben in
Sanger—-Probenpuffer aufgenommen, wobei das zugegebene Volumen so
gewdhlt wurde, daB alle Einzelreaktionen die Aktivitat wvon
1000cpm/pl und die Doppelreaktionen von 2000cpm/pl hatten. Davon
wurden dann je 2pl auf einem denaturierenden Polyacrylamid-

Harnstoff-Gel aufgetrennt.

8. "primer extension"-Analyse von RNA (McKnight und Kingsbury,

1982)

Ein synthetisches Oligonukleotid mit komplementédrer Sequenz zur
zZu analysierenden RNA wurde endmarkiert (Punkt 1.3.). Die
spezifische Aktivitat des markierten Oligonukleotids betrug meist
zwischen 2.8 - 7-108 «cpm/pg DNA. Zur Hybridisierung wurden
50.000-60.000cpm primer mit 10-20pug Gesamt—-RNA mit Ethanol
gefallt, in 20pl Hybridisierungslésung (250mM KCl, 10mM Tris-HC1
pH7.5, 1mM EDTA) resuspendiert. Die Hybridisierung wurde fiir 1-2h
bei 60°C durchgefiihrt. Danach wurden die Proben 2min auf Eis
abgekiihlt und anschlieBend bei Raumtemperatur mit 40nl
Reverse-Transkriptase-Mix versetzt. Dieser Mix bestand fir 10
Reaktionen aus: 120p1 Nukleotidmix (2.5mM dNTPs), 1204l
Actinomycin D (250ug/ml), 80pl 5x RT-Puffer (3756mM Tris-HC1
pH7.5, 75mM DTT, 60mM MgClz), 4pl RNasin(= RNase-Inhibitor;120U)
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und 10pl M-MLV Reverse Transkriptase (5U/pul).

Das Reaktionsgemisch wurde 30-45min bei 37°C inkubiert und
anschlieBend die Nukleins&duren mit Ethanol gef&dllt. Das Sediment
wurde in 3pl Sanger-Probenpuffer aufgenommen und auf einem

Polyacrylamid-Harnstoff-Gel aufgetrennt.

9. SP6-Analyse von RNA (Melton et al.,1984)

9.1. Herstellung der Probe

5ug rekombinante SP6-Plasmid-DNA wurden mit einem
Restriktionsenzym linearisiert, dessen Erkennungssequenz im
Polylinkerbereich 1lag, und zwar zwischen inserierter Sequenz und
dem SP6-Promotor. Die DNA wurde durch Phenol/Chloroform-
Extraktion gereinigt, mit Ethanol gefallt und in einer
Konzentration von 0.25upg/pl in H20 gelost. Zur Herstellung der
radioaktiv markierten RNA-Probe wurden in einem Eppendorf-
Rohrchen 2zundchst 100uCi o-(%2P)GTP zur Trockne eingeengt. Diese
wurden dann in 4pl 5x SP6-Puffer (200mM Tris-HC1 pH7.5, 30mM
MgClz, 10mM Spermidin), 1wl DTT, 0.75ul RNasin (40U/ul), 4pl 5x
rNTP (2.5mM rNTPs), 1pl 0.25mM rGTP, 7.25p1l H20 wund 2pl
DNA-L6sung aufgenommen und 60min bei 37°C inkubiert. Die als
Matrize verwendete DNA wurde durch einen anschlieBenden
DNase-Verdau von der synthetisierten SP6-Probe entfernt. Dazu
wurde die Reaktionslésung mit 5ul 10x DNase—-Puffer (500mM
Tris-HC1 pH7.5, 50mM MgClz), 20pl DEPC-H20 (0.1% DEPC in Hz20),
4ul RNase-freie DNase (RQi-DNase, 1U/pl) und 1lpl RNasin (40U/pl)
versetzt wund 10min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde das
Volumen mit DEPC—HzO auf 100ul gebracht und die RNA-Probe durch
Phenol/Chloroform-Extraktion gereinigt. Die Probe wurde in 2.5M

NHsAcetat und in Gegenwart von 10pg tRNA mit Ethanol ausgefallt.
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Meist wurden ca. 10% der angebotenen Radioaktivitat eingebaut.
Zur Hybridisierung mit der RNA wurde die SP6-Probe in 60ul
FAB-Puffer (80% deionisiertes Formamid, 400mM NaCl, 40mM PIPES
pH6.4, 1lmM EDTA) geldst.

9.2. Vorbehandlung der RNA

Gesamt—RNA, die aus transient transfizierten Zellen isoliert
worden war, wurde vor der SP6-Analyse mit DNase behandelt. Damit
sollten Verunreinigungen durch Plasmid-DNA, die noch von der
Transfektion stammte, beseitigt werden. Eine Verunreinigung mit
Plasmid-DNA konnte in der SP6—-Analyse ebenfalls mit der SP6-Probe
hybridisieren und somit zu unspezifischen Hybfidisierungs—

Signalen fiihren.

20ug Ethanol-gefallte, getrocknete RNA wurde in 43ul DEPC-H20
aufgenommen, mit 5ul 10x DNase-Puffer, 1pl RNasin, 2pl
RNase—freier DNase 10min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde
gleiches Volumen DEPC-H20 =zugegeben wund die RNA durch eine

Phenol/Chloroform—Extraktion und Ethanol-Fédllung gereinigt.

9.3. Analyse

Die ¢getrocknete, vorbehandelte RNA wurde in 17ul FAB-Puffer
aufgenommen und mit 3ul SP6-Probe versetzt. Das Gemisch wurde
5min bei 85°C erhitzt wund anschlieBend iiber Nacht bei 45°C
hybridisiert.

Am nachsten Tag wurde der Ansatz auf Eis gestellt, mit 300pl
Verdau-Puffer (10mM Tris-HC1 pH7.5, 5mM EDTA, 0.3M NaAcetat
pH7.0, 40pg/ml RNase A, 600U/ml RNase Ti)versetzt und 30min bei

30°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Enzyme durch Zugabe von
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2.5pul Proteinase K (10mg/ml) und 3.2ul 20% SDS fiir 15min bei 37°C
inaktiviert. Durch Phenol/Choloroform—-Extraktion wurden die
Hybride gereinigt und mit Ethanol ohne Zugabe von Salz in
Gegenwart von 5pug tRNA gefallt. SchlieBlich wurden die Proben auf

einem Polyacrylamid-Harnstoff-Gel aufgetrennt.

10. Bestimmung der CAT—-Aktivitdt (CAT-Assay; Gorman et al.,
1982)

Die Proteinkonzentration der Extrakte aus transient
transfizierten Zellen wurden nach der Methode von Lowry et
al.(1951) bestimmt. Dazu wurden 5pl Extrakt mit 995pul Losung I
(2% Naz2C0Oz in 0.1N NaOH) gemischt und mit 2ml Lésung IV (lml 2%
KTartrat = 1Losung 1II, Iml CuSO4 = Losung III, 100ml Loésung I)
versetzt wund 10min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Dann
wurden 0.2ml frisch angesetzte 50%ige Folin-Loésung (in H20)
zugegeben und die Reaktionslosung 45min bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde die Extinktion bei 600nm bestimmt.
Aus parallel angesetzten Standard-Proben mit 5,10,20,30,40,50 und
60 g BSA wurde eine Eichkurve erstellt, aus der die

Proteinkonzentrationen in den Proben abgeleitet wurden.

Fiir den CAT-Assay wurden 1.25uCi '4C-Chloramphenicol zur Trockne
eingeengt und 1in einer bestimmten Proteinmenge aufgenommen. Mit
0.25M Tris-HC1l pH7.6 wurde das Volumen auf 180ul gebracht. Nach
5min Vorinkubation bei 37°C wurden 20pl 4mM Acetyl Coenzym A (in
0.25M Tris—-HCl1 pH7.6) =zugegeben und die Reaktionslésung fiir 2h
bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde das Chloramphenicol mit
Iml Ethylacetat aus der wdBrigen Phase extrahiert. Das
Ethylacetat wurde dann in der Vakuumzentrifuge eingedampft. Das

Chloramphenicol wurde in 20ul Ethylacetat wieder geldst und
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punktweise auf eine Kieselgel-DC-Platte aufgetropft. Als
Laufmittel dient ein Chloroform~Methanol-Gemisch (9:1). Nach der
Chromatographie wurde die Platte an der Luft getrocknet und
autoradiographiert.

Zur Bestimmung der umgesetzten Mengen Chloramphenicol wurden die
nicht-acetylierte und die acetylierten Formen ausgeschnitten, mit
5ml Quickszint versetzt und im Szintillationszahler 5min gezahlt.
Die spezifische Enzymaktivitat in pmol/mg-h 148t sich nach

folgender Formel bestimmen:

4750pmol Chloramphenicol x cpm acetyl. Chloramphenicol

2h X mg Proteinextrakt x cpm eingesetztes Chloramphenicol
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Ergebnisse

I. STRUKTURELLE ANALYSE DER XENOPUS ALBUMINGENE

Die Exon/Intron-Struktur der genomischen Klone fiir die beiden

Xenopus Albumingene war durch R-Loop Experimente von May et al.

(1983) charakterisiert worden. Bei solchen R-Loop Experimenten
wird RNA mit genomischer DNA hybridisiert, fixiert wund im
Elektronenmikroskop analysiert. Dort, wo Exon-Sequenzen sind,

bildet die denaturierte DNA mit komplementdrer RNA ein Hybrid.
Zwischen den kodierenden Sequenzen befindliche nicht-kodiernde
DNA-Sequenzen koénnen nicht mit der RNA hybridisieren und bilden
Schleifen (sog. loops) aus. Durch elektronenmikroskopische Ver-
messung der Hybride und der dazwischen liegenden Schleifen konnte
die Anzahl wund GroBe der Exons und das ungeféhre 5’ und 3’Ende
der Gene vorhergesagt werden. Durch zusédtzliche Analyse von ge-—
nomischen Restriktionsfragmenten konnten die Exonbereiche in ei-
nen Bezug zur genomischen Restriktionskarte gebracht werden. Dazu
trugen ebenfalls die Ergebnisse aus Untersuchungen mit der cDNA
(Westley et al., 1981) bei. Bei einer solchen Angleichung von
Exon/Intron-Karte zZu Restriktionskarte kann es durchaus
methodisch bedingt zu Ungenauigkeiten kommen. So muBBte fiir das
74kd Gen die wurspriingliche Restriktionskarte 1im Bereich des
5’Endes revidiert werden. Die GroéBenangaben fiir die Dbeiden
Eco RI/Bam HI- bzw. Bam HI/EcoRI-Restriktionsfragmente war auf
der urspriinglichen Karte vertauscht worden. 1In ABB.l ist das
Ergebnis der obigen R-loop Untersuchungen, zusammen mit den im

5’Bereich verbesserten Restriktionskarten dargestellt.
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ABB1: Restriktions— und Exon/Intronkarte der Albumingene des

Xenopus laevis,

In der Mitte ist ein Heteroduplexmolekiil gezeichnet, das aus der
Renaturierung von Einzelstrdéngen der beiden Albumingene
entstanden ist. Die gepasarten Bereiche sind in schwarzen Bldcken
dargestellt., Dartiber ,und darunter befinden sich jewells die
Exon/Intronkarten beider Gene. Dle Exons‘sind schwarz dargestellt
und numeriert.

In Angleichung an diese sind vereinfachte Restriktionskarten flr
die Jjewelligen Gene angegeben, Es wurden nur, die flir das weitere
Verstindnis wichtigen Restriktionsaschnittstellen angegeben:!

Eco RI (E), Bam HI (B), Bgl II (Bg), Hind IXI (H) und Sal I (8)
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1. Subklonierung der genomischen Fragmente, die das 5'Ende

enthalten

Aufgrund der in ABBl1 gezeigten, kombinierten Exon/Intron— und
Restriktionskarten beider Albumingene wurden die genomischen
Fragmente, die das 5’Ende enthalten sollten, subkloniert. Fiir das
68kd Gen wurde ein 2.7kb EcoRI/BamHI-Fragment in den Vektor
pEMBL9*, fiir das 74kd Gen ein 2.0kb BamHI/EcoRI-Fragment in den
Vektor pEMBL8* subkloniert. Die beiden klonierten Fragmente sind
in ABBl hervorgehoben. Die verwendeten pEMBL-Vektoren (ABBZ2,
Dente et al., 1983) sind Abkommlinge der pUC-Vektoren (Vieira und
Messing, 1982) und sind zur DNA-Sequenzierung besonders gut
geeignet, da sie eine Fi1-Region besitzen, die die Synthese von
einzelstrdngiger DNA, nach Zugabe eines Helferphagen, ermoéglicht.
Im Gegensatz zu den iiblichen einzelstrangigen
Sequenzierungsvektoren, die von dem Phagen MI13 abstammen,
zeichnen sich die pEMBL-Vektoren durch'ihre kleine GroBe und ihre
Stabilitat aus. AuBerdem koénnen sie als doppelstrédngige Plasmide

vermehrt werden.
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5LGAAHECCGGGGAHIBTCGACCIGCAGECAAGEIIGGCMﬁIGGECGYEGTIITﬂTﬂ -3 g*
EcoRl ml‘"ﬂammm‘ Pst] Hind
Rind {1l

5-GCCAAGCTTGGCIGCAGGTCGACGLATTLCE GOGAATTCIACIGGCCRICGITTIAL) -3 9*
Hind Hl Pst} Satl Bam K| €co RY
Rind 11

Smal

~— 3'-TGACCGGCAGCAAAATG -5' Primer

ABB2: pEMBLB*-Vektor und Polylinker-Bereich der pEMBL-Vektoren

Oben ist der pEMBLB*-Vektor abgebildet (Dente et al.,1983).

Unten 1ist die .Sequenz im Polylinkerbereich des pEMBLB8*- bgzw.
PEMBLI* -Vektors angegeben.. Die eingerahmte Sequenz =zelgt die
Bindungsstelle des M13 Sequenzierprimers. Der Pfeil gibt die
Richtung der? Sequenzierreaktion an. Die Klammern Hiber den
einzelnen Sequenzen markieren die Restriktionsschnittstellen, in

die subkloniert wurde,
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2. Die klonierten Subfragmente enthalten Exon—Sequenzen

Die klonierten Fragmente sollten noch transkribierte Albuminse-
quenzen enthalten und daher mit Albumin mRNA hybridisieren kon-
nen. Um dies sicherzustellen, wurden die erhaltenen rekombinanten
Subklone einer "Southern-Blot"—-Analyse unterzogen. Dazu wurden
die Klone entweder linearisiert oder die inserierten Fragmente
ausgeschnitten, elektrophoretisch aufgetrennt und gegen
radioaktiv markierte polyA*—-RNA aus der Xenopus-Leber
hybridisiert (ABB3). PolyAt—-RNA aus der Leber enthdlt 10%
spezifische Albumin mRNA, die mit Exon-Sequenzen auf dem Subklon

hybridisieren sollte.

ABB3: Das 68kd Subfragment enthilt Exonsequenzen

) Autoradiographie einer Southern Analyse des 68kd
e - 6.7kb

Subklons (68kd Eco RI/Bam HI-Fragment in pEMBLS*).

lpg Eco RI linearisierter Subklon (1) bzw. lpg

EcoR/BamHI-geschnittener Subklon (2) wurden mit

@ 21 kinasierter polyA*-RNA aus der Frosch-Leber

hybridisiert. Die GréBe der Fragmente, die

hybridisierten, ist angegeben.
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ABB3 zeigt das Ergebnis der Analyse fiir den 68kd Subklon. Der mit
Eco RI linearisierte 6.7kb groBe, gesamte Subklon hybridisierte
mit der mRENA (Spur 1). Diese Reaktion war spezifisch fiir die
Albuminsequenzen, denn in Spur 2 hybridisierte nur das 2.7kb
groBe, ausgeschnittene Albumin-Fragment. Fir den 74kd Subklon
wurde das gleiche Resultat erhalten (Daten nicht gezeigt).

Die subklonierten DNA-Fragmente beider Gene enthalten also

transkribierte Sequenzen.

3. Die Subklone besitzen eine Promotor—Region, die von der

RNA-Polymerase II erkannt wird,

Die klonierten Subfragmente sollten den Albuminpromotor mit der
Startstelle der Transkription besitzen.

Die Transkription der meisten eukaryontischen Gene erfolgt durch
die RNA-Polymerase II. Die korrekte Initiation der Tramskription
ist abhédngig von einem konservierten AT-reichen Sequenzmotiv
(TATA-Box), das sich <ca. 30bp 5° von der Transkriptions-
Startstelle befindet (Serfling et al.,1985a).

Mit "in wvitro Transkriptions"-Experimenten wurde untersucht, ob
von den subklonierten DNA-Fragmenten Transkripte erhalten werden
kénnen, d.h. ob sie eine TATA-Box besitzen.

Dazu wurden die isolierten Fragmente mit Hela-Zellextrakt unter
Zugabe von Ribonukleotiden wund «(32P)rUTP inkubiert. Der ver-
wendete Hela-Zellextrakt enthielt RNA-Polymerase II und andere
fiir die Transkription wichtige Faktoren. Wenn das eingesetzte
DNA-Stiick eine TATA-Box, wie oben beschrieben, enth&lt, sollte in
vitro eine radioaktiv markierte RNA von der eingesetzten DNA

transkribiert werden (Manley, 1980). Aufgrund der GréBe der in
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vitro transkribierten RNA und der des eingesetzten DNA-Fragments

kannp man Riickschliisse auf die Lage des Transkriptionsstarts

ziehen.

Fiir das Experiment wurden die beiden isolierten 68kd und 74kd
Subfragmente und auBerdem ein vom 68kd Subklon abgeleitetes

HindIII/Bam HI-Fragment, das vom 5’Ende her um 1lkb verkiirzt war,

verwendet.

« 68E/B 68H/B 14 B/E
g r 1T Ty 3
i

SV 40

a b ¢ a b ¢ a ¢

-~ 2.7kb
- 1.7

- 1.1

-t 0.6

ABB4: Die subklonierten Albuminfragmente enthalten

Promotorelemente

Autoradiogramm eines 1.4%igen Agarosegels, Die Transkription
wurde mit HelLa-Zellextrakt unter Standardbedingungen
durchgeflihrt. Von 1links nach rechts sind die Transkripte von

folgenden DNA-Fragmenten aufgefiihrt: lug PestI-geschnittene 8SV40
DNA(SV40), keine DNA (-DNA), 68kd Albumin EcoRI/BamHI, 68kd
HindIII/BamHI und 74kd BamHI/EcoRI, Die verschiedenen,
eingesetzten Konzentrationen waren: a=500ng, b=750ng, c=1000ng.

Die dicken Pfeile zeigen auf die spezifischen Transkripte.
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ABB4 zeigt das Ergebnis der durchgefiihrten in vitro
Transkription. Von den Albumin-Subfragmenten wurden jeweils zwei
RNAs +transkribiert. Die spezifischen RNAs fiir den 68kd Subklon
und den abgeleiteten, verkiirzten Klon waren gleich groB: 1.1lkb;
das spezifische Transkript vom 74kd Subklon war 0.6kb groB (groBe
Pfeile). Durch Transkription von Anfang bis Ende der Fragmente
wurden neben den spezifischen auch unspezifische Transkripte
(kleine Pfeile) erzeugt, deren Gro6Be mit der der eingesetzten
DNA-Stiicke iibereinstimmte (Manley,1983). Von einer als Kontrolle
.eingesetzten, linearisierten SV40-DNA wurden vier RNAs der
erwarteten GroBlen von 2.04, 1.94, 1.86 und 1.67kb transkribiert
(vergl. Handa et al.,1980), wiahrend aus dem Ansatz ohne DNA kein
Transkript erhalten wurde (SV40, -DNA).

Beide genomische Subfragmente enthalten also Transkriptions-—
Startstellen, die von der RNA-Polymerase II erkannt werden und
von denen aus in vitro Transkripte initiiert werden kénnen. Die
Startstelle im 68kd-Subfragment befindet sich ca. 1.1lkb von der
Bam HI-Schnittstelle. Die vom 74kd Fragment transkribierte RNA
ist wesentlich kleiner, ihre Startstelle befindet sich ca. 0.6kb

5’von der Eco RI-Schnittstelle.
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4. Die Sequenzierung der Subklone

Die soweit iiberpriiften genomischen Subfragmente wurden zur Her-—
stellung weiterer Subklone herangezogen, dabei wiurde von internen
Restriktions—-Schnittstellen ausgegangen. Alle erhaltenen Klone
wurden zur DNA-Sequenzierung herangezogen (ABB5a,b). Die beiden
Methoden der DNA-Sequenzierung (Sanger et al.,1977; Maxam und
Gilbert, 1980) erfassen maximal nur Sequenzen bis zu einer GréBe

von 350bp. Um die gesamte Sequenz der Klone abdecken zu kénnen,

wurde eine gerichtete Sequenzierung mit Hilfe von
fortschreitenden 5’Deletionsmutanten durchgefiihrt (Poncz et
al.,1982).

Mit Hilfe der Exonuklease Bal3l wurden am 5’Ende der Subklone
verschieden groBe Deletionen eingefithrt und kloniert. Die Re-
aktionsbedingungen wurden dabei so gewdhlt, daB sich die Dele-
tionen in ihrer GroBe um jeweils 100-150bp unterschieden. Durch
das Ansequenzieren dieser Deletionsmutanten nach der
Sanger—-Methode erhdlt man nacheinander abfolgende, iiberlappende
Sequenzen.

Zundchst wurde versucht die erzeugten Bal3l-Deletionsmutanten
direkt in die Polylinkerregion der pEMBL-Vektoren (in die Smal-
und BamHI- bzw. EcoRI—Schﬁittstelle) einzubringen. Diese Art der
Klonierung war nicht sehr effizient. Zur direkten Klonierung der
durch Bal3l erzeugten stumpfen Enden (blunt ends) benétigte man
10x mehr DNA als zur Klonierung von iiberstehenden Enden (sticky
ends) notig war. Auf diese Art wurden nur drei unterschiedliche
Deletionsklone vom 68kd Subklon (-1425,-211 und +449) erhalten.
Aufgrund dieser niedrigen Ausbeute an Deletionsmutanten wurden
zur weiteren Klonierung synthetische Linker—Sequenzen verwendet.

Die Linker—Sequenzen wurden an die stumpfen Enden ligiert und
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durch nachfolgenden Restriktionsverdau konnten dann iiberstehende
Enden erzeugt werden, die sich schieBlich 1leicht klonieren
lieBen. Es wurden jeweils die Restriktions-Schnittstelle als

Linkersequenz eingebracht, von der aus deletiert worden war.

Ein bedeutender Vorteil dieser ¢gerichteten Unterteilung der
DNA-Fragmente fiir die Sequenzierung lag auch darin, daB diese
Bal3l-Deletionsmutanten sp#dter zur Untersuchung der Regulation

der Gene herangezogen werden konnten.

ABB5: Restriktionskarten der 68kd und 74kd Subklone und deren

Sequenzierungsstrategie

5a: 68kd Subklon
5b: 74kd Subklon

Die Restriktionskarten mit den wichtigsten Schnittstellen sind
angegeben. Die erstellten Subklone und 6°’Deletionsmutanten asind
entsprechend ihrer Lage eingezeichnet. Die Anfangspunkte der
einzelnen Deletionen sind angeschrieben. Die nach Sanger
sequenzierten Bereiche sind durch einen dickeren Strich
hervorgehoben, die gestrichelten Pfeile markieren die nach Maxam

und Gilbert sequenzierten Bereiche.
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Die Sequenzierung nach der Kettenabbruchmethode (Sanger et al.,
1977) erlaubte es bis auf wenige Ausnahmen die gesamte Sequenz
der Subklone sicher aufzuklé&ren. In ABB6 ist als Beispiel einer
Sequenzierung nach der Methode von Sanger die Autoradiogaphie
eines Sequenziergels gezeigt.

Einige Bereiche, z.B. sehr AT-reiche oder GC-reiche Regionen
(homopolymer Regionen), konnten mit der DNA-Polymerase I
(Klenow—Fragment) nicht sequenziert werden (Smith, 1980). Ein
Teil dieser Problemstellen konnte durch Sequenzierung mit
Reverser Transkriptase (BioRad Bulletin 1205) oder durch
gednderte Reaktionsbedingungen (Inkubation mit Hinc II-Puffer bei
56°C; Gomer et al., 1985) aufgekéart werden. Wenige Bereiche
konnten jedoch trotz verschiedener, angewandter Variationen nicht
eindeutig analysiert werden. Diese Bereiche (ABBS5a,b:gestrichelte
Pfeile) wurden daher mit der Basenmodifikations-Methode (Maxam
und Gilbert, 1980) sequenziert. Ausgehend von Restriktions-
schnittstellen wurden die Subklone oder Deletions- mutanten vor
dem zu sequenzierenden Bereich linearisiert, dephosphoryliert und
mit einem weiteren Restriktionsenzym hinter dem zu analysierenden
Bereich nachgeschnitten. Das DNA-Fragment wurde isoliert, an der
dephosphorylierten Schnittstelle radioaktiv markiert und der
Sequenzanalyse unterzogen. Auf diese Art wurde die Sequenz

einiger Bereiche vollstidndig abgesichert.




pEMBLY+ linker

68Bglll 74Bgll
C,A CTGACT

pEMBL 8+ linker
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ABBG: Nukleotidsequenz beider Xenopus
Albumingene im Bereich der TATA-Box und

des Transkriptionsstarts

Autoradiographie eines Sequenziergels. Die
Nukleotidsequenz wurde nach der Methode von
Sanger von den Bgl II-Subklonen des 6Bkd
und 74kd Gens aus erstellt. Wichtige
Sequenzbereiche sind durch Klammern mar-
kiert und angeschrieben, einzelne Basen

dazu sind durch Punkte hervorgehoben.
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68kd Albumin

GAATTCAGGTTTGEABBCARG T T TGETTETATARAAC TCABTECACTECCARACAGAECC TCARTGTABEBTBACAATCCTCATAGGEECTACCANAT
BRCCAATCACAGCACTTATTTRBCACCCAGBBAACTTTTTTCATECATECTRTTECTCCCCARCTCLT TETACT TCTBACATETTELACACEEETTCAA
AGETTBGE6ATICCTECT FTAGAGGCAABAABABACT TTTARAACATTTTTATTTACTATTTAGGACCARTARTEAGABATGAGATGBE TECARAAAAG
GTBTHCCCATABRCAGEGAGABBECATETTTITTTCTATTATTABCCLTTCCTAGAGACTAGTETTCTATCTCATATTAAAGEARAATETATCTETAGTE
CAAGAGATGTEETTEARRAGEECARACTTTTETGTATATT TCACCAGTATBAGACTCELEAATAGANAACTCCABEEAAAATATETATET TECTGTAGCA
AGTETRBCTGTTTTTATTTTBCCAGC TCAGBARAAGATARATABBTE TCTEEAG TBBATEGABEABAGCABEETERBACCTLCATTCCATACTCCATT A
B66TTTTACABTTGCCCARC TABABETABCTATC TEAT TAGGCTCCABE TEABCTECAGTCTTATAAGAGG TETEAAACTACAGC TCABTRCCLETEEA
TACCTEEABEETETTRTRTRTTATTAGCTCTCTRT6TETATTCCCATECTEAAC TARAGTET TEBABAGABL TTCARBTEAC TEGAGEEABEAACABAAA
AGTCTAACABAGGATTTTEABACT TETTATETCCANGECTETARGTECAGATATATTGTGT TACTBTGTACACCARTTEGETETTGAATTESEACTET
CAATATGTARRGCARGTTEATTTTTTTCCTAATARAAGCCABCARARCTTTARAACT T TARACT T TAAAGETEBTETCABACTCCATTTTGTECTTTAN
CTGTBCTGTEECTATEETCTCACTETCARCTARTACACACARTAGCTACARGTCTACCATATATATACCATTAACATTGECARACERET TTAABAT TCAC
AARGCCAACTAAGT TEETEABBARAGTETATCAABCCTACATEEARATAATATEACAAATAT TTAGCARATATACCCABTEARATATTTACABTARACAT
ATTTTAGAATTATESTARATARATETTTTACAARBAAACATECACAGATAAAAGAATCACATARBECTATT TEAACT TTECATATAATTAGACTARATE
AAGATTTGRBCACATACCARTACACTAGTATACACAMBATCAGTT TRCT TARCCTTTTGTTCAGCAATTACCARAGACE T TBACTAGCCCATRTAGET
TTTTTTTCACARTTTAMAGET TTTTCANAATTCAGAAAACCARTATAGAGCAACABCAATACE TTAT TTBACCTTARARGT TGATTBACAT TAGGARAT
TCCALANAEL TAAAACARCTECARACAGAACAAT TTGATAGETTARTAATTTTCCAGATCTCTTBAGCAATATATARRACAAGAGETATCACTCATTT
caenrcgg;g;tcrcnaAsérccccnccchnrACATcrcénsrcnrsnnéresATCAccéTCArrrsrcisrrnnrrneérccacrIIAérAsnnTcnné
AATARTTTTCAARAGAGATACAGETARGLL TTTARATECAT TCATCET TATTBARATCCARAAGCCTCCCCETTCARTARAGARTTTTTATETARCTTTT
BAGAAAAAACATTCTACTTTGAGEATTTAACT TATTACATATTGTTATET TTTGTAGTATARAATAAATT TTTTARTARAGARARRACAGEATTTTEAA
GCATEEARRATAGARATEAT TATTAABTAGTTARCAGTEAAATAGAANAAATATTTTACCATACAGTAGCACARARGATECARTCATTT TTARAARGTT
TTBCCTATATCCAGTTAATCCCAATTACATACTATTTACT AGBTECTETTBEGGATTTTTTBCTTGATATTCTTARTATTCTTGATAGTCAT TACABACT
BCTTTCTCTTTCTRTATCTTTTCATATTTCCATACTETTTCTBT TCATBATRTTCTCTICATTTTATATTCATATATATTGATARTACTTTATTATECCT
TTCATACAGATTABACCATCACARGCATATTEL TEACATTACAAT TTATTGACTEAGLEEACC T TCARABACTETARGAATTGTATCTARATT TACA
ATATATECANATAATTACTCTTTTCTTTTTAGTCTAGGAT TG TART TGGATTARCCTTGCATECACATCC TEEARGCAT TARTACATARTATCTBECTAT
AGATBARGATTTTATATTTETTATTTBACTITTTACAGTT TCCCCCARGCABTATAGTT T TATICTTTGREATETTATETTTTTATATARATTETTTATA
TAGAAAGTGGATRAGCTTATATTCATTTRTCTATTCACCATETITTATGAATTTTETTTACTTTGCTTTTTTACT TTATECTATTATGEACAATACAAT

GAATBCTTAAGTACTTATAACTACTTCART TATATARATECTICTETT TABBATCE
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74kd Albumin

BGATCCATCCTGAGATETATATCT TATEEEATEEAAACTCCECATTCATTEREEARAECETC TCLTBACCARRGEATTETAGATCT TCTCCACTRLTAC
TTTTTACARGACCCTARGCACAAATTTT TACAGTCACARG TTCACT TTTATEGCAATTACACACAGETET TCECTCETCTBTTCCCTIGTERTEGABETA
TTATACATTCCARTECAACTBARTECARBAGTAMATETAGCCCC T TCARTCACACAGLCANGTECABAACACARATAGEEGARBAT TTAC TAAABEELE
AGTERCCAGCECTAGTEAMET TCTCCABARATCCCATCCELABBEACATCACCARTTTATTAACABETETAGABBACART TAGCTAGAGARAGABACEA
TCCCTAGCATAGTTTTGCELCCTATCACCABGABAATT TTCACTCAGACARATEATCATTACTCACTARAGT TCBARTTTTACTGARCATTACTTTTEEL
AGAATTTCCTTTGCCACCTTABACE TEECARACTEATARATEARGLTACATCLTCLTEARTCTTATETCACTEACATCATATTCTRTATECCGAARAET
CATANRGTTCTAAAAAAACACTBBCETTTTTTCATATTTTAMACAGEATTELCTTCARAAGTTCTARCTATTTTTTBTBCTARCTTITTTTTTTCARE
CATCAGABREECAAGCCACATTTE T TTAGEETEBECTGATETCTAGEACATTABAGBAACTCT TTTBTCTT TATTATECTTCCTTBBACATTTETANTA
ATAAGTEECCACTTTARBCATATECACCARCATCTCTART ARAGACETCTATATBACCTATATETACCTELCCTATTCARAT TBACETAAGCATAABAGT
ATTARCGARGTT TCHCTABBLABARAGTTCACTATEARATBCTCECAT TEATCAAATGTTCABCTBEABAGACECARCTTCECATTTTAGTTARTTAACA
TABTBRTAACAAATTTATECLTEECEAAGTERCT TEAAGTETBRTE6TECCTTCECTEETEAMAAT TTCLCATATARTECAAAAACARTABARAGT TECA
TTACACTTBTATTAGECTTTTTATTGTTAATARATECTTTTACARAGARARATETGCARACARAATBATCATATEAGECTAT TTGARCT T TECATATART
TGBACCAAATEARGATETEEECCCASACARTACACTAGCATACECARAGATCAGTTTBCTTAACCTT TTBT TCTECART TACCARAGACTTTBATTAGE
CCATBCTABTTTTTTCCCTTTANTTTACAGETCTTTARAAARAAGCABCARATCARTATACAGCARCAGCARTACATTATT TEACTTARAACTTATTT
BACTTTABGAAC TCCACARABCTAAAACARCTECARACARCACATTTTBATAGGTTARTCATTTTCCAGATCTCTCTABGARTETATAARACARGTGAT
ArcnhrcarircrsArcggé;;}crAcsAésrccccacc%AATAEATCIéCAGTCATGAABTssnrcnc&crenrtratérsrrnnrrAéCTCCICTTré
ATTGARTCAAGEATACTTTTCAAABAGATACABGTARBCCT TAMATECATTCATCETTAT TGAARTCCARRGACATCCARATCTARTATTARRRATAT
TATTTTTBCAGTARTATTTTTTATETTANT TTTGAGTATTTARCTARTTACATTATTATTATECATTGTECARTTARAGARATT TTARARAAAACTEAGE
ATTTCRGARACATEBRANATGTTATATTARGE TAGT TBACAATGARRTCAGAAAAGATEATTTTACTATACAGTAGAACARAABATATATEATTAGCACA
CAACTBCTTTGACTTETARAAAGACCARCANARACCANGESTATTECTCETTGANARARATACATAGCLTATECCATTTETARCETTARGCATTTACTTA
TATTATAACT TTARTTGEARRGTTCTRCLCTATTTTACTATATCCAGETTCATT TARCTTACCARTTABARTTCTBTTTBGBATTTTTTACTTBATATIC
TCARTACTCTTCATATTCABCCTECTTTCTCTTTCTGTETCT TTTCATET TTTCATACTETTTCTGTECATGTCBACCTATTTGGTATARAT TTATATAT
ATATATAT TTATAATECTTARTTATEBCTATCTTETAGATECAGACCATCACAAGCATAT TECTEATETATACACCECAT TEACTEAGCEBACCTTCARA

BBACTETARGAATTATATCCAAATATACAT TATACTAATARRACATATAN
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ABB7: Die Nukleotidsequenzen der 5'Enden der belden Xenopus

Albumingene

Ta: 68kd Albumingen

7b: 74kd Albumingen
Die TATA-Box ist umrahmt. Der Start der Transkription ist durch

einen Pfeil gekennzeichnet.

Der sequenzierte Bereich des 68kd Subklons umfaBBte 2656bp
(ABB7a), der des 74kd Subklons 2074bp. Um fiir das 74kd Albumingen
einen zum 68kd Gen vergleichbaren Bereich abdecken zu kénnen,
wurde noch ein zum sequenzierten 74kd Subklon benachbartes,
genomisches Eco RI/Bgl II-Fragment subkloniert und vom 5’Ende her
ansequenziert. (vergl. ABB1l, ABB5b). Somit wurde fiir das 74kd Gen
ein dhnlicher Bereich von insgesamt 2350bp sequenziert (ABB7b).

Aus den erstellten Sequenzdaten kann durch Auffinden der fiir die
RNA-Polymerase II transkribierten Gene typischen konservierten
Sequenzen, der TATA-Box und der CAAT-Box, die Promotorregion
kartiert werden. Der Anfang der proteinkodierenden Sequenz liegt
3’von der TATA-Box und ist durch ein Methionincodon ATG, dem sich

offenes Leseraster anschlieBt, gekennzeichnet.
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Eine TATA-Box Lkonnte in den fiir beide Gene (68kd bzw. 74kd)
erstellten Sequenzen identifiziert werden. Sie befindet sich 19
bzw. 18bp 3’ von der Bgl II-Schnittstelle entfernt. Damit ist sie
fir beide Gene ungefdahr an der Position, die aufgrund der anfangs
durchgefiihrten in vitro Transkriptions—-Experimente erwartet
wurde, fiir das 68kd Gen 1.1lkb 5' von der Bam HI-Schnittstelle und
fiir das 74kd Gen ca. 0.6kb 5’ von der Eco RI-Schnittstelle.

70bp 3’ von der TATA-Box entfernt, findet sich fiir beide Gene ein
offenes Leseraster, das fiir 26 Aminoséduren kodieren konnte und
mit der iblichen Konsensussequenz fiir eine Exon/Intron-Grenze
AGGT enden konnte (Gannon et al., 1979). Dieser Bereich ist bis

auf wenige Nukleotide fiir beide Gene identisch (ABB7a,b).
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5. Kartierung der in vivo benutzen Startstelle der

Transkription

Der Start der Transkription, der sich meist 20 bis 30 Nukleotide
3’ von der TATA-Box und vor dem Translationsstart befindet, kann
aufgrund der Sequenzdaten allein nicht bestimmt werden. Aufgrund
dessen wurden dazu die in vitro Transkriptions—-Experimente
herangezogen, sowie SP6-Analyse— und "primer extension"-Analysen

der in vivo vorkommenden Albumin mRNAs durchgefiihrt.

Die zZur Uberpriifung der Subklone durchgefiihrten in vitro
Transkriptions—Experimente (ABB4) fiir den 68kd Klon deuteten auf
einen Transkriptionsstart hin, der 3’ von der HindIII-Schnitt-
stelle liegt wund ca. 1.1kb von der BamHI-Schnittstelle entfernt
ist. Fiur den 74kd Klon wurden Transkripte erhalten, die 0.6kb
5’ von der EcoRI-Schnittstelle initiiert wurden. Mit Hife von
SP6- und "primer = extension"- Analysen sollte der
Transkriptionsstart genauer festgelegt, und das erste und zweite

Exon charakterisiert bzw. identifiziert werden.

5.1, SP6-Analyse der Albumin mRNAs

Mit einer zur =zu untersuchenden RNA komplementdren markierten
RNA-Probe (SP6-Probe) konnen Transkripte spezifisch entdeckt und
analysiert werden. Durch geschickte Wahl einer SP6-Probe, die
sich iiber die vermuteten Exon-Bereiche erstreckt, kann die GréBe
des Exons und auch die Position der Transkriptions—Startstelle
bestimmt werden. Zur Herstellung einer solchen Probe werden
DNA-Fragmente, die die zu untersuchenden Bereiche enthalten, so

in die SP6-Vektoren kloniert, daB die davon synthetisierte
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RNA-Probe komplementéar zZur zellulédren RNA ist. Nach
Hybridisierung der SP6-Probe mit der 2zu untersuchenden RNA,
entstehen dort, WO sich die Sequenzen entsprechen,
doppelstrdangige RNA-RNA-Hybride. Diese Hybride sind gegen einen
nachfolgenden RNase—-Abbau resistent. Die GroBe der geschiitzten

Hybride ist ein direktes MaB fiir die GroBe des Exons.

Fiir das 68kd wund das 74kd Gen wurden verschiedene SP6-Proben
hergestellt, die das vermutete 5’Ende enthalten (ABB8), und zur
Untersuchung der Albumin mRNAs eingesetzt wurden. Die SP6-Analyse
der beiden Xenopus Albumin mRNAs ist nicht ganz einfach, da die
beiden mRNAs einander sehr &hnlich sind (Westley et al.,1981).
Aufgrund dessen kann eine SP6-Probe mit beiden RNAs kreuz
hybridisieren. Die durch die Kreuzhybridisierung entstehenden
Hybride sind dann allerdings instabiler. Durch die Wahl von
verschiedenen Temperaturen beim RNase-Verdau kann man auf die
stabileren korrekten Hybride selektionierten. Daher wurde bei
zwel parallelen Analysen der RNase-Verdau bei unterschiedlichen

Temperaturen, 30°C und 45°C, durchgefiihrt.
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ADBG;: Die zur Kartierung des Transkriptlonstartes verwendeten
SP6-Proben

Die wapezifischen S8P6-~Proben sind entsprechend ihrer lLage zur
genomischen DNA eingezeichnet. Die achwarzen Blocke stellen die
Exons dar. Der Transkriptiousstart 1iat durch einen TDPfeil

gekennzelichnet.

protected fragments :

17nt
117nt+67nt
67m

37nt

117nt
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ABB9: Identifizierung von transkribierten Sequenzen in den
Subklonen
Autoradiogramm der SP6-Analyse der Xenopus Albumin mRNA. Die
Analyse wurde mit 0.6pug polyA*-RNA aus der Frosch-Leber
durchgefiihrt., Die Hybridisierung erfolgte liber Nacht bei 45°C,
der RNase-Verdau wurde entweder bei 30°C oder bei -45°C
durchgefithrt. Von 1links nach rechts wurden folgende SP6-Proben
eingesetzt: Probe 1 (1), Probe 2 (2), Probe 3 (3), Probe 6 (4),
Probe 3 (5), Probe 4 (6). m = DNA-GrdBenmarker
Die indikativen Fragmente sind durch Pfeile marklert. Durch eine

Klammer sind die

hervorgehoben.

fir das zweite Exon spezifischen Fragmente
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ABBY zeigt das Ergebnis der Analysen. Bei der Untersuchung der
74kd mRNA mit Probe 5, die zum 74kd Bgl II/Eco RI-Restriktions-
fragment . komplementdr war, wurden geschiitzte Fragmente von
116/117nt GroéBe gefunden (Spur 4). Dieses Resultat wurde durch
die zweite Analyse, die unter stringenten Bedingungen stattfand,
noch verdeutlicht (45°C, Spur4) und entsprach den Erwartungen,
die aufgrund Sequenzdaten aufgestellt worden waren.

Der 74kd Subklon enthdlt nur das erste Exon mit einer GroBe von
117bp. Wenn man von der méglichen Exon/Intron-Grenze, die nur auf
Sequenzvergleichen basiert, 117bp =zuriickrechnet, befindet sich
die Startstelle der Transkription 32 bp 3’von der TATA-Box.

Fiir die 68kd wmRNA wurden mit der SP6-Probe 2, die zu einem
ahnlichen Bereich komplementar war, dem 68kd Bgl 1I/Bam HI-
Restriktionsfragment, verschiedene geschiitzte Fragmente entdeckt
(Jeweils Spur 2). Es traten hauptsédchlich Fragmente der GrofBen
117nt, 65-70nt und 40nt auf. Der RNase-Verdau bei héherer
Temperatur fithrte zu einer unwesentlichen Verringerung der Banden
im GroBenbereich zwischen 40 und 60nt (45°C, Spur 2). Es war
deutlich | zu erkennen, daBl spezifisch Fragmente der Groflien
116/117nt, 65-70nt und 40/42nt geschiitzt werden.

Dieses Resultat fﬁhrte' zundchst 2zu der Vermutung, daB der
untersuchte Bereich des 68kd Gens im Gegensatz zum 74kd Gen noch
weitere Exonsequenzen enthdlt.

Daher wurden weitere Analysen mit SP6-Proben durchgefiithrt, die
aufgrund der Sequenzdaten spezifisch fiir das erste (Probe 1) und
zwelte Exon (Probe 3 u. 4) sein sollten (vergl. ABBS8).

Die fur das zweite Exon spezifischen Proben wurden von
Deletionsmutanten erhalten. Probe 3 sollte das ganze zweite Exon
umfassen, sie war dem Bereich von +449 bis +1050 (BamHI-Schnitt-

stelle komplementdr. Probe 4 dagegen sollte ungefahr bis zur
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Mitte des zweiten Exons reichen, sie war komplementdr zur Region
von +634 bis +1050 (BamHI-Schnittstelle).

Probe 4 schiitzte ein Fragment der GroBen von 48-50nt (Spur 6),
wadhrend mit Probe 3 Fragmente der GroBe 63-67nt entdeckt wurden
(Spur 3 u. 5), von diesen blieben nach der stringenten Analyse

nur noch Fragmente der GroBen 63 u. 64nt iibrig (45°C, Spur 3).

Diese mit den fir das vermutete 2z2weite Exon spezifischen
SP6~Proben 3 und 4 erhaltenen Resultate bestadtigen die
urspriingliche Annahme, daB der von Probe 2 abgedeckte Bereich und
somit der 68kd Subklon noch zusédtzlich das zweite Exon enthéalt.
Die Analyse mit der fiir das erste Exon spezifischen Probe 1
brachte kein klares Ergebnis. Diese Probe entsprach einem
BglI/Aha III-Fragment und umfaBte damit den Bereich des
vermuteten ersten Exons und 10bp des nachfolgenden Introns. Mit
dieser kurzen Probe 1 wurden wider Erwarten mehrere Fragmente
geschiitzt, die hauptsidchlich 70 und 40nt groB waren (Spur 1). Die
stringente Analyse bei hoherer Temperatur brachte keine
Verdnderung im Bandenmuster (45°C, Spur 1).

Das Auftreten dieser Banden 1&Bt sich zundchst nur dadurch
erkldren, daB das erste Exon des 68kd Gens vermutlich kleiner als
angenommen und daher méglicherweise unterschiedlich zu dem des
74kd Gens ist.

Um diese Daten zu iiberpriifen und das erste Exon des 68kd Gens
besser zu charakterisieren, wurde eine ‘"primer extension'-

Analyse der RNA durchgefiihrt.

5.2, "primer extension" - Analyse der Albumin mRNAs

Bei der "primer extension" Analyse wird ein radioaktiv markiertes

Oligonukleotid, das komplementdre Sequenzen zur zu untersuchenden
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mRNA hat, an die RNA hybridisiert und als Primer benutzt. Mit der
mRNA als Matrize wird vom Primer aus mit dem viralen Enzym
Reverse Transkriptase eine Kettenverlédngerung (extension) in 5’
Richtung durchgefiihrt. Die Extension bricht dort, wo die mRNA
beginnt, also bei der Transkriptions-Startstelle, ab, weil danach
fir die Reverse Transkriptase keine Matrize mehr vorhanden ist.
Aus der GroBe der verlangerten Ketten kann die genaue
Initiationsstelle der in vivo vorkommenden Transkripte bestimmt
werden.

Basierend auf den DNA-Sequenzdaten und den aus der SP6—Analyse
gewonnenen Erkenntnissen wurden Primer synthetisiert, die zu
transkribierten Bereichen komplementédr sein sollten (ABB10). Um
zZzwischen den beiden sehr homologen Albumin mRNAs unterscheiden zu
kénnen, wurden vor allem auch Primer fiir einen Bereich der beiden
Albumin mRNAs hergestellt, die sich aufgrund der Sequenzdaten um
eine Base wunterscheiden sollten (primer b und d). Mit diesen
Primern sollten die Startstellen der Transkription der beiden

Gene und die Exon/Intron—-Ubergédnge charakterisiert werden.
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ABB10: Die zur "primer extension"-Analyse verwendeten

Oligonukleotidprimer.

Frstes und zweltes Exon des 68kd sowie des 74kd Albumingens sind

68 kd

74 kd

dargestellt. Die Zahlen ilber den kodierenden Sequenzen gebon die -

Anfangs— und Endpunkte der Exons an. Die diinn gezeichneten
Klammern gymbolisieren die Intronsequenzen. Die verwendeten
Primer mit 1hrer spezifischen Sequenz sind entsprechend ihrer
Lage zu den kodierenden Sequenzen elngezeichnet, Die
Extensionsprodukte sind durch die gestrichelte Linie

verdeutlicht, ihre erwartete dréBe ist jewells angegeben.
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ABB11: In vivo Transkriptionsstart und partielle Sequenz der

Xenopus Albumin mRNAs

Al 1.25ug polyA+*—RNA aus der Frosch-Leber wurden mit
verachiedenen primern (a,b,c) analysiert. Die Extensionsprodukte
sind durch Pfeile gekennzeichnet. m = DNA-GréBenmarker

(pBR322/Hae IlI-geschnitten),

B: Die ‘"primer extension" -Sequenzierung der Albumin mRNAs mit
den Primern a, b und d wurde wie die "primer extension'"- Analyse

durchgeftihrt, doch in Gegenwart der entsprechenden ddNTPs (1.7mM
Endkonzentration).

Es sind die Sequenzbereiche dargestellt, in denen sich die beiden
ansonsten homologen mRNAs unterscheiden. Bel der mit Primer a
erstellten Sequenz 1ist die flir die 74kd mRNA spezifische
Basenfolge angeachrieben, wihrend die schwach =zu lesende,
iberlagerte 68kd Sequenz durch Sternchen hervorgehoben ist.
Primer b und d erkennen spezifisch die 68kd bzw. 74kd Albumin

mRNA, die dafiir typische Basenfolge ist angeschrieben.
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ABB11A zeigt das Ergebnis der Analyse. Mit allen eingesetzen
Primern wurden Extensionsprodukte erhalten, d.h. alle konnten an
transkribierte Sequenzen hybridisieren.

Mit dem fiir das erste Exon spezifischen Primer a, der aufgrund
der Sequenzhomologie in diesem Bereich beide mRNAs erkennen
sollte, wurdé ein 53nt groBes Extensionprodukt erhalten (Spur a).
Ein Extensionsprodukt dieser GroBe wurde auf Grund der
SP6-Analyse der 74kd mRNA auch erwartet. Dieses Resultat
bestatigt zumindest fiir das 74kd Gen, daB sich die Startstelle
der Transkription 32bp 3’von der TATA-Box befindet.

Mit Primer c, der seine komplementdre Sequenz im zweiten Exon der
Gene haben sollte, wurde ein Extensionsprodukt mit der GréBe von
135nt gefunden (Spur c). Dieses Resultat bestdtigt zum einen den
obigen Befund iiber die Lage des Transkriptions-Starts und zum
anderen die Présenz des zweiten Exons.

Mit Primer b, der spezifisch fiir die 68kd mRNA sein und der iiber
die vermuteten Exon/Exon—-Grenze hybridisieren sollte, wurde
ebenfalls eine Kettenverldngerung erhalten (Spur b). Die GroBe
des Extensionsproduktes betrug 128nt. Damit befindet sich die
Startstelle der Transkription des 68 kd Gens an gleicher Stelle
wie beim 74kd Gen. wird. Die aufgrund der Sequenz angestellten
Vermutungen iber den Verlauf der Exon/Exon-Grenzen waren also
richtig.

Dieses mit Primer b erhaltene Resultat konnte allerdings auch
darauf zuriickzufiihren sein, daB dieser Primer mit der sehr
homologen 74kd mRNA hybridisierte, denn die Sequenzen
unterscheiden sich im Bindungsbereich des Primers eben nur um
eine Base. Um zu beweisen, daB mit Primer b spezifisch die 68kd
mRNA analysiert wurde, wurde mit diesem Primer eine '"primer

extension"-Sequenzierung der mRNA durchgefithrt. Parallel dazu
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wurde, mit dem entsprechenden um ein Nukleotid unterschiedlichen
Primer d, der spezifisch die 74kd mRNA erkennen sollte, die
gleiche Analyse vorgenommen.

Mit der RNA-Sequenzierung konnte nicht der ganze Exonbereich
abgedeckt werden, da oft unspezifische Kettenabbriiche erhalten
wurden. Dennoch konnten fiir einige Bereiche ganz deutlich lesbare
Sequenzen erhalten werden. (ABBl1B)

Mit Primer b wurde eine RNA-Sequenz erhalten, die der 68kd
DNA-Sequenz entsprach., wahrend mit Primer d , eindeutig die 74kd
mRNA erkannt wurde (11B, primer b u. d). Mit dem Primer a, der
aufgrund der homologen Sequenz an beide mRNAs hybridisieren
sollte, wurde eine Hybridsequenz erhalten, die sich aus den
iiberlappenden Sequenzen der 68kd und 74kd mRNAs zusammensetzt
(ABB11B, primer a).

An einigen Stellen wurden Unterschiede in der RNA-Sequenz zur
DNA-Sequenz entdeckt, die trotz nochmaliger Uberpriifung bestehen
blieben. Dies wurde vor allem fiir die 68kd-Sequenzen gefunden bei
Position +83, +86 und +95 (Daten nicht gezeigt). Es konnte
moglich sein, dafl die DNA und damit auch die RNA (vor allem beim
'68kd Gen) an einigen Stellen genetisch polymorph sind. Die
Unterschiede konnten allerdings auch infolge von Klonierungs-—
Artefakten entstanden sei. Diese Befunde erklédren moglicherweise
die Daten, die fir das 68kd Gen mit der SP6—-Analyse erhalten
wurden. Durch die Sequenzunterschiede war die SP6~Probe nicht
iiber den ganzen Bereich des ersten Exons zur zu untersuchenden
RNA homolog. Aufgrund dessen wurden statt des erwarteten groflen

Fragments hauptsdchlich zwei kleinere beobachtet.

Die aus der ‘'"primer extension"-Analyse erhaltenen Resultate

beantworten die eingangs gestellten Fragen:

Die untersuchte 5’Region beider Xenopus Albumingene enthalt die
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ersten zwei Exons.

Die in wvivo Dbenutzte Startstelle der Transkription konnte
aufgrund der sich deckenden Daten der Sequenzierung, der in vitro
Transkriptions—-Experimente, der 8SP6- und der "primer extension"
Analyse eindeutig kartiert werden. Sie befindet sich fiir beide
Gene 32bp 3’von der TATA-Box entfernt (ABB7). Diese Anordnung
stimmt mit der fiur eukaryontische Promotoren postulierten

Struktur iiberein (Serfling et al.,1985a).

6. Die Sequenz der 5’Enden der Xenopus Albumingene

Die erstellten DNA-Sequenzen fiir beide Xenopus Albumingene
umfaBten fiir das 68kd Gen 2656bp und fir das 74kd Gen 2350bp
(2074bp fiir den genomischen BamHI-EcoRI-Subklon und die ersten
276bp des 3’benachbarten EcoRI-BglII-Fragmentes). Darunter waren
1606bp 5’flankierende Region fiir das 68kd Gen bzw. 1517bp fiir das
74kd Gen. Das erste Exon 1ist bei beiden Genen 117bp grof3, Es
enthalt eine nicht-translatierte Region von 38bp, der
nachfolgende translatierte Bereich kodiert fir 26 Aminosé&uren.
Der Translationsstart stimmt mit der Kozak’schen Regel iiberein.
Mit der Sequenz CAGTC unmittelbar vor dem Translation-Startcodon
entsprechen 3 der 5 moéglichen Basen der aufgestellten

Konsensus-Sequenz CCA/GCC (Kozak,1984). Das erste Exon endet mit

der Sequenz AG/GT, einer Konsensussequenz fir
Exon/Introniibergédngen, die u.a. auch fiir das menschliche
Albumingen definiert wurde (Gannon et al., 1979; Sakai et

al.,1986). Danach folgen 486bp (68kd Gen) bzw. 604bp (74kd Gen)
Intronsequenzen. Das zweite Exon konnte fiir beide Gene wieder
gleich groB, 67bp, sein. Es kann fiir 22 Aminoséduren kodieren und

endet zumindest fiir das 68 kd Gen (vergl. SP6-Daten) wiederum mit
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einer Konsensussequenz CT/GT. SchlieBlich folgen fiir beide Gene

noch 380 bzw. 45bp Intronsequenzen (ABB7 und 13).

6.1. Die Sequenzen der beiden Gene zeigen groBe Homologie

Bei einem Vergeich der 68kd Sequenz mit der des 74kd Gens wurden
sehr grofBe Homologien festgestellt. In ABBl2 wird diese
Sequenzhomologie der beiden Gene in einer "dot matrix"
verdeutlicht. Fiir diese Darstellungsform wird mit einem
speziellen Computerprogramm immer eine Sequenzfolge von 10bp der
einen Sequenz mit der gesamten anderen Sequenz verglichen. Dort
wo eine Sequenzfolge mit der zu vergleichenden Sequenz zu 80%
homolog ist, wird ein Punkt gesetzt. Im Idealfall, wenn beide

Sequenzen identisch sind, entsteht eine Gerade.
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ADD12: Die Sequenzen der beiden Xenopus Albumingene sind sehr

homolog

Es 1ist ein Dot Matrix-Vergleich der belden Albuminsequenzen
gezeigt. Die von linke nach rechts verlaufende 68kd Sequenz wurde
geden die von oben nach unten aufgezelgte 74kd Sequenz
verglichen, Eine zwischen beiden Genen zu 80% homologe Folge von
10 BPasen wurde durch einen Punkt gekennzeichnet, Der die

kodierende Sequenzen umfassende Derelch lst elngerahmt.
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Der Homologiebereich erstreckt sich iiber 550bp. Er beinhaltet ca.
400bp 5’flankierende Sequenzen mit Promotorregion, das erste Exon
und noch 40bp des nachfolgenden Introns. Am grofiten — ca. 91% -
ist die Homologie im Bereich der TATA-Box, des
Transkriptionsstarts und des ersten Exons. Ansonsten liegt die
Homologie zwischen beiden Genen bei 86%. Ein zZweiter Bereich mit
756% Homologie beginnt im ersten Intron ca. 180bp vor dem zweiten

Exon und endet ca. 40bp nach dem zweiten Exon. Die Homologie fir

die kodierenden Sequenzen des zweiten Exons betridgt 88% (ABB13).

ABB13: Die homologe Nukleotidsequenz der 68kd und 74kd

Albumingene.

Die Sequenzen der beiden Albumingene sind einander angeglichen,
um ihre groBe Homologie in diesem Bereich zu verdeutlichen. Die
konservierten Bereiche umfassen die Promotorregion, das erste und
zwelte Exon,

Der Transkriptionsstart ist durch einen Pfeil gekennzelchnet. Die
TATA-Box 1ist eingerahmt. Die Klammern markieren die Exon/Intron-

(1) bzw. die Intron/Exon-Struktur (I).
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68kd albumin
74kd albumin

1160
1118
1220
1131
1280
1191
1340

1251

1400
1311
1458
1371
1518
1430
1578
1489
1638

1549

1498
1609
1758

1662

2000
2000
2037
2060
2092
2116
2152
2175
2206

2235

2266

2295

~397
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TGCATATAATTGGACCAAATGAAGATGTGGGECCAGACCAATACACTABCATACGCAAAG

ATCAGTTTGCTTAACCTTTTGTTCAGCAATTACCAAAGACKTTEACTAGCCLCATECTAGG
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thind reRbEr bty it I R N R R R R R RN
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A R A AN R R R A RN RN R NN N RN

TT CAGCCTGCTTTCTCTTTCTGTETCTTTTCATGTTTTCATACTGTTTCTGTGEATETC

GTTCTCT TCATTTTATATTCATATATATTGATAATACTTTATTATGCCTTTCAT
! b [ N N NN A SN RN N I
GACCTATTTGBTATAAATTTATATATATATATATTTATAATGCTTAATTATGGCTATCTT

ACABATGTAGACCATCACAAGCATATTBCTGACATGTACAATTTATTGACTGAGCGGACC
[N IR R R R R R R RN R I RERER AR RN R RN
BTABATGCABACCATCACAABCATATTGCTGATGTATACACCGCATTGACTEAGCEGACT

) +715
TTCAAAGGACTIGTAAGAATTGTATCTAAATTTACAATATATGCAAATAATTACTCTTTTC
R R I R RN R A R A R RN RN Lot Pt
TTCAAAGBACTIGTAAGAATTATATCCAAATATACATTATA CTAATAAAACATAESA
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Der groBBe konservierte Bereich zwischen den beiden
Albuminsequenzen wird in ABB12 durch eine lange, im Bereich des
ersten Introns wunterbrochene Gerade symbolisiert. Da sich diese
Homologie vor allem auch ca. 400bp weit in den 5’flankierenden
Bereich beider Gene erstreckt, kann man annehmen, daB in dieser
Region Sequenzen lokalisiert sind, die fiir die Regulation der
Gene auBerordentlich wichtig sind.

Eine Computeranalyse dieses Sequenzbereichs zur Auffindung von
bekannten, konservierten Regulationselementen endete erfolglos,
Der wuntersuchte Bereich enthdlt nur die schon charakterisierte
TATA-Box. Zwar sind in beiden Albuminsequenzen CCAAT-Motive
(Efstradiatis et al.,1980) zu finden, jedoch sind diese nach den
allgemein giiltigen Definitionen zu weit vom Transkriptionsstart
entfernt: in der 68kd Sequenz wurde ein Motiv bei Position -160,
in der 74kd Sequenz eines mit der Sequenz bei Position -315
(ABB13). Obwohl die Regionen, in denen diese beiden Sequenzmotive
zZu finden waren, noch zu dem 2zwischen den beiden Genen
konservierten Bereich gehdren, waren diese Motive jeweils nur in
einer der beiden Sequenzen zu finden. Ob sie tatsdchlich

funktionell von Bedeutung sind, bleibt noch zu beweisen.




93

6.2. Das erste Exon der Albumingene zeigt bei Xenopus, Huhn

und Sdugern den gleichen Aufbau

Ein Vergleich der Xenopus Albuminsequenzen mit bekannten
Sequenzen aus dem 5’Bereich der Albumin- und a-Foetoproteingene

verschiedener Spezies ergab fiir die 5’flankierende Region keine

offensichtliche Sequenzhomologien.

Beim Vergleich der leader-Sequenzen, d.h. der nicht-trans-
latierten Sequenzen des ersten Exons wurde in beiden Xenopus
Albuminsequenzen ein Pentanukleotid der Sequenz CCCAC gefunden,
das schon fiir die Albumine der S&duger und des Huhns beschrieben
wurde (Sargent et al.,1981; Dugaiczyk et al.,1982; Haché et
al.,1983). Dieses Pentanukleotid hat seine komplementdre Sequenz
GTGGG (bei den Xenopus Albuminen nur GTGG) innerhalb der
translatierten Region der mRENAs. Durch Computeranalysen kann man
eine "stem und loop" Struktur vorhersagen, bei der die
einzelstréngige mRNA teilweise mit sich selbst hybridisiert und
eine doppelstréangige Region ausbildet, von der eine
einzelstrédngige RNA-Schleife = "loop" ausgeht. Dieser "loop"
enthdlt das Translationsstartcodon AUG und eine Sequenz, die
komplementar zum 5’Ende der 185 TrRNA ist (ABBl4). Solche
Strukturen wurden auch schon fir die Rattenalbumin,
Hihneralbumin, wund menschliche mRNA vorhergesagt. In wieweit
diese mogliche Sekundédrstruktur fiir die Translationseffizienz und
die Genauigkeit, mit der das Initiationscodon abgelesen wird,

wichtig ist, ist noch nicht geklart.
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+1
AGGCTTCTCAGAGGTCCCCACCCAATACATCTCCAGTCATGIAAGTGGATC
N AGGCTTCTCAGAGGTCCCCACCTAATACATCTCCAGTC TGIAAGTGGATC

Xenopus 68kd alb
Xenopus 74kd alb

chicken alb AGCATTTTTGAATAATTTAGCCCACATCATAATCTGCAGCCIATGIAAGTGGGTA
rat alb GACCACCTTTCCTGGCAACCCCACTGCCTCTGGCAACANTGIAAGTGGGTA
human alb GCTTTTCTCTTCTGTCAACCCCACACGCCTTTGGCACAATGIAAGTGGGTA
A A Qa0
9 C"C’C’ COUCCAA,...B" 188 HNA
a v A
A A q
t c . [
L4 A ¢
A -V
U-a
3'  AWuAcua € A
c A
A-U
C-q
¢~-q
¢c-a
c A
4 U
8'  AGOCUUCUCAGAGGUY cc.... 3"
ABB14: Dle "leader"-Sequenzen verschiedener Albumingene besitzen

ein konserviertes Pentanukleotid

Die "leader"-Sequenzen der Albumingene von Huhn (Hache et al.,
1983), Ratte (Sargent et al.,1981) und Mensch (Dugaiczyk et al.,
1982) wurden mit denen der Xenopus Albumingene verglichen. Das
Translationsstartcodon ist eingerahnt. Das konservierte
Pentanukleotid CCCAC und seine komplementire Sequenz im
translatierten Berelch sind unterstrichen.

Darunter 1ist elne hypothetische stem und loop - Struktur der
Yenopus Albumin mRNA, zusammen mit der Xenopus 185 RNA gezelgt.
Die méglichen Wosserstoffbrlicken zwischen den beiden Sequenzen

sind durch Striche verdeutlicht.
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Albumine und «a-Foetoproteine sind sezernierte Proteine und
besitzen daher ein Signalpeptid aus 18-19 iiberwiegend hydrophoben
Aminosauren, das vor der Sekretion abgespalten wird. Dieses
Signalpeptid wird im ersten Exon kodiert. Weiterhin besitzen
Albumine ein basisches Propeptid, das im Golgi—-Apparat vom reifen
Protein abgespalten wird. Dieses Propeptid besteht meist aus 6
basischen Aminosduren - mit Ausnahme des Hiihneralbumins, dessen
Propeptid aus 8 Aminosduren zusammengesetzt ist. Desweiteren
enthdlt das erste Exon noch die Information fiir die ersten beiden
Aminoséduren des reifen Proteins (Tilghman, 1985).

Ein Vergleich der aus den Sequenzdaten abgeleiteten Xenopus
Aminosduresequenzen mit den bekannten Aminosduresequenzen von

Sdugern und Vogeln ergibt einige Homologien (ABB15).
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o > e D

prepeptide propeptide mature protein

Xenopus 68kd: "MKWITLICLLISSTLIES E "RIT FKR | DT DVDHHKHIADMYNLLTERTFKGC?

7T ] VR R T B T2 W
chicken alb:  ---V---SFIFLFSSAT- i -NLQR-A- -A N.D.
rat alb:  ---V-FLL--FI-GSAF- i -GV -R- EA HKSEIAHéFKDLGEQHFKGLVL..
bovine alb:  ---V-F-S--LLFSSAY- i -GV -R- -- HKSEIAHRFKDLGEEHFKGLVL. .
human alb:  --~V-F-S--FLFSSAY- a -GV -R- -A HKSEVAHRFKDLGEENFKALVL. .
mouse AFP: ----- PAS-TLLLHFAA- KALHENEFGI ASTLDSSQCVTEKNVLS. .
rat* AFP:  ---SASISF-LLLNFAEP -VLHTNEFGI ESTLDSSQCPTEKNMEN. |
human AFP:  ---VESIF-IFLLNFTE- -TLHRNEYGI ASILDSYQCTAEISLADct
ABB15: Das erste Exon der Xenopus Albumingene zeigt einen

Albumin-typischen Aufbau,

Die Aminosiuresequenzen fur das erste und zweite Exon

verschiedener Spezies s8ind 1in Angleichung zu denen der Xenopus

Albumingene dargestellt., Alle Sequenzen auBer der des Rinder

Serumalbumins (Chung et al, 1980) sind von DNA-Sequenzen

abgeleitet, Die Pre- und Propeptidgrenzen s8ind durch eine

gestrichelte bzw, durchgezogene Linie markiert.

— ldentische Aminos#ure

% Filr diese vergleichende Darstellung wurde vom zweliten
Translationsstartcodon ausgegangen

..llier waren die genaue Qdrenze fiir das zweite Exon nicht

bekannt.
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Die ersten drei Aminosduren sind fir alle Albumine wund
a-Foetoproteine identisch. Zum Maus «-Foetoprotein erstreckt sich
die Sequenz sogar iiber die ersten 5 Aminosauren. Die weiteren
Aminosduresequenzen zeigen Kkeine groBen Homologien mehr. Jedoch
sind die Aminosdurecodons an der Grenze zwischen Signalpeptid
(oder Prepeptid) und Propeptid konserviert geblieben, ebenso wie
an der Grenze zwischen Propeptid wund reifem Protein. Der
Vergleich mit den Pre- und Proregionen von Albuminen anderer
Spezies gibt AnlaB zu der Vermutung, daB das erste Exon der
beiden Xenopus Albumingene fiir das Prepeptid (18 Aminos&duren),
das Propetid (6 Aminoséduren) und fiir die ersten zwei Aminosd#duren

des reifen Proteins kodiert.
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ITI. FUNKTIONELLE ANALYSE DER ALBUMINGENE DES XENOPUS LAEVIS

Die Aktivitdt von Genen wird groBtenteils auf Transkriptionsebene
durch das Zusammenwirken von cis-wirkenden DNA-Elementen mit

trans-wirkenden Faktoren, Proteinen (Ptashne, 1986) reguliert. Im

zweiten Teil meiner Arbeit sollten nun {iber funktionelle
Untersuchungen solche cis—-wirkenden DNA-Elemente definiert
werden, die fiir eine konstitutive und gewebespezifische
Expression der Albumingene verantwortlich sind. Diese

DNA-Elemente =zeichnen sich dadurch aus, daB ihre regulatorischen
Eigenschaften auf heterologe Gene iibertragbar sind, wenn sie vor
diese gesetzt werden. Zur genauen Analyse regulatorischer
Elemente werden daher meist Fusionsgene eingesetzt, die sich aus
der 5’flankierenden Region des 2zu untersuchenden Gens und der
proteinkodierenden Sequenz eines Indikatorgens zusammensetzen.
Als Indikatorgene wurden bisher virale Gene wie 2z.B. das
Thymidikinase—-Gen des Herpes simplex Virus (Chandler et al.,
1983; Hynes et al., 1983), das bakterielle Chloramphenicol-
Acetyltransferase—-Gen (CAT; Gorman et al., 1982) oder auch
eukaryontische Gene wie 2z.B. die «— und B-Glogingene von
Kaninchen, Maus oder Mensch (Treisman et al., 1983; Banerji et
al., 1983; Ponta et al., 1985) und das Dehydrofolatreduktase-Gen
(DHFR; Deschatrette et al., 1985, verwendet. Die Analyse unter
Zuhilfenahme solcher Indikatorgene hat etliche Vorteile: So
besitzen die Indikatorgene selbst keine regulatorischen Sequenzen
mehr, dadurch wird gewédhrleistet, daB die beobachteten, auf das
Indikatorgen ausgeiibten Effekte nur durch die Einwirkung des

5*flankierenden Bereichs vom 2zu untersuchenden Gens entstanden
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sind. AuBerdem sind die iiblicherweise verwendeten Indikatorgene
meist relativ klein und somit leichter transfizierbar. Von
auBerordentlichem Vorteil ist schlieBlich die Tatsache, daB mit
Hilfe eines in Zellen oder in den Organismus eingeschleusten
Fusionsgens die Regulation eines Gens losgeldst von der des
endogenen untersucht werden kann. Schlielich kodieren manche
dieser Indikatorgene fiir funktionsfahige Enzyme, deren Aktivitat
ieicht bestimmt werden kann (CAT-Gen) bzw. auf deren Expression

selektioniert werden kann (DHFR-Gen).

Fiir die Identifizierung von regulatorischen DNA-Elementen in der
5’flankierenden Region der Xenopus Albumingene wurde als
Indikatorgen das bakterielle CAT-Gen gewahlt, dessen Expression
in einem recht einfachen Enzymtest gemessen werden kann (Gorman

et al.,1982). Dazu wurden in den CAT-Expressionsvektor pBLCAT3

(Luckow und Schiitz, unverdoffentlicht) verschieden groBe
5'flankierende Sequenzen des Albumingens vor die
proteinkodierenden Sequenzxz des CAT-Gens kloniert. Dieser

CAT-Vektor enthdlt 3’ vom CAT-Gen Sequenzen des SV40 Virus, die
filr ein korrektes Spleilen und die Polyadenylierung der RNA
sorgen (ABB16). Er kann daher in eukaryontischen Zellen
exprimiert werden und das CAT-Gen untersteht der Kontrolle der
Albuminsequenzen.

Aufgrund der gefundenen, groBen Sequenzhomologien von 68kd und
74kd Gen wurde nur das 68kd Gen weiter untersucht.

Zur Herstellung solcher Fusionsgene muBte zundchst eine 68kd
3’Deletionsmutante kloniert werden, die noch den Albuminpromotor
mit Transkriptions—-Startstelle besitzt, Jjedoch nicht mehr die
authentische Startstelle der Translation, Ein in der
Albuminsequenz vorhandenes Startkodon fiir die Translation wiirde

in einem Albumin/CAT-Fusionstranskript zuerst benutzt werden und
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daher mit dem Translationsstart des Indikatorgen, des CAT-Gens,
interferieren. Die Klonierung dieser 3’Deletionsmutante ist in
ABB16 =zusammengefaBt. Von einer Deletionsmutante, deren 3’Ende
bei 419 war, wurde der Bereich von -662 bis +19 mit den
Restriktionsenzymen HindIII und Bgl II ausgeschnitten und in den

Polylinkefbereich des Vektors pBLCAT3 vor das CAT-Gen gesetzt.
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ABB16! Die Klonierung des -662 ALB/CAT-Gens

Als Ausgangskonstrukt zur Klopnierung des -662/+19 - Fragmentes

vom 68kd Albumingen in den Vektor pBLCAT3 (Luckow und Schutz,

unverdffentlicht) diente die Bnl3l-Deletionsmutante -1425.Die

einzelnen Klonierungsschritte sind angegeben.
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Von diesem wurspriiglichen Albumin/CAT-Hybridgen ausgehend wurden
alle anderen Konstrukte mit verschieden groBen Albumin 5'Regionen
erhalten: Fiir die Herstellung des kurzen -50 ALB/CAT-Fusionsgens
wurde der -662 ALB/CAT-Klon an der singuldren Bgl II-Schnitt-
stelle bei Position -50 der Albuminsequenz aufgeschnitten. Dann
wurden die iitberstehenden Enden aufgefiillt und mit Hind
ITII-Linkern versehen. AnschlieBend wurde mit HindIII
nachgeschnitten und das somit ausgeschnittene HindIII/ Bgl
IT-Fragment, von -662 bis -50, vom Vektor abgetrennt. Der
verbliebende Vektor wurde wieder geschlossen.

Die b&6’Deletionsmutanten von -340 bis -180 (auBer -211) wurden in
den urspriinglichen ALB/CAT-Vektor iiber die HindIII- wund Bgl
IT-Restriktionsschnittstellen eingebracht. Zur Klonierung des
~-1425 und ~211 ALB/CAT-Gens wurden die im pEMBL8B*-Vektor
befindlichen 5’Deletionsmutanten mit dem in der Vektorsequenz
schneidenden Restriktionsenzym Clal und dem in der Albuminsequenz
bei Position -50 schneidenden Enzym Bgl II ausgeschnitten und in
die Clal- und Bgl II-Schnittstelle des urgpriinglichen
ALB/CAT-Vektors eingebracht. Das -4200 ALB/CAT-Hybridgen wurde
durch Einsetzen eines b5'benachbarten 3.6kb groBen HindIII-
Restriktionsfragmentes in die HindIII-Schittstelle des

Ausgangshybridgens kloniert.
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1. 69 bp geniigen zur konstitutiven Expression in OQocyten

Fiir die konstitutive Expression verschiedener viraler und
zellularer Gene sind hauptsdchlich zwei Elemente im
5'flankierenden Bereich von Bedeutung die TATA- und CCAAT-Box
(siehe oben).

Fir beide Xenopus Albumingene findet sich auf der Sequenz
eigentlich nur ein TATA-Box. Um nun 2zu untersuchen, welche
weiteren Sequenzbereiche fiir die konstitutive Expression wichtig
sind, wurde eine Reihe von Albumin/CAT-Hybridgenen in Xenopus
Oocyten injiziert und deren Expression untersucht. Auf diese Art
konnte auch schon der Promotor des HSV-Thymidinkinasegens

genauestens untersucht werden (McKnight und Kingsbury, 1982).

Die Expression der injizierten Fusionsgene wurde zundchst iliber
die Aktivitat der Chloramphenicol—Acetyltransferase bestimmt. Es
zeigte sich, daB die injizierten ALB/CAT~Konstrukte -662, -340,
-274,-180 und -50 alle gleich stark exprimiert wurden. Um jedoch
genauere Aussagen iiber die Transkripte der Hybridgene 2zu
erhalten, wurde die RNA injizierter Oocyten mittels der "primer

extension" Methode analysiert (ABB17).
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ABB17: 69 bp reichen zur konsti-
tutiven Expression des ALB/CAT-

Hybridgens in den Oocyten

A Zur Bestimmung der korrekt
jnitiierten Transkripte wurde ein ein
30-mer Oligonukleotid, das seine
komplementtire Sequenz im CAT-Gen hat,
verwendet. Dieser CAT-Primer ist
entsprechend seiner Lage zum Albumin

CAT - Hybridgen (als Beispiel ist das

=50 ALB/CAT- Gen dargestellt)
aufgezeichnet, Die erwarteten
Extensionsprodukte sind als

gestrichelte Linie, mit Pfeilen am
Ende, dargestellt. Ihre GrdBen sind
angegeben.

B: Je 30-40 Xenopus Oocyten wurden
entweder mit 500ng ALB/CAT-DNA bzw.
mit 400ng ALB/CAT-DNA und 100ng
pBLCAT8*-DNA injiziert. Nach 20-24h
wurde die RNA isoliert und der
"primer extension”"-Analyse unter-—
zogen, Es wurden pro Reaktion 20pug
RNA, die in etwa 4 Qocyten-
Aquivalenten entsprechen, einge~
setzt.

Die erhaltenen Extensionsprodukte
sind durch Pfeile markiert., m =

DNA-GréBenmarker (pBR322/Haelll-

geschnitten); +tk = mit koinjizier-—

tem Kontrollplasmid (pBLCATS8*)
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Ergebnisse aus verschiedenen Experimenten =zeigten, daB in den
Oocyten zwel unterschiedlich grofBe Transkripte von den
ALB/CAT-Genen abgelesen werden, die auf verschiedene Startstellen
zuriickzufiihren sind (ABB17:Spur 1,2). Neben dem erwarteten
Extensionsprodukt von 104nt trat noch ein um 12nt verkiirztes von

92nt auf. Die beiden Extensionsprodukte zeigten &hnlich starke

Intensitdten, daher ist anzunehmen, daB beiden Startstellen
gleich haufig benutzt werden. Aufgrund der GroBe der
Extensionsprodukte ist eine der in den Oocyten benutzten

Startstellen identisch mit der in vivo benutzten, wahrend die
zweite oocytenspezifisch zu sein scheint und sich 12nt 3’ von der
in vivo Startstelle befindet. Die Initiation in den Oocyten ist
also nicht so akkurat wie in vivo.

Die beiden untersuchten ALB/CAT-Hybridgene mit der groBten bzw.
kiirzesten 5’flankierenden Sequenz (662 bzw.50bp) werden
tatsdchlich wider Erwarten gleich stark exprimiert (ABB17:Spur
1,2). Die rExperimente wurden daher wiederholt und zur Kontrolle
der Injektion wurde das Plasmid pBLCAT8* koinjiziert, das ein
Hybridgen aus Thymidinkinase—Promotor und CAT-Gen tragt
(Klein-Hitpal et al.,1986). Das Resultat war das Gleiche: unter
Beriicksichtigung der Transkripte vom internen Kontrollplasmid
werden von den beiden Konstrukten gleich viele
Albumin/CAT-Transkripte erhalten (ABB17:Spur 3,4 wund 5,6).
Albuminsequenzen von -50 bis +19 enthalten also die vollstandige
Information, konstitutive Expression zu vermitteln.

Die weitere Verkleinerung dieser Region fiithrte zum Verlust des
richtigen Transkriptions—Startes. Die wenigen, noch beobachteten
um etwa 20nt verkiirzten Transkripte (genau wie die erfolgte
Deletion) sind auf die aberrante Startstelle zuriickzufiihren.

(ABB17:Spur 7,8 und 9,10).
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Zur effizienten Transkription eines ALB/CAT-Hybridgens unter
Verwendung der richtigen Startstelle scheinen in den Oocyten 69bp
Albuminsequenz zu geniigen. In dieser minimalen Sequenz Kkonnte nur

die TATA-Box als einziges konserviertes Element definiert werden.

2., Die Xenopus ALB/CAT-Hybridgene werden in den Maus

Hepatomazellen BWIJ gewebespezifisch reguliert.

Un die gewebespezifische Regulation der Albumingene des Xenopus
laevis zu untersuchen, wurde deren Expression sowohl in
albuminproduzierenden Zellen mit leberspezifischen Funktionen,

als auch in Zellen, die normalerweise kein Albumin exprimieren,

verfolgt.

Von der Vermutung ausgehend, daB gewebespezifische
Regulationsmechanismen in verschiedenen Spezies wadhrend der
Evolution konserviert geblieben sind, wurden die Xenopus

ALB/CAT-Hybridgene transient in die albuminproduzierenden Maus
Hepatomazellen BWIJ und in Maus Fibroblasten, NIH3T3 und LTK-,
eingebracht und auf ihre Expression hin untersucht. Es wurde eine
Serie von 5° Deletionsmutanten transient 1in die Zellen
transfiziert und deren Expression iiber die Aktivitat des vom

Indikatorgen kodierten CAT-Enzyms bestimmt (ABB18 und TABl).
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ABB18: Die Xenopus ALB/CAT-Gene werden in Maus Hepatoma—-Zellen

BWIJ reguliert exprimiert

BWIJ, NIH3T3 und LTK- Zellen wurden mit 3:-10® (BWIJ) bzw, 2-10¢
Zellen (NIH3T3,LTK-) pro 9cm Petrischale angesetzt und einen Tag
spidter mit Jje 10pg der angegebenen Konstrukte nach der
CaPhosphat-Methode transfiziert. 24h gpédter wurden die Proteine
extrahiert und die CAT-Aktivitdt bestimmt,

Dazu wurden die eingesetzten Proteinmengen so gewdahlt, daB fiir
das positive Kontrollplasmid vergleichbare Umsetzungen erhalten
wurden, Die Proteinmengen waren im Einzelnen: 30pg flir die BWIJ,

300pug fir die NIH3T3 und 50pg fiir die LTK- Zellen.




107

Tab. 1: Gewebespezifische Expression der Xenopus Albumin-Gene
in Maus Hepatoma-Zellen

transf. Konstr.  BWIJ NIH 373 Ltk
pSV2CAT 27300 57400 1455 -- 9440 1227
rat 40 315 9.4  14.2 23.6 71
~4200 -~ 197 6.3 17.3 255 94
-1425 -- 228 8.6  14.9 519 557
-662 3620 5116 12.6  21.2 6513 614
~340 3935 4958 13.4  14.9 1510 203
~274 2282 6082 5.5  18.9 944 151
-211 1259 3502 7.1 13.4 614 142
~180 2833 5068 15.7  23.6 1510 127
~50 212 1519 4.2 17.3 7504 411
pBLCAT3 39 692 64.5 8.7 991 269

Die angegebenen Werte sind CAT-Aktivitdten in pmol-mg t-h™1 aus

jeweils zwei unabhdngigen Experimenten.

Die Analyse der ALB/CAT-Hybridgene in den Maus Hepatomazellen
BWIJ zeigte, daB die Konstrukte mit 1langen 5°’flankierenden
Sequenzen (-4200 und -1425) nicht exprimiert wurden, wdhrend von
denen mit weniger 5’flankierenden Sequenzen (-662 bis —-180) hohe
CAT-Enzymaktivitdten erhalten wurden. Das -50 ALB/CAT-Gen, das
aufgrund der Oocytenexperimente den minimalen zur konstitutiven
Expression ausreichenden Albuminpromotor enthidlt, wurde jedoch
nur schwach exprimiert. Vom Kontrollplasmid pBLCAT3, das keinen
eukaryontischen Promotor besitzt, wurde ebenfalls nur wenig
CAT-Aktivitat erhalten.

In den NIH3T3 Zellen war kein ALB/CAT-Hybridgen aktiv, obwohl das
positive Kontrollplasmid pSV2CAT, mit dem SV40 Enhancer und dem

SV40 frithen Promotor stark exprimiert wird.
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Nach Transfektion der Konstrukte in die LTK- Zellen wurden alle
mit Ausnahme der grofB3en ALB/CAT—Gene (-4200 wund -1425)
exprimiert, jedoch nicht reguliert. Das -50 ALB/CAT-Gen, das nur
den minimalen Albuminpromotor besitzt, wurde in diesen Zellen
stark exprimiert. Die 5’°flankierenden Sequenzen hatten in diesen
Zellen keinen aktivierenden EinfluB auf den Promotor, eher einen
reprimierenden.

Auffallig hoch war in diesen Zellen auch die CAT-Aktivitat, die

vom promotorlosen Kontrollplasmid pBLCAT3 erhalten wurde (TAB1l).

In keiner der drei wuntersuchten Zellinien wurde ein von Dr.
M.Weiss und Dr. M.Yaniv erhaltenes Ratten Albumin/CAT-Hybridgen
exprimiert. Dieses Ratten—~Konstrukt diente als negative
Kontrolle. Es ist bekannt, daB dieses Hybridgen nicht in den Maus
Hepatomazellen exprimiert wird, obwohl diese Zellen Albumin
synthetisieren und obwohl dieses Hybridgen in Ratten Hepatoma-
zellen gewebespezifisch reguliert exprimiert wird (0Ott et
al.,1984),

Die Xenopus ALB/CAT-Hybridgene werden also in Fibroblasten gar
nicht (NIH3T3) oder im Gegensatz zu den Hepatomazellen nicht
reguliert (LTK-) exprimiert. Dieses Ergebnis 1&dB8t vermuten, daB
sich in der 5’'flankierenden Region der Xenopus Albumingene ein
DNA-Element befindet, das fiir eine hepatomaspezifisch regulierte
Expression verantwortlich ist. Durch Deletion des Bereiches
zwischen —-180 und -50 wird dieses Element zerstort, denn die -50
Deletionsmutante wird 5 bis 10fach schlechter exprimiert als das

-180 ALB/CAT-Gen (TABl).
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2.1, Ein Promotor-Element vermittelt die hepatomaspezifische

Expression

Um die fiir die gewebespezifische Regulation verantwortliche
Sequenz ndher einzugrenzen, wurden ausgehend vom -180 ALB/CAT-Gen

weitere 5’Deletionsmutanten hergestellt und deren Expression in

den BWIJ Zellen untersucht (ABB19).

L= o
(=] wn
- bl
1 ¢

-7

-62

~50
pBLCAT3
mock

ABB19: Definition der 5'drenze des Elementes, das

hepatomaspezifische Expression vermittelt.

Die Maus Hepatoma Zellen BWIJ wurden mit 10ug der oben
angegebenen Plasmid-DNA transfiziert. 24h spiter wurden
Proteinextrakte hergestellt und die Menge an CAT-Protein

bestimmt. Fiir die CAT-Bstimmung wurden 100 pg Protein eingesetzt.
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Es zeigte sich, daB sich die fiir die hepatomaspezifische
Expression verantwortliche Sequenz relativ nahe an der
Startstelle der Transkription befindet. Nur die Entfernung der
Sequenzen zwischen ~77 wund -62 fihrte 1letztlich zu einem
drastischen Aktivitétsverlust. Somit stellt dieses Element einen

Teil des Albuminpromotors dar.

Aufgrund der zum Teil betrdchtlichen Mengen an CAT-Aktivitat, die

vom promotorlosen Plasmid pBLCAT3 erhalten wurden, sollte
bewiesen werden, daB die gemessenen CAT-Aktivitdten tatsédchlich
auf eine erhohte Menge an korrekt initiierten ALB/CAT-

Transkripten zuriickzufiithren sind.
Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz der verschiedenen
Zellinien wurde das Plasmid pSV2CAT, das in jeder der

untersuchten Zellinien stark exprimiert wird, kotransfiziert. Die

in der Gesamt—-RNA der transfizierten Zellen enthaltenen
ALB/CAT-Transkripte wurden mit einer spezifischen, zum
Albuminpromotor und einem Teil des CAT-Gens komplementédren
SP6-Probe identifiziert (ABB20A). Ein mit dieser Probe

geschiitztes Fragment von 188nt entspricht korrekt initiierten
Albumin-Transkripten, wahrend ein Fragment von 150nt fir

pSV2CAT-Transkripte indikativ ist.
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ABB20: In den transient transfizierten Maus Hepatoma Zellen

kénnen korrekt initiierte Transkripte nachgewiesen werden.

A: Albuminpromotor-spezifische SP6-Probe

Transkripte von den ALB/CAT-Hybridgenen wurden mit einer
einheitlich 32p-markierten 269nt groflen anti-sense RNA
identifiziert, die 1in vitro von einem -50 ALB/CAT-SP6-Plasmid
synthetisiert wurde. Korrekt initiierte .ALB/CAT-Transkripte
schiitzen einen 188nt groBen Bereich der Probe, spezifische

Transkripte von der pSV2CAT-DNA schiitzen 150nt von der Probe.

B: Korrekt initiierte ALB/CAT Trankripte in BWIJ Zellen

Die Zellen wurden mit 10pug der oben angegebenen Plasmid-DNA und
mit 5pug pSV2CAT-DNA transfiziert. 16h nach der Transfektion wurde
Gesamt-RNA isoliert. Zur Analyse wurden 20ug bzw. in b 10pg
DNAse-behandelte RNA mit ca. 30fmol RNA-Probe hybridisiert., Die
Pfeile zeigen auf die spezifisch geschiitzten Fragmente. Als

Léngenmarker wurde Hae III-geschnittene pBR322-DNA verwendet,

In ABB20B ist zu sehen, daB in den transfizierten Hepatomazellen
BWIJ der authentische Albuminpromotor benutzt wird (a: Spur
2,3,6,7). Von den ALB/CAT-Genen -180 (a:Spur 2) und =77 (a:!:Spur
6) wurden im Vergleich zum -50 ALB/CAT-Gen (a:Spur 3,7) 3 bis 5
mal mehr Transkripte erhalten.

Wie aufgrund der vom promotorlosen Plasmid pBLCAT3 erhaltenen
CAT-Aktivitdten erwartet wurde, konnte auch eine betrédchtliche
Menge an Transkripten entdeckt werden, die an anderen Stellen
initiiert wurden, Je nach Lange der zu der SP6-Probe
komplementédren Sequenzen waren diese falsch initiierten
Transkripte verschieden groB: 246nt fiir das -50 Konstrukt, 238nt

tir die anderen Albumin Konstrukte und 160nt fiir pBLCATS3.
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Das Ergebnis der SP6-Analyse der RNA transfizierter Zellen

bestdtigt die Daten, die iiber die Bestimmung der CAT-Enzym-

aktivitat erhalten wurden: in der 5'flankierenden Region des
Xenopus Albumingens befindet sich zwischen -77 und -62 ein
Element, das eine erhohte Expression in Hepatomazellen

vermittelt. Dieses Element ist in NIH3T3 Zellen (b:Spur 2-4) und

in LTK- Zellen (c:Spur 2-4) nicht wirksam.

2.2.Das hepatomaspezifische Promotor—Element (HP1l) ist

13bp groBl und durch Punktmutationen inaktivierbar

Das entdeckte hepatomaspezifische Promotor-Element, HPl, ist in
Maus Zellen aktiv, obwohl es Teil eines Froschgens ist. Dies
fihrt zu der Vermutung, daB das HPl auch in den Albumingenen oder
a~Foetoproteingenen der Sauger vorhanden sein konnte. Ein
Vergleich der Promotorsequenzen der Albumingene des Huhns (Haché
et al.,1983), der Maus (Scott and Tilghman,1983; Gorski et
al.,1986), der Ratte (Heard et al.,1987) und des Menschen (Urano
et al.,1986) bzw. der o«o-Foetoproteingene der Maus (Scott und
Tilghman, 1983), der Ratte (Chevrette et al., 1987) und des
Menschen (Sakai et al., 1985) zeigt mindestens zwei

Homologiebereiche auf (ABB21).
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ABB21: Im Promotorbereich der Albumin- und a-Foetoproteingene

kénnen zwei homologe Bereiche gefunden werden

Die Sequenzen im Promotorbereich der Albumingene des Huhns (Hache
et al.,1983) der Maus (Scott and Tilghman et al.,1983; Gorski et
al,,1986), der Ratte (Heard et al,,1987) und des Menschen (Urano
et al.,1986) sowie der oa—Foetoproteingene der Maus (Scott und
Tilghman, 1983), der Ratte (Chevrette et al.,1987) und des
Menschen ( Sakai et al.,1985) wurden mit der Sequenz der Xenopus
Albumingene dieses Bereiches verglichen. Die Sequenzen sind in
Bezug auf die TATA-Box und ein zwischen -67 und -62 vorkommende
Hexamersequenz einander angeglichen. Die schwarzen Punkte
markieren identische Nukleotide. Die TATA-Box und sowie das
HPl-Element s8ind eingerahmt. Aufgrund der groBen Homologie im
Bereich des HPl wurde eine Konsensus-Sequenz aus Nukleotiden

aufgestellt, die in diesem Bereich zu 100% konserviert sind,
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Ein Bereich reprédsentiert die TATA-Box um Position -30 relativ

zur Startstelle der Transkription, wahrend der zweite Bereich
zwischen -67 und -50 2zu finden ist. Auffallend ist das
Vorhandensein des Hexamers AGGTTA, das sowohl in der Xenopus

Albuminsequenz als auch in der Sequenz des a—Foetoproteingens der
Maus und des Menschen an &hnlicher Position relativ zur TATA-Box
zu finden ist. Dieses Hexamer ist noch in der in Hepatomazellen
aktiven Deletionsmutante -77 vorhanden, jedoch nicht mehr in der
inaktiven -62 Mutante. Dies impliziert, daB dieses Hexamer ein
Teil des HPl sein konnte. Aufgrund dieser Annahme, wurde ein
Oligonukleotid synthetisiert, das der Albuminsequenz von -67 bis
-50 entspricht (syn0). Das Oligonukleotid wurde mit iiberhdngenden
5’HindIII- und 3’BglII¥Enden angefertigt, so daB es in die
natirliche BglII-Restriktionsschnittstelle bei Position -50 in
das ALB/CAT- Hybridgen kloniert werden konnte. Dieser Klon syn0,
der einer natiirlichen Deletionsmutante -67 gleichkommt, wurde in
den Hepatomazellen BWIJ ebenso gut exprimiert wie die
Deletionsmutante -77 (ABB22). Das Hybridgen synA ,das nur das
Hexamer AGGTTA, inseriert bei Position -50 enthielt, war in den

BWIJ Zellen nicht aktiv (ABB22).
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ABB22: Ein synthetisches Oligonukleotid vermittelt

hepatomaspezifische Expression

Fitr den Bereich zwischen -67 und ~-60 wurden mehrere
Oligonukleotide hergestellt, die bei Position -50 vor den
Albuminpromotor geasetzt wurden (vergl. ABB23) Fur Jjedes
Oligonukleotid wurden Jeweils zwei unabhéingige Klone nach
Transfektion in die BWIJ-Zellen auf ihre Aktivitét untersucht,
Flir die Bestimmung der CAT-Aktivitdt wurden je 100ug Protein

eingesetzt,

Das Hexamer alleine ist alsc nicht fiir die hepatoma—-spezifische
Regulation ausreichend. Allerdings konnte es sein, daB dieses
synA -Hybridgen nur aufgrund seines verdnderten Abstandes zur
TATA-Box inaktiv ist. Um solche Abstandsprobleme zu vermeiden,
wurden 2zur weiteren Charakterisierung des HPl nur noch einzelne
Basen im Bereich zwischen -67 und -50 ausgetauscht. In ABBZ3 sind
die Sequenzen der Oligonukleotide aufgelistet, die zur Analyse
des HPl-Elementes eingesetzt wurden. Die Aktivitat dieser
Sequenzen in den BWIJ-Zellen ist ebenfalls angegeben (vergl. auch
ABB22). Die beiden ersten Basen der 16bp-Sequenz, das A (synl)

und das G (syn2), kénnen verdndert werden, ohne daB die Aktivitat
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des Elementes beeintrédchtigt wird. Die dritte Base jedoch, das G
(Position -65), ist essentiell, da durch eine Transversion dieses
G in ein A (syn3) die Aktivitdt des Elementes vollig zerstiort
(ABB22). Ebenso wichtig ist das C in Position 15 des HP1l (bzw.
~52 relativ zur Startstelle der Transkription), seine Verédnderung
in ein T fiithrt gleichfalls zur Inaktivierung des Elements. Im
Gegensatz dazu zeigen zwei andere Punktmutationen, syn8 und syn

16, Wildtypaktivitat.
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SEQUENCE FUNCTION
-67 -50
Xenopus.syno i AGATTAATAATTTICAGATCT +
synl  T-||-—-—————————- A ——— +
syn2 ! -A|--—-———————- A +
syn3 : —-—-———————m——f o -
syn8 ! —--|{---—-G-————- A== +
synlb: —-f|-—————————— [f}-—————— -
synl6: ——}|-—-————=-—-——~ AT —————= +
synA : -—-p}-—  J| === -
-66
mouse albumin: T-H---—<G--C-Ap —=-=-— -
-64
mouse AFP ¢ ——k—-Cc--G--AAH - C-

ABB23: Mutationsanalyse des HPl mit synthetischen
Oligonukleotiden

Die Sequenz des Wildtyp-Oligonukleotids syn0, das der natiirlichen
~67 Deletionsmutante entspricht igt dargestellt. Fiir die weiteren
zur Analyse des HPl-Elements verwendeten Oligonukleotide sind nur
die Unterschiede zur syn0-Sequenz angegeben, Die noch
funktionellen Oligonukleotide s8ind mit einem + gekeﬁnzeichnet.
Die fiir die Funktion essentiellen Basen in Position -65 und -53
sind eingerahmt. Die zur Klonierung dieser Oligonukleotide
benutzte Bgl XI-Restriktionsschnittstelle ist unterstrichen. Die
Bezeichnung der Oligonukleotide ist so gewdhlt worden, daB daraus
direkt die Position der Mutation im Vergleich zur Wildtypsequenz

ersichtlich ist.
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Einige der mit den verschiedenen Oligonukleotid-Konstrukten
erhaltene Resultate wurden auf RNA-Ebene nachvollzogen. Die
SP6-Analyse der RNA transfizierter BWIJ Zellen wurde mit der oben
erwdhnten Albumin promotor-spezifischen Probe (ABB20A) durchge-
fithrt wund ist in ABB20B zu sehen. Vom Konstrukt syn0, das die
Wildtypsequenz von -67 bis -50 enthdlt wurden korrekt initiierte
ALB/CAT-Transkripte erhalten (a:Spur 10,12), deutlich mehr als
vom -50-Konstrukt alleine (a: Spurl4d). Von den mutierten,
aufgrund der CAT-Bestimmung inaktiven Konstrukte syn und syn3
wurden nur wenig Transkripte erhalten (a:Spur 11 und 13), ebenso
wenige wie vom -50 ALB/CAT-Gen (a:Spurl4), dem die HPl-Sequenz
ganzlich fehlt.

Die Analyse der Transkripte bestatigte wiederum die iiber die

CAT-Enzymbestimmung erhaltenen Daten.

Aufgrund der Tatsache, daB das HPl-Element Element des Xenopus
Albumingens in Maus Hepatoma Zellen funktionell ist, konnte man
vermuten, daB dié zum HPl homologen Sequenzen des Albumin-
bzw.a~Foetoproteingens der Maus das HPl ersetzen kénnen. Daher
wurden synthetische Oligonukleotide sowohl mit der Maus Albumin-

als auch mit der a-Foetoproteinsequenz (ABB 23) bei Position -50

vor den Xenopus Albuminpromotor kloniert. Diese Klone waren
Jedoch nicht aktiv, d.h. die Maus Albumin- und
«—Foetoprotein—-Sequenzen konnten die Xenopus Sequenz nicht

ersetzen. Dazu ist zu bemerken, daB in diesen beiden Elementen je
4 Basen gegeniiber dem Xenopus Element ausgetauscht sind.
Weiterhin ist ihr Abstand zum Promotor um eine Base verringert.
Angesichts dieser multipler Verdnderungen ist es nicht mdglich,
eine Aussage dariiber zu machen, warum diese Maus/Xenopus-

Hybridkonstrukte nicht aktiv waren.
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Aus den Ergebnissen der Mutationsanalyse l&Bt sich schlieBen, daB
die Basen zwischen -65 und -53 das eigentliche
hepatoma—-spezifische Promotor-Element HP1l darstellen. Durch eine
einzige Punktmutation entweder in Position -85 oder in Position
-53, kann die Aktivitdt dieses Elementes vollkommen zerstort

werden.
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Diskuss ion

Der Krallenfrosch Xenopus laevis besitzt 2 Albumingene, die beide
gewebespezifisch in der Leber exprimiert werden. In der
vorliegenden Arbeit konnte durch Sequenzanalyse der 5’Enden
beider‘ Gene gezeigt werden, daB diese iiber weite Bereiche
untereinander homolog sind. Zu den Albumin- und
o—Foetoproteingenen der Sauger und des Huhns wurden jedoch nur
wenige Homologien gefunden, die hauptsdchlich auf das erste Exon
beschrankt waren.

Aufgrund der erhaltenen Sequenzdaten konnten Albumin-Hybridgene
konstruiert werden, die in Gentransfer-Experimenten eingesetzt
wurden. Damit konnte ein entscheidender Beitrag zur Aufklarung
der Regulation dieser beiden Gene geleistet werden: So ist fiir
die konstitutive Expression der Xenopus Albumingene in einem
heterologen System der Bereich von -50 bis +19 ausreichend. Am
bedeutendsten war allerdings die Identifizierung eines 13 bp
groBen Promotorelements, HP1, das zwischen -65 und -53
lokalisiert ist und gewebespezifische Expression in Maus
Hepatoma—-Zellen vermittelt. Damit ist es zum erstenmal gelungen,
ein kurzes genau definiertes cis-wirkendes Promotor Element zu

beschreiben, das hepatoma-spezifische Expression vermittelt.

Die konservierte 5’Region der Xenopus Albumingene

Fiir beide Gene wurden ca. 1.5 kb 5’flankierende Region, sowie das
erste Exon, Intron und zwelte Exon sequenziert. Der

Sequenzvergleich ergab, daB beide Gene untereinander, vor allem
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im- Bereich der Exonsequenzen, sehr konserviert sind. Die
Hoﬁologie erstreckt sich sogar itber 400bp weit in den
5;f1ankierenden Bereich. Um das erste Exon herum wurde somit eine
koﬁservierte Region iiber insgesamt 550bp gefunden. Dieses
Résultat stimmt mit den aus elektronenmikroskopischen
Untersuchungen erhaltenen Daten von May et al. (1983) iiberein,
die einen konservierten DNA-Bereich der gleichen GroBe (550bp) um
das erste Exon aufzeigten. Die GroéBe des ersten und zweiten
Exons, die durch Sequenzierung und RNA-Analyse bestimmt wurde,
unterscheidet sich aber von den Angaben von May et al. (1983).
Hier ist vor allem richtigzustellen, daB das erste Exon fiir beide
Gene gleich groB ist, 117bp; den beschriebenen 50bp groflen
Unterschied zwischen 74kd und 68kd Gen gibt es nicht. Der
GroBenunterschied der primdren Translationsprodukte der 68kd und

74kd Albumingene ist nicht im ersten Exon begriindet.

Das zweite Exon ist fiir das 68kd Gen 67 bp groB, wdhrend fiir das
74kd Gen dazu keine Angaben gemacht werden koénnen. Fir dieses Gen

wurde nur die 5’Grenze des zweiten Exons bestimmt. Es besteht die

Moglichkeit, daB dieses Exon anders gespleiBlt wird als das des
68kd Gens und dies zum beobachteten GroéBenunterschied der
Translationsprodukte fiithrt. Da die mittleren 12 Exons der

Albumingene, bedingt durch den Aufbau der Gene aus einem dreifach
wiederholten Block von 4 Exons, sehr homolog untereinander sind
(May et al., 1983), koénnte ansonsten der GroBenunterschied noch

im letzten Exon kodiert sein.

Insgesamt gesehen ist die groBe Sequenzhomologie zwischen den
beiden Xenopus Albumingenen nicht sehr verwunderlich, da sie ja
beide durch eine Genomduplikation aus ein und demselben
Ur-Albumingen hervorgegangen sind (Bisbee, 1977; Westley et al.
1981).
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Die groBe Homologie beider Gene 1im 5’flankierenden Bereich
impliziert, da8 diese Region Elemente enthalten koénnte, die fiir
die Regulation beider Gene wichtig sind. In der Promotorregion

konnte jedoch nur eine fiir eukaryontische Promotoren typische

konservierte Regulationssequenz identifiziert werden - die
TATA-Box. Weitere Konsensus—Sequenzen, die die Expression
eukaryontischer Gene  beeinflussen kénnten (Ubersichtsart.:

Serfling et al., 1985), wurden aufgrund der Sequenzdaten allein

nicht gefunden.

Die ¢genaue Bestimmung der Startstelle der Transkription war
zundchst schwierig, da die beiden Xenopus Albumin mRNAs sehr
homolog sind (Westley et al., 1981) und mit den entsprechenden
SP6~Proben Kreuzhybridisierung erhalten werden kann. Basierend
auf den DNA-Sequenzdaten fiir das erste und zweite Exon konnten
jedoch Oligonukleotid-Primer hergestellt werden, mit denen
spezifisch entweder die 68kd oder die 74 kd mRNA identifiziert
wurden. Somit konnte die DNA-Sequenz des ersten Exons durch die
Sequenzierung der RNA Dbestédtigt werden. Fiir die erstellte 68kd
mENA-Sequenz und die vom Genomklon abstammende DNA-Sequenz wurden
allerdings einige Unterschiede festgestellt, die wahrscheinlich

auf genetische Polymorphismen zuriickzufiithren sind.

Das Ergebnis, daB die beiden Albumin mRNAs mit Hilfe wvon
spezifischen Oligonukleotid-Primern unterschieden werden kénnen,
ist fiir die Klarung entwicklungsspezifischer Fragen von grofler
Bedeutung. Die Expression der Albumingene kann nun in‘sehr friithen
Entwicklungsstadien mit sensitiveren Untersuchungsmethoden
verfolgt werden, um abzukldren, ob beide Gene gleichzeitig

aktiviert werden.
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Verwandtschaft der Xenopus Albumingene 2zu den Albumin- und

ac—-Foetoprotein—Genen der Sduger und Vigel

Zu den bekannten Albumin- und a—Foetoproteingenen von S&dugern und
Vogel wurden aufgrund von Sequenzvergleichen nur wenige
Homologien im ersten Exon entdeckt.

Der Aufbau des ersten Exons mit 38nt 5’nicht—translatierter
Region (sog. "leader"-Sequenz) und 26 Aminosédurecodons ist mit
dem der Albumine der S#duger identisch. In der "leader"-Sequenz
der Xenopus Albumingene wurde auch das konservierte
Pentanukleotid CCCAC gefunden, das typisch ist fir die
"leader"-Sequenzen der Albumin mRNAs von Nagern (Sargent et al.,
1981), Huhn (Haché et al., 1983) und Mensch (Dugaiczyk et al.,

1982) und auch in der Maus a-Foetoprotein mRNA vorhanden ist

(Dugaiczyk et al., 1982).

Filr die gesamte Aminoséduresequenz, die vom ersten Exon kodiert
wird, wurde wenig Homologie (zwischen 42 und 46%) entdeckt
(ABB15). Diese erstellt sich aus wenigen Einzelbereichen, die vor
allem die ersten 3 Aminoséduren und die mdglichen Spaltstellen

zwischen Prepeptid, Propeptid und reifen Protein umfasst.

Albumine und a-Foetoproteine sind sezernierte Proteine und werden
daher mit einem Prepeptid, bestehend aus 18 bis 19 Aminos#duren,
synthetisiert (Ubersichtsart., Tilghman, 1985). Im Gegensatz zum
a-Foetoprotein besitzen die Albumine ein zus#dtzlichens basisches
Propeptid aus 6 (bzw. fiir das Huhn 8) Aminos#duren, das im
Golgi—~Apparat entfernt wird (Bradshaw und Peters, 1969; Peters,
1977). Pre- und Propeptid werden beide im ersten Exon kodiert.

Die Spaltstellen zwischen Prepeptid, Propeptid und reifem Protein
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sind zwischen allen Albuminen, auch den Xenopus Albuminen, fast
zu 100% konserviert. Die Aminosduresequenzen um die Spaltstelle
zwischen Prepeptid und Propeptid wunterliegen, bis auf eine
Ausnahme in der Xenopus-Sequenz, ganz genau der (-3,-1)-Regel von
Von Heijne (Ubersichtsart. 1986), mit der direkt aus der
Primdrsequenz die wahrscheinlichste Spaltstelle vorhergesagt
werden kann. Nach dieser Regel sollte die Aminosédure vor der
Spaltstelle, in Position -1, sehr klein sein; dies trifft fiir die
Xenopus—Sequenz und alle anderen Albumin-Sequenzen zu, die an
dieser Position ein Serin haben (vgl. ABB15). Weiterhin sollte
die Aminos#dure in Position -3 geladen, sehr groB oder polar sein,
wobei am hdufigsten in dieser Position Alanin zu finden ist. Im
Qegensatz zu den Albuminen der S&uger und des Huhns, die in
dieser Position ein Alanin tragen, befindet sich im Xenopus
Albumin Isoleucin an dieser Stelle, das allerdings auch bei
einigen anderen Prepeptiden in dieser Position gefunden wurde.
Die Forderung, daB sich die Aminosdure Prolin nicht im Bereich
zwischen -3 und +1 der Spaltstelle befinden darf, wird in der
Xenopus Aminosduresequenz ebenso wie 1in den anderen Albuminen

eingehalten.

Bis jetzt gibt es keinen Beweis dafir, daB das aus den
Sequenzdaten vorhergesagte Propeptid in vivo vorkommt und die
vorhergesagten Spaltstellen tatsdchlich gebraucht werden. Die
Konservierung dieser Spaltstellen in der Xenopus Albuminsequenz,
ihre Ubereinstimmung mit der (-3,-1)-Regel wund die typische
Zusammensetzung der Aminosduresequenz aus hydrophoben Aminoséduren
fir das Prepeptid und basischen Aminos#duren fiir das Propeptid
sprechen allerdings dafiir, dafl die Xenopus Albumine ein fiir
Albumine typisches erstes Exon besitzen. Dieses Exon setzt sich

wie folgt zusammen: 18 Aminoséduren fiir das Prepeptid, 6




126

Aminosduren fiir das Propeptid und 2 Aminosduren fiir das reife
Protein (Hachéet al., 1983; Tilghman, 1986). Aus diesem Ergebnis

laBt sich zundchst folgender SchluB ziehen: Die Xenopus Albumine
sind n&dher mit den Albuminen der Sduger und Végel verwandt als

mit den a-Foetoproteinen.

Regulation der konstitutiven Expression

Aufgrund der strengen gewebespezifischen Expression der Xenopus
Albumingene in der Leber, steht natiirlich die Aufklérung dieses

Regulationsmechanismus im Vordergrund des Interesses. Mit dem

Endziel, cis—-wirkende DNA-Elemente zu identifizieren, die die
Gewebespezifitat vermitteln, wurden zuallererst
DNA-Sequenz—-elemente definiert, die fiir die konstitutive
Expression notwendig sind. Dies geschah vor allem aus der
Uberzeugung heraus, daB solche Sequenzen die essentielle

Grundlage fiir die Regulation eines Gens darstellen.

Nach der Sequenzanalyse der 5’flankierenden Region der
Albumingene war es moéglich ALB/CAT-Hybridgene herzustellen und
deren konstitutive Expression in Oocyten 2zu untersuchen.
Tatsdchlich wurden in den OQocyten von den ALB/CAT-Hybridgenen
korrekt initiierte Transkripte erhalten; zusédtzlich wurden aber
auch Transkripte von einer aberranten Startstelle, die ca. 12bp
3’ von der richtigen, d.h. in vivo benutzten Startstelle lag,
initiiert. Die Analyse verschiedener 5'Deletionsmutanten ergab,
daB die 5’flankierenden Sequenzen bis zu 50bp vor der Startstelle
der Transkription entfernt werden konnten, ohne daB die
Transkriptionseffizienz beeintrachtigt wurde. Eine

3’Deletions-mutante -50/-4, bei der die Startstelle der
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Transkription entfernt worden war, wurde eindeutig schlechter
exprimiert. Die von dieser Mutante noch erhaltenen Transkripte
slammten von einer Startstelle, die wuniiblich weit von der

TATA-Box weg liegt und der beobachteten aberranten Startstellen

entspricht.

Es =zeigte sich, daB 69bp Albuminsequenzen von -50 bis +19

ausreichen, um vollstandige Transkriptionsaktivitat zu
vermitteln. Der Befund, daB die Entfernung der 5’flankierenden
Sequenzen von -660 bis -50 nicht zu einem deutlichen Verlust in

der Transkriptions—-Effizienz fiihrt, ist erstaunlich. Bei vielen
Genen wurden gerade in diesem Bereich cis-wirkende Elemente
gefunden (CAAT-Box, GC~Box), die die Transkription im Allgemeinen
stimulieren (Ubersichtsart. Serfling et al., 1985a; Kadonaga et
al., 1986). Allerdings wurde fiir das Maus oa-Foetoproteingen ein
gdhnliches Ergebnis gefunden. Durch in vitro Transkription und
transiente Expressionsexperimente konnte gezeigt werden, daB im
Maus a—-Foetoproteingen neben der TATA-Box keine weiteren
5?flankierende Elemente in diesem heterologen System zur genauen
und effizienten Transkription bentotigt werden (Scott wund

Tilghman, 1983).

Bei den Xenopus Albumingenen scheint ebenso wie beim Maus
a-Foetoproteingen die TATA-Box ausreichend 2zu sein, um eine
konstitutive Expression 2zu vermitteln. Dieses Resultat aus den
funktionellen Untersuchungen deckt sich mit den Sequenzdaten. In
der Sequenz konnte Jja auBer der TATA-Box kein anderes

konserviertes cis-wirkendes DNA-Element gefunden werden.
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Das hepatoma-spezifische Promotorelement (HP1)

Durch transiente Transfektion der Xenopus ALB/CAT-Hybridgene in
albumin-produzierenden Maus Hepatoma-Zellen BWIJ konnte in der
5’flankierenden Region der Xenopus Albumingene ein DNA-Element
identifiziert werden, HPl, das hepatoma-spezifische Expression

vermittelt.

Dieses Element ist nicht wirksam in Fibroblasten Zellen: in den
NIH3T3 Zellen werden die ALB/CAT-Hybridgene gar nicht exprimiert,
wédhrend in den LTK- Zellen nur eine konstitutive Expression, auch
in Abwesenheit des HPl beobachtet wurde. Diese Aktivitat der
ALB/CAT-Hybridgene in den LTK- Zellen ist vermutlich darauf
zuriickzufiihren, daB in dieser Zellinie die Anwesenheit einer
TATA-Box ausreicht, Expression zu vermitteln. Das HPl hat hier
keinen stimulierenden sondern eher einen reprimierenden EinfluB
auf die Expression. In den Maus Hepatoma-Zellen BWIJ dagegen wird
die Transkription in Anwesenheit des HPl um das 5 bis 10 fache

stimuliert.

Dieses HPl konnte sehr gut charakterisiert werden: Es umfaBlit 13bp
und befindet sich zwischen Position -65 und -53 im
Albuminpromotor. Durch eine einzige Punktmutation entweder in
Position -65 oder -53 kann seine Funktion vo6llig zerstdrt werden.
Die beiden fiir die Aktivitédt der Elemente essentiellen Basen
Guanidin in Position -65 und Cytidin in Position -53 begrenzen
das funktionell definierte Element, das sehr AT-reich und

palindrom-dahnlich strukturiert ist.
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HPl1-dhnliche Sequenzmotive konnen auch in den Albumin- und
oa-Foetoproteingenen der Sauger und Vogel gefunden werden. Diese
Motive sind ebenso wie das HPl im Promotorbereich zwischen -75
und -48 relativ zur Startstelle der Transkription lokalisiert und
besitzen meist ebenfalls eine mehr oder weniger palindrom-
dhnliche Struktur (ABB21). Aufgrund der Homologievergleiche kann
die Konsensus—-Sequenz GNTANTNNTNNC abgeleitet werden, in der die
definierten Basen = in den verschiedenen beobachteten
Sequenzmotiven =zu 100% konserviert sind. In der Sequenz des
menschlichen «1—-Antitrypsingens (Ciliberto et al., 1985), einem
ebenfalls leberspezifisch expriﬁierten Gen, konnte in einem
~dhnlichen Bereich zwischen ~-75 und -63 die Sequenz GTTAAATATTCAC
entdeckt werden, in der 5 Positionen von 6 méglichen mit der
Konsensus-Sequenz iibereinstimmen. Der Unterschied befindet sich
an einer Position, die aufgrund der Daten aus der
Mutationsanalyse im HPl verédndert werden darf, ohne daB die
Aktivitat verloren geht (ABB22,23). Ob diese aufgestellte
Konsensus—Sequenz fiir die leberspezifische Genexpression generell
von Bedeutung ist, ist noch nicht geklart.

Mit den entsprechenden Sequenzbereichen des Albumin- und
a—-Foetoproteingens der Maus wurden dazu Untersuchungen
durchgefﬁhrt. Diese Elemente konnten das HPl-Element des Xenopus
nicht ersetzen, wenn sie anstelle des HP1l bei Position -50 vor
den Xenopus Albuminpromotor kloniert wurden. In Anbetracht
dessen, daB diese beiden S&uger-Elemente jeweils in 3 von 4
Positionen unterschiedlich 2zum funktionellen HPl waren, und daB
auBerdem ihr Abstand zum Promotor um eine Base verringert war,
kann man nicht erklédren, welche der Veradnderungen zur

beobachteten Inkaktivierung fiihrt.
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Dem HPl1 der Xenopus Albumine konnte jedenfalls eindeutig eine

bedeutende Rolle fir die hepatomaspezifische Expression

zugesprochen werden.

Wie ist die Regulation der Xenopus Albumingene einzuordnen ?

Fiir die meisten, bisher genau untersuchten, gewebespezifisch
regulierten Gene wurden mehrere Regulationselemente (positive und
negative) beschrieben, die alle zZusammen, die gewebespezifische
Expression eines Gens vermitteln. Meist setzen sich solche
komplexe Regulationseinheiten aus distalen Enhancer-Bereichen und
proximalen Promotorelementen zusammen (Groschedl und Baltimore,

1985, Edlund et al., 1985).

Die gewebespezifische Expression der Albumin- und
a-Foetoproteingene der Sauger wird ebenfalls durch das
Zusammenwirken vieler einzelner distal und proximal gelegener
Regulationselemente vermittelt.

So besitzt das o—Foetoproteingen der Maus drei Enhancer, die in
der b5’flankierenden Region iiber einen ca. 7kb groBen Bereich
verteilt sind, und ein gewebespezifisches Promotorelement, das
zwischen -85 und -52 lokalisiert ist (Godbout et al., 1986; Widen
und Papaconstantinou, 1986). Die 8Sequenzen dieser Enhancer-
Regionen sind nicht veréffentlicht. Insofern kénnen keine
Vergleiche mit der Sequenz der Xenopus Albumingene angestellt
werden, um 2zu untersuchen, ob sich 1in diesen Bereichen ein
HPl-ahnlichens Sequenzmotiv befindet.

Der Bereich von -85 bis -52 in der Promotor-Region, der
Gewebespezifitdat vermitteln soll, ist sequenziert (Scott und

Tilghman, 1983). In diesem Bereich wurde ein zum HPl-Element
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dhnliches Sequenzmotiv gefunden (ABB21), Allerdings wurde dieser

gewebespezifitat-vermittelnde Promotorbereich nicht weiter
charakterisiert. Daher mufB noch gekldart werden, ob das
Sequenz-Element, das . der aufgestellten Konsensus—-Sequenz

entspricht, die gleiche Funktion wie das HP1l hat.

Die Enhancer des Maus a—-Foetoproteingens sind nur zum Teil fiir
die gewebespezifische Regulation verantwortlich, wahrend das
Promotor—-Element fiir die Expression in Hepatomazellen essentiell
ist (Godbout et al., 1986). In vivo Studien mit transgenen Miusen
haben gezeigt, daB die drei Enhancer-Domédnen nicht genau die
gleichen Funktionen haben. Sie iiben vielmehr in Abhédngigkeit zum
‘Gewebe, in dem das ax—Foetoproteingen exprimiert wird,
verschiedene Einfliisse auf die Regulation aus (Hammer et al.,

1987).

Dieser Enhancer—-Bereich ist sehr groB und befindet sich zwischen
den gekoppelten Albumin- und a-Foetoproteingenen (Ingram et al.,
1981; Urano et al., 1984): Daher wird vermutet, daB in vivo auch
die Albuminexpression, moglicherweise wahrend bestimmter

Entwicklungsstadien, von dieser Enhancer—Region beeinfluBt werden

konnte (Godbout et al., 1986). In Transfektionsexperimenten
konnte gezeigt werden, daB ein 3’ zum Albuminpromotor
positionierter a—Foetoprotein—-Enhancer die Aktivitat des

Promotors signifikant erhoht (Muglia und Rothman-Denes, 1986,
Allerdings miiBte dieser Enhancer in vivo iiber eine Distanz von
20-25kb wirken koénnen. Bisher gibt es nur einen Prédzidenzfall fiir
die Wirkung eines Enhancers iiber eine solche groBe Distanz (Wang

und Calame, 1985).
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Die gewebespezifische Regulation der Albumingene scheint &hnlich
komplex organisiert zu sein. So gibt es Hinweise, daB das Maus
Albumingen sehr weit entfernt in der 5’flankierenden Region einen
Enhancer besitzt, der Gewebespezifitdt vermittelt (Tilghman,
pers., Mitteilung). Genau untersucht wurde bislang jedoch nur der
proximale Bereich der Albumingene von Ratte und Maus. Zuerst
konnte fir das Ratten Albumingen gezeigt werden, daB 400bp

5’flankierende Sequenzen ausreichen, gewebespezifische Expression

zu vermitteln (Ott et al., 1984). Mittlerweile konnte dieser
Bereich weiter eingegrenzt werden! Mit transienten
Transfektionsexperimenten von verschiedenen Deletionsmutanten

konnte gezeigt werden, daB 150bp vor dem Transkriptions-Start zur
gewebespezifischen Expression ausreichen (Heard et al., 1987).
Ebenso konnte in einem vitro Transkriptionssystem fiir das
Albumingen der Maus ein Bereich von -170 bis -55 relativ zur
Startstelle der Transkription definiert werden, der fiir die
gewebespezifische Transkription notwendig ist (Gorski et al.,
1986). Da die Albumingene der Ratte und der Maus sehr homolog
sind, ist anzunehmen, daB beide die gleichen Regulationselemente
besitzen. Bei beiden Genen fiithrt eine stufenweise Verkiirzung
dieser Sequenzbereiche zu einem graduellen Verlust der Aktivitat.
Daraus lagt sich échlieBen, daB mehrere Elemente fiir die
Regulation wichtig sind (Gorski et al., 1986; Heard et al.,
1987).
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Durch Vergleich der Albuminsequenzen von Ratte, Maus und Mensch
konnten in dieser Region vier homologe Bereiche identifiziert
werden: zwei distale Elemente (das DE II zwischen -123 und -111
"sowie das DE I zwischen -102 und ~-95), die CCAAT-Box bei —-80 und
ein proximales Promotorelement, das 2zwischen CCAAT-Box wund
TATA-Box 1lokalisiert ist. Alle diese Elemente scheinen notwendig
zu sein, um eine optimale gewebespezifische Expression 2zu
vermitteln (Heard et al.,1987).

Eines dieser Elemente, das proximale Element, zeigt Homologie zum
HP1l der Xenopus Albumingene. Das proximale Element enthalt
zwischen Position -64 wund -51 eine HPl-dhnliche Sequenz (siehe
oben; ABB21). Im Albumingen der Ratte scheint das proximale
Element nur einen kleinen Beitrag zur der gewebespezifischen
Regulation =zu leisten. So wird die 5’Deletionsmutante -93 im
Albumingen der Ratte, die nur noch das proximale Element enthidlt,
nur schwach exprimiert, allerdings immer noch gewebespezifisch
reguliert (Heard et al., 1987).

Untersuchungen des Maus Albumingens zeigten ebenfalls, daB sich
in promotornahen Bereich, zwischen -74 und -55, ein
regulatorisches Element befindet. Die Aktivitdt dieses Elementes
betragt etwa 5% der gesamten gewebespezifischen
Transkriptionsaktivitat wund sinkt auf 1% ab, wenn der Bereich
zwischen -75 wund -64 deletiert wird (Gorski et al.,1986). Bei
Position -64 Dbeginnt aber gerade die zum HP1 &hnliche Sequenz
(ABB21). Aufgrund der Ergebnisse iiber das HPl wiirde man erwarten,
daB diese -64 Deletionsmutante noch aktiv ist., da das
HPl-dhnliche Sequenzmotiv noch intakt ist.

Aufgrund wunterschiedlicher Analysemethoden kann man alle diese
Daten iiber die Regulation des Albumingens der Maus als auch der

Ratte nicht richtig mit denen vergleichen, die vom Xenopus
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Albumingen erhalten wurdeh. So wurde das Maus Albumingen in einem
in vitro Transkriptionssystem mit Proteinextrakten aus der Leber
analysiert, wahrend die Regulation des Ratten Albumingens in
transfizierten Ratten Hepatoma-Zellen untersucht wurde. Die
Xenopus Albumingene wurden ihrerseits in den albumin-
produzierenden Maus Hepatoma-Zellen BWIJ analysiert. In diesen

Zellen kann das Albumingen von Ratte und Maus nicht exprimiert

werden. Diese BWIJ-Zellen exprimieren nur foetale
Differenzierungsmarker (Cassio und Weiss,1979). Man vermutet
daher, daB fiir die Expression der Saduger Albumingene in foetaler

Leber regulatorische Sequenzen erforderlich sind, die nicht in
den untersuchten Bereichen (-400 bis +1) vorhanden waren (0Ott et
al.,1984; Heard et al.,1987). Die Xenopus Albumingene wurden
ihrerseits sehr schlecht in Ratten Hepatoma-Zellen mit adulten
Differenzierungsmarkern exprimiert (Daten nicht gezeigt).

Diese Beobachtung l1a4Bt den SchluB zu, daB die Xenopus Albumingene
in Bezug auf ihre Regulation wohl eher mit dem o—-Foetoproteingen
der Sauger, das in der foetalen Leber exprimiert wird, verwandt
sind. Diese Annahme wird durch folgende Daten unterstiitzt: Fiir
die Xenopus Albumingene und das Maus o-Foetoproteingen konnte
gezeigt werden, daB ein Minimalpromotor in einem heterologen
System noch konstitutive Expression vermitteln kann. Im Maus
a—-Foetoprotein konnte auBerdem ein proximales Regulationselement
zwischen Position -85 und -52 definiert werden, das
Gewebespezifitat vermittelt (Godbout et al.,1986). 1In diesem
Bereich konnte ebenfalls eine zum HPl ahnliche Sequenz beobachtet
werden (ABB21).

Ein endgiiltiger Beweis dafiir, daB die Xenopus Albumingene &hnlich
reguliert werden wie die a-Foetoproteingene kann erst dann
erbracht werden, wenn man zeigt, daB das HPl-dhnliche Element im

Maus x-Foetoproteingen in Verbindung mit seinem Promotor
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ausreicht, um gewebespezifische Expression in den BWIJ-Zellen zu

vermitteln.

Im Unterschied zu den Daten, die iiber die gewebespezifische
Regulation der Albumin- und a-Foetoproteingene beschrieben
wurden, konnte fiir die Xenopus Albumingene im 5° flankierenden
Bereich nur ein cis-wirkendes Element, das 13bp groBe HP1
identifiziert werden, das hepatoma-spezifische Expression

vermittelt.

Aufgrund der Analyse der Xenopus Albumingene in einem heterologen
System wurden sicherlich nicht alle Regulationselemente der Gene
entdeckt. Méglicherweise befinden sich im 5’flankierenden Bereich
zwischen -4200 und -662 negativ regulatorische Elemente, &hnlich
wie im o—Foetoproteingen der Ratte (Muglia und

Rothman-Denes,1986), denn die beiden groBen ALB/CAT-Hybridgene

-4200 wund -1425 wurden in keiner der untersuchten Zellinien
exprimiert. Dieser Befund spricht auf alle Fidlle gegen das
Vorhandensein von gewebespezifischen Enhancer—~Elementen im

5’flankierenden Bereich bis 2zu -4200. Allerdings kann nicht
ausgeschlossen werden, daB sich weiter entfernt in der
5’flankierenden Region gewebespezifische Enhancer befinden, was

bereits fiir die Albumin- und a—-Foetoproteingene beobachtet wurde

(siehe oben).

Mit der Analyse der Xenopus Albumingene in den heterologen
Maus—-Hepatomazellen ist es also gelungen ein Element, das HPl, zu
definieren, das Teil eines Regulationsmechanismus ist, der in der
Evolution konserviert geblieben 1ist. Moglicherweise hat dieses
Element eine entscheidende Rolle in der gewebespezifischen

Regulation der Albumin- und a-Foetoproteingene. .sw.
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Solche zwischen Sdugern und Xenopus konservierte
Regulationselemente wurden schon mehrfach beschrieben: das
Hitzeschock-Regulationselement HSE des Hitzeschockgens hsp 70
(Bienz,1984), das Oestrogen-Induktion vermittelnde Element ERE
des Vitellogeningens A2 (Klein-HitpaB et al.,1986) wund des
Serum-Induktion vermittelnde Element des zytoskeletalen Actingens
(Mohun et al.,1987). Mit der Identifikation des HPl-Elementes
konnte somit ein weiteres Regulationselement definiert werden,
das nach Transfektion in S#dugerzellen noch funktionell ist.
Bemerkenswert ist dabei, daB ein Element charakterisiert wurde,

das hepatoma-spezifische Regulation vermittelt.
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Welcher Faktor erkennt das HP1 ?

Durch Zellfusions—-Experimete konnte gezeigt werden, dafB
trans-wirkende Faktoren in die gewebespezifischen Regulation von
Genen involviert sind.

Aufgrund der beobachteten selektiven und reziproken Ausloéschung
von differenzierten Funktionen nach der Fusionierung von Zellen
verschiedener Differenzierungszusténde wurden zunédchst nur

Hinweise fiir die Existenz von negativen Regulationsfaktoren (sog.

extinguisher) gefunden (Ubersichtsart. Weiss et al.,1972;
Davidson,1974). Es wurde angenommen, daB diese Faktoren die
Expression einer sozusagen fremden Differenzierungsfunktion
verhindern.

Uber die Existenz von positiven Regulationsfaktoren, die fiir die
Aktivierung einer differenzierungsspezifischen Funktion sorgen,
konnten 2zunachst nur indirekte Hinweise gesammelt werden - durch
die Identifizierung von gewebespezifischen cis-wirkenden
DNA-Elementen. Inzwischen konnte fiir das 1Insulingen gezeigt
werden, daB trans-wirkende Faktoren an die gewebespezifische

Enhancer—-Region des Gens binden (Ohlsson und Edlund, 1986).

Die Isolierung des cis-wirkenden Elements HP1 in der
5’ flankierenden Region der Xenopus Albumingene, das
Gewebespezifitat vermittelt, erméglicht nun die Suche nach

trans—-wirkenden Faktoren, die mit dieser Sequenz interagieren.

Durch in vitro Bindungsstudien ("mobility shift"-Experimente) ist
es bereits gelungen, einen Faktor nachzuweisen, der an das
isolierte HPl1-Element bindet (G.Ryffel, pers. Mitteilung). Dieser
Faktor ist hepatomaspezifisch, er wurde nur in den Kernextrakten

von den Maus Hepatoma-Zellen BWIJ und den menschlichen
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Hepaotma-Zellen Hep G2 gefunden.

Aufgrund der Eigenschaft dieses Faktors, das HPl zu binden, wird
es moglich sein, dieses Protein in gréBeren Mengen zu reinigen.
Nach erfolgter Anreicherung wird man Teile des Proteins
sequenzieren und auch Antikorper dagegen herstellen konnen.
SchlieBlich wird man mit Hilfe dieser Antikorper oder
spezifischer Oligonukleotide die fiir den Faktor spezifische cDNA
isolieren konnen und damit seine Regulation studieren konnen.

Mit der Identifizierung des HPl-Elementes ist es also gelungen,
Zugang 2zu iibergeordneten Genen zu bekommen. Damit ist der erste
Schritt getan, um genauen Einblick in die Regulation von Genen zu
e:halten, die fir den- Mechanismus der gewebespezifischen

Expression verantwortlich sind.
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